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DETECCION DE CELULAS EPITELIALES EN
GANGLIOS LINFATICOS MEDIANTE RT-PCR.

Analisis de la eficacia de distintos métodos en el
diagnostico de ganglios centinelas en cancer de
mama.

I.  INTRODUCCION

1. CANCER DE MAMA Y FACTORES DE PRONOSTICO

El cancer de mama es una enfermedad sistémica. Un gran nimero de mujeres
presentan diseminacion metastasica durante la primera década, tras el tratamiento
locorregional. La informacidn sobre el estado de los ganglios axilares que drenan el tumor
primario es fundamental y tiene incidencia en el curso de la enfermedad y en la supervivencia a

largo plazo.

En los Ultimos afios, dos factores han contribuido a aumentar el intervalo libre de
enfermedad y la supervivencia global de las pacientes. Uno ha sido el diagndstico precoz de la
enfermedad, cada vez se diagnostica en estados mas iniciales y el segundo factor lo constituye
los tratamientos sistémicos - quimioterapia en adyuvancia y hormonoterapia - (Early Breast

Cancer Trialists' Collaborative Group, 1998).

En la practica rutinaria actual, el diagndstico se acompafia de una serie de marcadores
y factores prondsticos que tratan de predecir el curso evolutivo de la enfermedad y la respuesta
a determinados tratamientos. El diagndstico precoz favorece un mejor prondstico, pero no
asegura que no existira recurrencia. Los factores prondsticos se emplean para realizar una

estimacion de dicho riesgo en estadios tempranos.



Las caracteristicas fenotipicas del tumor tales como el grado nuclear, el tipo histoldgico,
el estado de los receptores hormonales y de algunos receptores de superficie de factores
epiteliales de crecimiento o indicadores de proliferacion celular, dan informacién sobre el riesgo
de recurrencia. Algunos de estos factores tienen utilidad prondstica, otros son predictivos de

respuesta a la terapia, y la mayoria poseen ambos aspectos, prondstico y predictivos (Tabla 1).

Tabla 1: Relacién de factores de prondstico clasicos en el cancer de mama.

FACTOR

USO CLINICO

DETERMINANTES METASTASICOS

DETALLES

ESTADO GANGLIONAR

TAMANO TUMORAL

GRADO HISTOLOGICO

INVASION VASCULAR

RECEPTORES

HORMONALES

HER2-neu

ESTABLECIDO

ESTABLECIDO

ESTABLECIDO

ESTABLECIDO EN
PACIENTES CON
GANGLIOS
NEGATIVOS

ESTABLECIDO
PARA DECIDIR EL
TRATAMIENTO EN
ADYUVANCIA

ESTABLECIDO
PARA DECIDIR EL
TRATAMIENTO EN
ADYUVANCIA

Si no hay metastasis ganglionares, el
riesgo es bajo; si existen metastasis
ganglionares, el riesgo es elevado; la
presencia de mas de 4 ganglios
afectados, esta asociado con muy
mal prondstico.

Tumores de menos de 2 cm de
diametro tienen bajo riesgo de
metastatizar; los tumores de 2-5 cm
tienen un riesgo elevado; tumores de
mas de 5 cm tienen un riesgo muy
alto.

Los tumores de Grado 1 tienen bajo
riesgo; los tumores de Grado 2
muestran riesgo intermedio; los
tumores de Grado 3 tienen un riesgo
elevado de metastatizar.

La presencia de mas de 3 émbolos
tumorales en vasos vasculares estan
asociados con metastasis.

Niveles bajos estd asociado con
metastasis.

Amplificacion/sobreexpresion HER2-
neu esta asociado con metastasis.

Relacionado con el
tamano tumoral

Marcador de
prondstico
independiente.

Relacionado con el
tamano tumoral

En pacientes con
ganglios negativos

Predice la recidiva
a corto plazo (5
afos); relacionado
con el grado
histoldgico.

Beneficio en las
nuevas terapias
(Trastuzumab).
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Existe un amplio rango de subtipos histoldgicos de cancer de mama invasivo. Algunos
de los subtipos muestran un prondstico favorable, aunque el tipo histoldgico por si sélo es solo

un indicador débil de recidiva.

El factor pronostico mas importante en el cancer de mama es la metastasis ganglionar.
La presencia de células tumorales en ganglios linfaticos es un factor determinante en la
estadificacion del cancer de mama, que determina la supervivencia y ayuda en la indicacion del
tratamiento sistémico (Fisher et al., 1983; Foster, 1996). El valor prondstico esta asociado con
el riesgo de recidiva sistémica y junto con las caracteristicas del tumor primario se utiliza para
determinar los beneficios de la quimioterapia. Clasicamente, la estadificacion axilar se estudiaba
a través del vaciado axilar o linfadenectomia, a partir de los afios 70 se inician estudios
buscando una nueva alternativa, el ganglio centinela, con el mismo valor prondstico que la
linfadenectomia y con valor predictivo como indicador inmediato de enfermedad residual en la

axila, pero ofreciendo una menor morbilidad.



2. ASPECTOS GENERALES DE LA METASTASIS EN EL CANCER DE
MAMA

La teoria mas aceptada entorno al desarrollo de metastasis se basa en la diseminacion
de células tumorales por parte del tumor primario. El tumor puede invadir directamente el
estroma adyacente, infiltrar 6rganos o cavidades, o diseminarse a distancia a través del torrente

circulatorio o del sistema linfatico (Chambers et al., 2002).

TUMOR PRIMARIO:
Crecimiento del tumor con
desarrollo de vasos
linfaticos y sanguineos

Las células tumorales
difunden a través de los

vasos linfaticos y @
sanguineos
Gy , ,
(=] (=] VIA S’ISTEMA VIA TOBRENTE
& e LINFATICO SANGUINEO

==

METASTASIS EN GANGLIO LINFATICO METASTASIS EN ORGANOS A DISTANCIA

Figura 1: Pasos secuenciales en la diseminacion de células tumorales.
El proceso consiste en una serie de pasos secuenciales (Figura 1). Inicialmente las
células deben invadir los canales circundantes, vasculares o linfaticos, a través de los cuales son

transportadas y deben sobrevivir al sistema inmunitario.

En el caso del cancer de mama, en estados iniciales, la via linfatica parece la principal
via de diseminacidon de células tumorales (Cunnick et al., 2002; Pickren, 1956; Van Trappen &

Pepper, 2002).
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Las células circulantes tumorales, deben extravasarse, proliferar y migrar a una
localizacién adecuada, donde inicialmente forman la micrometastasis. Una vez implantada,
secreta una serie de factores que promueven la angiogénesis y puede crecer superando los 2

mm de didmetro, dando lugar a la macrometastasis.

TUMOR PRIMARIO

|

CELULAS CIRCULANTES

|

MICROMETASTASIS

v

MACROMETASTASIS

El tumor primario esta compuesto, por una poblacion celular heterogénea. El significado
clinico de las células tumorales aisladas a distancia del tumor primario es incierto; con
frecuencia se detectan en diferentes érganos (por ejemplo, ganglios, sangre periférica 0 médula
0sea), los experimentos de videomicroscopia /7 vivo, han demostrado que el nimero de
micrometastasis que llegan a desarrollarse a partir de estas células, es pequefio (1/40), y sblo

un 1% tiene la habilidad de progresar a macrometastasis (MacDonald et al., 2002).



MODELOS DEL PROCESO METASTASICO

Las propiedades metastasicas de las células tumorales, han sido estudiadas desde

finales de los 70 a través de ensayos experimentales de metastasis. Dichos estudios han dado

lugar a una serie de modelos. Desde el modelo tradicional que sugiere que solo algunas

subpoblaciones de células tumorales adquieren capacidad metastasica en etapas tardias de la

tumorogénesis - (Fidler & Kripke, 1977) - surgieron diferentes teorias que intentaron conciliar

las diferencias experimentales encontradas con la posible seleccion de un fenotipo metastatico.

En la actualidad, varias observaciones han modificado los modelos existentes:

1.

La observacion de que el microambiente estromal puede afectar al desarrollo del
cancer de mama, indica que la progresion podria ser mas complicada que la teoria
lineal aceptada de activacién e inactivacion de genes supresores de tumores y
oncogenes. Esta observacion cuestiona por lo tanto que los modelos de estudio de
metastasis /n vitro y/o en animales, se puedan trasladar directamente al modelo de
metastasis en el cancer de mama humano (Bhowmick et al., 2004; Bissell &

Labarge, 2005).

Los estudios de expresion, tanto del tumor primario y su correspondiente
metastasis -transcriptoma muy similar- (Weigelt et al., 2003), como los perfiles
genéticos de expresion mediante microarrays, - perfiles genéticos de buen y mal
prondstico - (van 't Veer et al., 2002) indican que la propiedad de metastatizar se
produce durante las primeras etapas y es una caracteristica inherente al propio

tumor.

Las células madre -stem cells-, son células con capacidad de autorenovarse y
diferenciarse, dando todos los linajes celulares que forman el tejido maduro. La
transformacion oncogénica de estas células produciria células con capacidad de
iniciar nuevos tumores, lo que las distinguiria del resto de células tumorales (Reya

et al., 2001).
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En el nuevo modelo propuesto, las mutaciones oncogénicas pueden tener lugar sobre
células madre de mama (stem cell) o sobre células diferenciadas (Figura 2). En el primer caso,
la transformacion de la célula madre puede generar tumores con perfil de expresion de mal
prondstico y bajo la influencia de los fibroblastos estromales - sélo la poblacién de stem cells
del tumor - tendria la habilidad de metastatizar. Dichas stem cells podrian expresar perfiles de
expresion especificos que difieren en la propension a metastatizar a un tejido determinado

(Weigelt et al., 2005).

TUMOR PRIMARIO METASTASIS

MADRE DE
MAMA

b

t CELULA J

/ DIFERENCIADA
|— ESTROMA
#ﬂ > <> 5 '
X Sl
- -~

CELULA & - /> oo
—

o—F_
g

s 3

T

CELULA MADRE g \

DE CANCER DE
MAMA

Figura 2: Modelo de proceso metastatico sobre stem cells.
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3. GANGLIO CENTINELA
Es el primer ganglio regional que recoge las células tumorales liberadas por el tumor a

través del sistema linfatico y a partir del cual se distribuye a otros ganglios y 6rganos. Se cree
gue el fendmeno de la metastasis ganglionar se produce antes que en otros érganos por dos

motivos (Gendreau & Whalen, 1999):

a. El ganglio actia como un filtro eficaz de las células que llegan via

linfatica desde el tumor.

b. El ganglio, centro secundario de la respuesta inmune, provee de un
ambiente que favorece la adhesion de las células tumorales en circulacién. Algunas

de las interacciones podrian promover la invasion y proliferacion.

La forma habitual de examinar el estado ganglionar de la axila es mediante
linfadenectomia o vaciado axilar. Con frecuencia se lleva a cabo durante el mismo acto
quirdrgico de la tumorectomia, e implica el examen patoldgico de 10 a 30 ganglios linfaticos
cuando se examinan tres niveles. Como consecuencia de la intervencion se produce la
interrupcion del proceso normal de drenaje y una de las complicaciones mas frecuentes es el
linfedema croénico, que afecta a mas del 10% de las pacientes. Por otra parte, si la diseccion

axilar no alcanza el tercer nivel, el porcentaje de falsos negativos es del 3%.

El linfedema es una acumulacién anormal de fluidos (edema) en los tejidos, con
cambios secundarios como: inflamacidon cronica, engrosamiento y cicatrizacion del tejido
conjuntivo. Esto ocasiona dolor, ardor, enrojecimiento e hinchazon. Los pacientes con linfedema
son mas propensos a las infecciones locales y suelen tener problemas de movilidad en la
extremidad afectada. Aln no existe un tratamiento eficaz para los pacientes que sufren de
linfedema cronico avanzado. El edema puede reaparecer mas facilmente en aquellos pacientes

que han sufrido de linfedema.
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El concepto de biopsia del ganglio centinela surgié con el objetivo de testar el estado
axilar ganglionar sin retirar la mayoria de los ganglios. El ganglio centinela se define como el
primer ganglio o ganglios que reciben el flujo linfatico que drena desde el tumor primario. La
localizacién de dicho ganglio(s) se realiza mediante la inyeccién de un coloide marcado, en la
lesion primaria (Figura 3). La técnica del ganglio centinela reduce la morbididad que produce la
diseccién axilar completa en pacientes con ganglios negativos (NO). Si el ganglio centinela

contiene células metastasicas, frecuentemente se realiza la diseccion axilar.

Ganglio entinela'y vasos del siste

v

La presencia de
valvulas
permite que el
flujo sea
nidireccional

Figura 3: Dibujo esquematico de la inyeccién peritumoral y del flujo ganglionar
unidireccional. (Adaptado de la Enciclopedia Ilustrada de Salud (Health Illustrated
Encyclopedia) de A.D.A.M © 1997-2007 A.D.A.M., Inc.)

Tras el inicio del tratamiento conservador, la biopsia del ganglio centinela ha sido uno
de los avances mas importantes en el tratamiento quirtrgico del cancer de mama debido a la
reduccion de las complicaciones que provoca la linfanectomia, a la disminucion de la duracion
del ingreso hospitalario y en que permite una indicacion mas precisa para el tratamiento en

adyuvancia.
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Un ganglio centinela negativo excluye la posibilidad de afectacion en el resto de la axila,
con un 95% de fiabilidad, lo que evita las linfadenectomias innecesarias en las pacientes pNO,
aproximadamente cerca del 70% de las pacientes con cancer de mama. Entre un 40-70 % de
los pacientes, el ganglio centinela es el Unico ganglio positivo de la axila y el porcentaje de

falsos negativos es inferior al 3%.

La informacién sobre la afectacién ganglionar tiene incidencia directa en la
supervivencia de las pacientes, un 40 % de las pacientes con ganglios positivos mantienen
largos periodos libres de enfermedad gracias a los tratamientos en adyuvancia. Como
contrapartida, entre el 20 y 30 % de las pacientes diagnosticadas con ganglios negativos

presentan recidiva en torno a los 10 afios (Devi et al., 2000; Fitzgibbons et al., 2000).

EXPRESION DE CITOQUERATINAS

La expresion de marcadores epiteliales en células tumorales ha permitido la
identificacion de dichas células en otros tejidos, tales como sangre, médula 6sea o ganglios
linfaticos. El desarrollo de técnicas que detecten las células tumorales en circulacion, antes de
que se manifiesten las metastasis a distancia, podria ser Util para el prondstico del paciente. El
analisis de células tumorales aisladas empez6 a finales de los afos 80, y en la actualidad se

detectan mediante el uso de la inmunohistoquimica y la PCR.

Las citoqueratinas son proteinas que forman parte de elementos estructurales del
citoesqueleto de las células epiteliales (filamentos intermedios). Existen dos tipos de
citoqueratinas, las de tipo acidico, tipo I (bajo peso molecular) y las de tipo basico o neutro,
tipo II (elevado peso molecular). En humanos, existen 54 genes funcionales de queratina,
formando dos clusters localizados en los cromosomas 17g21.2 y 12q13.13. Las citoqueratinas
normalmente se asocian en dimeros que comprenden una citoqueratina de tipo Iy II. Cada tipo
celular epitelial expresa un repertorio determinado de citoqueratinas dependiendo del tipo de
epitelio, del nivel de diferenciacién y del estado de desarrollo. De esta forma, se pueden
clasificar todos los epitelios en funcion de su perfil de expresion de citoqueratinas, este perfil se
mantiene cuando un epitelio se transforma en carcinoma. Caracteristica de gran implicacion en

el diagndstico patoldgico.
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En el citoplasma, los filamentos de queratina forman una red compleja que se extiende
desde la superficie del nlcleo a la membrana. Esta asociacion tiene una importancia crucial

para la organizacion del citoplasma y los mecanismo de comunicacién celular.

Las citoqueratinas epiteliales de tipo I, comprenden los siguientes tipos segun la nueva
nomenclatura de consenso: KRT9, KRT10, KRT12, KRT13, KRT14, KRT15, KRT16, KRT17,
KRT18, KRT19, KRT20, KRT23, KRT24 y KRT25. Su peso molecular varia entre los 40 kDa

(KRT19) y los 64 KDa (KRT9) (Schweizer et al., 2006).

La citoqueratina 19 (KRT19) es un marcador clasico en la deteccién de enfermedad
minima residual. A diferencia de otros miembros de la misma familia, esta queratina no se
asocia con citoqueratinas basicas en las células epiteliales. Se expresa especificamente en el
peridermo, la capa superficial transitoria que envuelve la epidermis en desarrollo. Se expresa

con frecuencia en células epiteliales en cultivo y en la mayoria de tumores epiteliales.

En el epitelio glandular mamario, se reconocen dos tipos celulares: el tipo celular
glandular caracterizado por la expresion de las citoqueratinas 7, 8, 18 y 19 y las células
mioepiteliales-basales que muestran expresion de KRT 5, 14 y 17. Dentro del compartimento
luminal unas pocas células expresan KRT5/6 y son capaces de diferenciar hacia el fenotipo
glandular o basal (Figura 4). También existen poblaciones intermedias que expresan KRT 5/6 y
8, 18 y 19, indicando el proceso de diferenciacion. Los patrones de expresion de las

citoqueratinas durante la carcinogénesis estan muy conservados.
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CELULAS EN DIVISION
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LINAJE MIOEPITELIAL CELULA MADRE LINAJE GLANDULAR

Figura 4: Diferenciacion celular y expresion de citoqueratinas.
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4. DIAGNOSTICO

Las micrometastasis en ganglios linfaticos son depdsitos microscopicos de células
malignas, inferiores a 2 mm de diametro. El significado clinico de la micrometastasis todavia no
ha sido resuelto. Aunque algunos autores cuestionan la importancia de dichos depdsitos, el
andlisis de series grandes de pacientes con largos seguimientos, indican una asociacion entre la

presencia de micrometastasis y peor prondstico.

Existen tres aproximaciones a la localizacion de micrometastasis ganglionares: cortes

seriados y H&E, inmunohistoquimica y RT-PCR.

La H&E es una técnica rutinaria en la deteccion de metastasis, pero los focos pequerios
pueden no localizarse. Existe una recomendacion reciente de examinar al menos tres secciones

por ganglio para una deteccion apropiada.

En los ganglios linfaticos pueden detectarse las células epiteliales que provienen del
tumor mediante el uso de anticuerpos especificos para determinadas citoqueratinas. La
inmunohistoquimica muestra mayor sensibilidad que la H&E, siendo capaz de detectar 1 célula
maligna entre cien mil linfocitos. Se ha demostrado correlacion entre micrometastasis en
ganglios y descenso en la supervivencia postoperatoria de pacientes con cancer de mama,

estudiadas mediante inmunohistoquimica.

El marcador ideal de mRNA deberia expresarse a niveles elevados en el tejido tumoral y
no hacerlo en los ganglios linfaticos normales pero, al contrario que en el melanoma para el
cual se ha identificado un Unico marcador, la tirosinasa, la mayoria de marcadores utilizados
hasta ahora en mama, se expresan a cierto nivel en ganglios normales. Permanece abierta por
tanto la busqueda de un marcador “ideal” o panel de marcadores que refleje la expresion de las
células metastasicas en el ganglio centinela. Recientemente, se ha publicado los niveles de
expresion de genes asociados a enfermedad metastasica en ganglios linfaticos y el resultado
muestra un patron particular de expresidn, que concuerda con la naturaleza heterogénea del

cancer de mama.
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Otro problema derivado de la extraordinaria sensibilidad de la técnica (una célula
maligna entre un millén de linfocitos), dos 6rdenes de magnitud superior a la H&E y un orden
respecto a la inmunohistoquimica, es que requiere una evaluacion posterior de la positividad, ya
que la técnica puede ser demasiado sensible para el uso clinico. Algunos autores han sugerido
que la presencia de células individuales no resultan significativas clinicamente, mientras que las

colonias de células, si.

Estas criticas al uso de la RT-PCR como técnica de deteccion de micrometastasis, se
estan intentando resolver mediante el uso de termocicladores que utilizan un sistema de
deteccion fluorescente que permite realizar un seguimiento onfine de la amplificacion durante la

fase exponencial.

La posibilidad de cuantificar los niveles de expresion, aunque sea de una forma relativa,
permitira establecer diferencias entre los niveles de expresion basales y los derivados de la
progresion tumoral. Asi como establecer cual es la carga metastasica minima que confiere

caracteristicas de prondstico.

4.1. DIAGNOSTICO HISTOLOGICO RUTINARIO

En la deteccidon de metastasis en ganglios de pacientes con cancer de mama, se ha
evolucionado hacia el uso de técnicas mas sensibles y fiables. El examen histoldgico o
inmunohistoquimico directo del ganglio centinela detecta mas metastasis que el examen
patologico estandar de una diseccion axilar completa, debido a que se analiza un menor

volumen tisular y la reduccién de costes permite realizar técnicas mas caras.

Las metastasis ocultas, por definicion son depdsitos tumorales que no se detectan
en el examen inicial. Pueden estar presentes en el corte pero pasar desapercibidas durante
el cribado o bien estar presentes en el bloque de parafina y no detectarse sino se realizan
niveles adicionales. El empleo combinado de secciones seriadas y anticuerpos monoclonales

contra proteinas epiteliales de superficie, tales como citoqueratinas, aumentan la deteccién
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de metastasis ocultas, en particular de las micrometasis (entre 0.2-2 mm) o de las células

aisladas formando clusters (0.2 mm).

La deteccion de micrometastasis y células aisladas en el examen histolégico de un

ganglio depende de:

a. Factores relacionados con la muestra.

b. Factores relacionados con el cribado.

Entre los factores relacionados con la muestra, se incluyen los siguientes: porcién
del ganglio sometido a la evaluacién histoldgica, grosor de las secciones, numero de

secciones e intervalos entre secciones histoldgicas o cantidad de secciones examinadas.

Entre los factores relacionados con el cribado se incluyen el tipo de tincion o
inmunohistoquimica de rutina utilizada, el tamafio de la secciéon de tejido evaluada y los
factores de tipo humano (dificilmente cuantificables, como la fatiga, la carga de trabajo, la

distraccién o la habilidad).

Con secciones de aproximadamente 2 mm de grosor, existen pocas posibilidades de
no localizar macrometastasis cuando se estudia sélo una seccién de la superficie del bloque,
aunque puede ser que la dimensién maxima de la macrometastasis no quede reflejada en
la seccion. Sin embargo, un estudio fidedigno de células aisladas en un ganglio, resultaria
costo-efectivo inviable, ya que requeriria aproximadamente 200 IHQ por ganglio (Weaver,

2003).

La deteccion de micrometastasis depende de su tamafio y frecuencia, del azar
estadistico, del nimero de niveles adicionales examinados y del intervalo entre niveles

(Weaver, 2005).

Aproximadamente un 25% de los ganglios negativos clinicamente (NO), tendran
metastasis detectadas mediante examen rutinario histopatoldgico. Esta proporcion aumenta

al 27-28% cuando se estudia el ganglio centinela y se realiza H&E sobre cortes finos.
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Cuando se realizan mas cortes y se utiliza la IHQ, las metastasis pueden ser localizadas en
un 10% mas de los casos. El porcentaje global de positividad es aproximadamente del 40%

(Krag & Weaver, 2002).

El riesgo de enfermedad residual en el resto de la axila es proporcional al tamafio
de la metastasis detectada en el ganglio centinela. Un ganglio negativo comporta un riesgo
que equivale a la tasa de falsos negativos, (3-10%), dependiendo de los estudios. Las ITCs,
conlleva un riesgo del 12-14%, las micrometastasis del 20-35% Yy las macrometastasis del

50% (McCready et al., 2004; Viale et al., 2001).

El tamafio de cualquier metastasis oculta en un bloque de parafina, es directamente
proporcional al grosor del bloque que queda por examinar, los intervalos entre secciones

determinan el tamafio de cualquier metastasis no detectada (Figura 5)(Weaver, 2005).

El uso de la IHQ aumenta la deteccion de pequefios depositos, su funcion principal
es confirmar la sospecha de malignidad al aumentar la sensibilidad de deteccion, también
es Util para diferenciar células névicas benignas de la capsula del ganglio, de inclusiones
malignas (Gadaleanu & Muresan, 1984). Posibles errores en el uso de la IHQ, incluyen
inclusiones benignas epiteliales poco frecuentes (Maiorano et al., 2003), tincién positiva por
parte de las células dendriticas reticulares, falsos positivos producidos por la tincion de
macréfagos (no se deberian confundir con células tumorales aisladas, nunca), artefactos
provocados por precipitacion no asociados a ninguna estructura bioldgica, etc. (Cserni,

2006).

En ocasiones el tamafio potencial de metastasis ocultas en el tejido no examinado

podria superar el tamano de las micrometastasis detectadas por IHQ.
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Figura 5: Algunos patrones de error en la identificacion de micrometastasis utilizando
diferentes estrategias de corte.

A, C-F Secciones transversales de 2 mm de grosor que contienen la mitad de un ganglio. Las
lineas indican donde la seccion de tejido se monta sobre la superficie del porta. A. Seccion
Unica de la superficie del bloque de parafina, identifica un cluster de células tumorales, pero
pierde una micrometastasis que se haya a mas profundidad. B, Laminilla que resulta de montar
la seccion (A). C, tres niveles separados por 200 um, esta estrategia que explota la superficie
del blogue, mientras que los niveles mas profundos quedan sin explorar. El tamafio de la
micrometastasis mayor es igual al grosor del bloque no examinado (doble-flecha). D, 2 niveles
separados por 1 mm, aunque solo se examinan 2 secciones la pérdida de informacion es menor
que el caso C. E. 4 niveles separados por 0.5 mm. F. Mlltiples niveles separados por 0.2 mm a
través del bloque. Es una estrategia disefiada para detectar todas las metastasis>0.2 mm. Las
ITCs podrian ser detectadas o perdidas por cuestion de azar.
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4.2. DIAGNOSTICO MOLECULAR

La técnica de la PCR (Reaccion en cadena de la Polimerasa) creada en 1983 por Kary
Mullis, es la herramienta reciente de mayor impacto en el campo de la biologia molecular. Ha
influenciado todos los aspectos de la investigacion médica tanto en su vertiente basica como
aplicada, desde los estudios de regulacion génica hasta el diagndstico de enfermedades
infecciosas, neoplasias, o enfermedades de tipo hereditario (Ma, 1995). En los ultimos afios se
ha aplicado las técnicas de biologia molecular en la deteccién ganglionar de micrometastasis.
La técnica de la RT-PCR ha demostrado ser una técnica mas sensible y coste-efectiva que los
cortes seriados y la inmunohistoquimica. La sensibilidad de la técnica inmunohistoquimica, le
permite detectar una célula tumoral entre 10* a 10° células normales de médula dsea (Ellis et
al., 1989; Osborne et al., 1991), mientras que la técnica de la RT-PCR, demuestra una
sensibilidad superior, al ser capaz de detectar una célula tumoral entre 10° células normales

mononucleares de sangre periférica (Schoenfeld et al., 1996).

Los inconvenientes principales del analisis mediante RT-PCR convencional es que el
analisis del resultado sobre el producto final depende del nimero de ciclos de amplificacion y se

pueden producir falsos positivos (Bostick et al., 1998a), influenciados por:

1. Transcripcion ilegitima (bajo nivel de transcripcion). La transcripcion
génica se considera un proceso bajo control estricto, en el que sélo los genes
requeridos por las células o tejidos se expresan. Se ha comprobado que genes
especificos de determinados tejidos, se pueden expresar de forma no especifica,
este tipo de expresion ectopica, se denomina Jegitima, y produce a nivel basal la
transcripcion debido a la presencia de factores de transcripcion ubicuos y/o el
balance neto de factores reguladores (Chelly et al., 1989). Ademas se ha sugerido
que en eucariotas superiores el inicio de la transcripcion ocurre con poca frecuencia
y el proceso esta regulado de forma probabilistica, permitiendo la expresion de

cualquier gen de forma variable (Hume, 2000).
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2. Contaminacion. Por contaminacion de células durante la obtencion de

las muestras (Zippelius et al., 1997).

3. Pseudogenes. Se tratan de copias de un gen que carecen
normalmente de intrones y de otras secuencias de ADN esenciales para su funcion;
los pseudogenes, aunque son genéticamente similares al gen funcional original, no
se expresan y frecuentemente contienen numerosas mutaciones. De modo que al
amplificar un gen mediante PCR se puede amplificar simultaneamente un

pseudogén (Ruud et al., 1999).

Desde las primeras aplicaciones de la PCR en el estudio de micrometastasis en ganglios
de pacientes afectados de cancer de mama o en el estudio de enfermedad minima residual en
pacientes de leucemia mieloide crdénica (LMC), surgio la necesidad de transformar la técnica de
caracteristicas cualitativas, en cuantitativa con la intencion de correlacionar la carga tumoral
con la técnica inmunohistoquimica. En el caso del seguimiento de pacientes con LMC, la
cuantificacion permitia evaluar la evolucion del paciente y la respuesta al tratamiento. Mediante
la técnica cuantitativa se podria establecer un limite de expresidn que podriamos considerar

minimo, transcripcion ilegitima sin caracteristicas diagnosticas.

4.2.1. RT-PCR Real-Time

El Northern Blot, es un método clasico que podria considerarse el go/d standard para la
cuantificacion de un mRNA especifico, pero no resulta util en la practica clinica ya que se
necesita una gran cantidad de mRNA y de tiempo. Con el desarrollo de la PCR se intentaron
otras aproximaciones que resultaran mas practicas, como la RT-PCR competitiva, pero también
resultaba técnicamente laboriosa, requeria la construccion de un standard competidor y podia
acumular errores, debido al gran nimero de manipulaciones que implicaba (Freeman et al.,

1999).

Una de las principales limitaciones de la RT-PCR estandar, es que generaba la misma

cantidad de producto final partiendo de cantidades muy diferentes de acido nucleico, ya que el
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resultado se realiza sobre la fase de saturacién. Esta limitacion fue resuelta por Higuchi en

1992, con el desarrollo de la PCR en tiempo real (Higuchi et al., 1992).

Se trata de termocicladores que monitorizan la reaccion mediante el uso de agentes
intercalantes fluorocromos o sondas que se incorporan a medida que el producto amplificado se
genera, lo que permite analizar la reaccion durante la fase exponencial, cuando los reactivos
estan en exceso y no se han producido productos inhibidores de la reaccion. El hecho de
monotorizar la cinética de la reaccion permite obviar el analisis sobre el producto final,
disminuye el tiempo de reaccion y evita la manipulacion de agentes toxicos como la acrilamida

o el bromuro de etidio.

4.2.2. MONITORIZACION DE LA PCR REAL-TIME

La PCR ReatTime, precisa un marcador fluorescente (Tabla 2) que se una al producto
amplificado en cada ciclo y que sea un registro de la cantidad formada. En los primeros ciclos,
la sefial emitida es débil y no se distingue del fondo. A medida que se va sintetizando nuevo
producto, la sefial alcanza un crecimiento exponencial, llegando a saturarse. Los motivos de
saturacion de la reaccién son varios el agotamiento de algin reactivo esencial como los
primers, los dNTPs, el fluorocrémo o la polimerasa. La informacion que suministra el punto final
de la reaccién no nos revela la cantidad inicial de cDNA de partida. Las diferencias en las
concentraciones iniciales de partida quedan reflejadas al comparar el nimero de ciclos que
requiere la reaccién para alcanzar un nivel de fluorescencia significativo, umbral (threshold
level). El nimero de ciclos necesarios para superar dicho umbral se denomina Ct o CP

(threshold cycle o crossing point, respectivamente) dependiendo de la plataforma.

Los diferentes softwares que incorporan los termocicladores poseen distintos
algoritmos para calcular el umbral, y en algunos esta observacion puede ser realizada

manualmente. Los métodos mas frecuentes y fiables para calcular los Cts o CPs, son:

1. Método de Regresion de Ajuste de Puntos (Fit Points) y Método del
Ciclo Umbral (7reshold). Determinan el CP a un nivel de fluorescencia constante.

Este método asume que todas las muestras tienen la misma cantidad de cDNA a un
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nivel de fluorescencia umbral. En el método de los Fit Points, el usuario ajusta la
curva exponencial de una muestra a una recta (Figura 6). Permite localizar el nivel
umbral en la fase exponencial y reduce inexactitudes leves al agregar datos a partir
de varios puntos. Se obtiene al dibujar una linea paralela al eje de las x en la regién
de la curva donde la fluorescencia se ajusta a una recta de regresion logaritmica. Es
dependiente del usuario, le obliga a marcar una barrera que excluya los puntos no
informativos de la fluorescencia de fondo. La interseccion de la recta de regresion
con la linea de fondo nos da el valor de CP. Estos métodos son muy fiables, pero
poseen la desventaja de que no son facilmente automatizables, y necesitan la
interaccion del usuario. Un problema adicional, es que se asume una fluorecencia
de fondo constante para todas las muestras dentro de un mismo experimento, con
objeto de reflejar las diferencias entre muestras se desarrollan otros algoritmos,

como el método de la segunda derivada.
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Figura 6: Método de Regresion de Ajuste de Puntos (Fit Points). Ajuste de las curvas
exponenciales a una recta (umbral).

2. Método de la Segunda Derivada. Elimina la interaccion del usuario
durante la seleccion del umbral y la sustraccion de la linea de fondo. Es el maximo
de la segunda derivada de la curva de intensidad de fluorescencia, o sea
corresponde al punto de la fase exponencial donde la intensidad de la fluorescencia
crece al ritmo mas rapido (Figura 7). Este incremento o aceleracion de la sefial de
fluorescencia disminuye cuando la reaccion entra en la fase de saturacion o
plateau. El ciclo donde la 22 derivada es maxima, estd localizado en la regién

central de la recta de regresion logaritmica. Las cinéticas de fluorescencia para
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cada una de las muestras es diferente. Las diferentes curvas exhiben cinéticas
variables, con una fluorescencia de fondo (12 fase), un crecimiento lineal y
exponencial (22 y 32 fase), y finalmente valores de saturacion (4@ fase). El ciclo
donde la aceleracion de la sefial de fluorescencia es maxima es siempre entre la

fase 2 y la 3, y decrece a partir de ésta Ultima.
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Figura 7: Método de la Segunda Derivada.
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4.2.3. AGENTES INTERCALANTES

Los agentes intercalantes, son fluorocromos que se unen a la doble cadena del
producto amplificado, emitiendo fluorescencia. El agente intercalante mas utilizado con los
termocicladores Real-Time es el Sybr Green, se cree que se une al surco menor de la doble
cadena de DNA. La principal ventaja es que resulta facil optimizar las reacciones con Sybr
Green y es mas econdmico que las sondas. El inconveniente es que se une a dimeros de
primers o productos inespecificos de la reaccion. Esto requiere adoptar precauciones especiales.
Por tanto, la mayoria de los protocolos que usan esta aproximacion requieren una analisis de
"curva de melting', con el fin de identificar el producto amplificado que ha sido detectado, ya

que las curvas de melting son un reflejo de la Tm (temperatura de melting).

La Tm es caracteristica del producto amplificado, ya que depende de su composicion,
exhibiendo los dimeros de primers curvas de mefting con Tms mucho mas bajas que el
producto amplificado. Por lo que se puede programar la adquisicion de fluorescencia a una
determinada temperatura, que no coincida con la temperatura de melting de los productos

inespecificos (Figura 8).
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Figura 8 Curvas de melting caracteristicas del producto amplificado y de la formacién de
dimeros de primers.
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4.2.4. SONDAS DE HIBRIDACION ESPECIFICAS

Son sondas marcadas con dos tipos de fluorocromos, un donante y un aceptor. El
proceso se basa en la transferencia de energia fluorescente mediante resonancia entre dos
moléculas. Las sondas son secuencias complementarias a una region del producto que se desea

amplificar, las sondas utilizadas con mayor frecuencia son las siguientes:

e Sondas 7agman (Sondas de Hidrdlisis)

e Molecular Beacons

e Sondas FRET (Sondas de Hibridacién)

En las sondas 7agMan, la sonda presenta un fluorocromo unido en el extremo 5’ 6
reporter (FAM™, TET™ o VIC™) y otro unido en el extremo 3’ 6 guencher (TAMRA™). Durante
el proceso de desnaturalizacion la sonda no se une a la diana, cuando se alcaza las
temperaturas de hibridacion, los primersy la sonda se unen a las secuencias complementarias
en el DNA, la fluorescencia emitida por el reporter es absorbida por el guencher mediante un
proceso conocido como energia de transferencia de Forster (Forster, 1948). La sintesis de DNA
produce un desplazamiento e hidrolisis de la sonda por parte de la polimerasa, lo que produce
que el reporter emita una senal fluorescente que no es captada por el guencher, y por lo tanto

es registrada por el termociclador.

La separacion de la sonda del DNA posibilita que el proceso de extension del primer
continde hasta el final. Este proceso se repite en cada ciclo de la PCR, dando lugar a un
incremento en la intensidad de la fluorescencia proporcional a la cantidad de producto

generado.

Otro tipo de sondas TagMan lo constituyen las sondas TagMan MGB. A diferencia de las
sondas convencionales, éstas presentan un segundo guencher no fluorescente en el extremo 3’
e incorporan ademas en este mismo extremo un grupo MGB (Minor Groove Binder). La funcion
de este grupo es aumentar la temperatura de fusion (Tm) de la sonda, permitiendo asi el

empleo de sondas cortas. Son menos caras de producir, y tienen menor fluorescencia de fondo.
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Los Molecular Beacons son sondas que forman una estructura secundaria en forma de
horquilla, que presentan en los dos extremos de los brazos, el guencher en el extremo 3’y el
reporter en el 5°. Cuando la sonda no esta hibridada, la estructura de horquilla, mantiene el
reporter y el guencher, proximos, lo que evita la emision de fluorescencia. Cuando la sonda

hibrida, la estructura se abre y la sefal fluorescente se emite.

En las sondas FRET, el sistema consiste en dos sondas que se unen a secuencias
proximas en el DNA, una de ellas lleva un donante de fluoresceina en el extremo 3’y la otra un
fluoroforo aceptor en el extremo 5, cuando las sondas estan hibridadas, la proximidad del
donante y del receptor provoca transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET), y

se emite luz fluorescente roja.

Ademas de los tipos mencionados anteriormente, existen otros tipos de sondas que se
utilizan menos frecuentemente: Escorpiones, Primers Sunrise ™y Primers fluorogénicos LUX ™.
Los principales agentes intercalantes y tipos de sondas quedan recogidos en la siguiente tabla

(Tabla 2).
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Tabla 2: Principales tipos de agentes intercalantes y sondas utilizados en la Rea/ Time PCR.

QUIMICA VENTAJAS INCONVENIENTES
Utilidad en reacciones Deteccidn de amplificacion
simples, no especifica.

SYBR GREEN

T

yr

MOLECULAR BEACONS

SONDAS FRET

Herramienta esencial
para la optimizacion de
parejas de  primers
cuando se utiliza
combinado con el anélisis
por curvas de mefting.

Detecta sdlo
amplificado
especificamente.

producto

Utiliza protocolos
estandar de PCR.

La hibridacion e hidrélisis
no interfieren con la

acumulacién del
producto.
Puede facilmente

detectar diferencias en
un solo nucledtido.

MNecesita hibridar
completamente con la
diana para liberar la
sefial.

Puede  utilizarse  en
ensayos no basados en la
amplificacion por PCR.

Alto grado de
especificidad.

Flexibilidad en el disefio
de sondas.

Fluorescencia  reversible
permite la generacidn de
curvas de mefiing.

Requiere que se generen
sondas especificas para
cada diana.

Mo puede existir G en el
extremo 5 (bloquea la
hidrdlisis).

Requiere optimizacion vy
disefio estricto de la sonda.

Requiere protocolos
precisos de
desnaturalizacidn para

evitar interferencias con la
hibridacidn.

Requiere estricta
optimizacion del disefio de
las sondas.

Mas caro que ofros

métodos.

Biocompare, The Buyer’s Guide for Life Scientist. Toals and Technologies for Real-Time PCR
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4.2.5. CUANTIFICACION RELATIVA

Existen dos aproximaciones a la cuantificacion mediante plataformas Rea/-Time, la
cuantificacion absoluta o relativa. La cuantificacion absoluta requiere utilizar una serie de
diluciones de estandares de concentracion conocida para generar una recta patron. La
generacion de un estandar, DNA o RNA recombiante, es laborioso y necesita ser cuantificado

con precision.

La cuantificacion relativa determina los cambios en los niveles de mRNA de un gen vy los
expresa con relacion a los niveles de un control interno de RNA. Este gen de referencia,
housekeeping, puede ser coamplificado en el mismo tubo (reaccion multiplex) o no. La
cuantificacion relativa no requiere la fabricacion de un estandar de concentracidon conocida y es

una manera adecuada de estudiar los cambios fisiol6gicos en los niveles de expresion génica.

Para calcular los niveles de expresion normalizados de un gen determinado se han
propuesto diferentes modelos matematicos, existen modelos que tienen en cuenta la eficiencia

de la PCR y otros que no anaden este factor de correccion.

Para obtener resultados precisos y reproducibles, seria deseable que la reaccion tuviera
una eficiencia préxima al 100%. Con esta eficiencia se duplica el producto amplificado, durante
la fase exponencial. La eficiencia de la PCR tiene un gran impacto en la precision del calculo de
la expresion y esta influenciada por muchos factores, los que implican el diseno experimental
como: el tamafo del amplicén, el contenido en GC y estructuras secundarias, factores
relacionados con la dinamica de la reaccidn como concentraciones de los reactivos, y otros
factores que implican desde el estado de la muestra al tipo de marcador fluorescente, o tipo de

plataforma Real-time (Figura 9).
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INHIBIDORES DE LA PCR: ACTIVADORES DE LA PCR:
Hemoglobina, Urea, Heparina. DMSO, Glicerol, BSA, Formamida
Componentes organicos o
fenolicos, glucdégeno, lipidos,
Ca2+

EFICIENCIA DE LA REACCION
Real time PCR

A
I oEcrADACION DEL DNA | | concenTrACION DEL DNA |
| FLuorocrowmos | | comPoONENTES DE LA REACCION |

I DEGRADACION DEL TEJIDO I

I HARDWARE: PLATAFORMAS DE PCR I

| PrRODUCTOS INESPECIFICOS DE LA |

N° CICLOS | FunclonamIENTO DEL LABORATORIO |

Figura 9: Principales factores ge influyen en la eficiencia de la reaccion de PCR.

La evaluacion de la eficiencia es un punto fundamental en el procedimiento de
cuantificacion. Una eficiencia de amplificacién constante es un criterio importante para la
comparacion de muestras. En las ocasiones que se emplea la normalizacion con genes
housekeeping, se requiere una eficiencia de amplificacion similar, entre gen diana y standard,
pero este hecho se suele obviar, por lo que se sugiere que se utilicen formulas con este factor
de correccion, ya que pequefas diferencias en las eficiencias de amplificacion del gen de
estudio y del de referencia, generan falsos ratios de expresién. Por ejemplo: una diferencia del
3% entre las eficiencias de ambos genes provoca ratios diferencias en los ratios del 47%, si la
Eestudio<Ereferencias Y d€l 209% i Ecstudio™Ereferenciar d€Spués de 25 ciclos. A medida que aumentan

las diferencias entre E, también aumenta el error en los ratios.

Existen varios métodos para calcular la eficiencia de una reaccién, a continuacion

mencionaremos dos:
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1. Estimacion a través de la pendiente de una recta patrén, via clasica (Figura 10). Se
basa en los valores Ct de una serie de muestras de concentracién conocida, a partir de

las siguientes ecuaciones:

Amplificacion fase exponencial = 10¢/pendiente)

Eficiencia = [10(!/pendiente)]_q

¢ MICROGLOBULINA

WCK 19 EFICIENCIAS DE AMPLIFICACION

30

28

26

300

24 25847
847

22

1,413 '
* B L

18 4 n?s

CP

- 5513

10 T T T T
0 0,5 1 1.5 2 25
LOG cDNA

Yoames = -2,9623x + 25,962 Yewse = -3,397x + 23,701
R?=0,9878 R?=0,9886

Figura 10: Calculo de la eficiencia de la reaccion a partir de la grafica de las rectas patron.

2. Estimacion a través de incrementos en la fluorescencia absoluta (ventana de linealidad)
(Ramakers et al., 2003). Alternativa basada en la linealizacién de la férmula para la

amplificacion durante la fase exponencial.

Nc= Nox E€ —— Log(N¢) = Log(N,) + Log (E€) x C

Nc: medida de fluorescencia
No: cantidad de producto inicial
E: eficiencia

C: nimero de ciclo
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La parte lineal-logaritmica para cada muestra, puede determinarse marcando un limite
superior e inferior, “ventana de linealidad” (Figura 11). Se utiliza la regresiéon lineal, para
calcular la recta que mas se ajusta dentro de los intervalos marcados, la interseccion y la
pendiente de la recta, son Log(Ny) y Log(E ©) respectivamente. La concentracion inicial de
partida surge directamente del valor de interseccion de la recta de regresién (N, =10 nersecciony,
y estd expresada en términos de fluorescencia. La eficiencia de cada muestra (E = 10 Pendiente),
se puede utilizar para comprobar la calidad de las muestras, y excluir aquellas que no son

idoneas.
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Figura 11: Calculo de la eficiencia individual de una muestra, utilizando la regresion lineal.

4.2.6. NORMALIZACION

La normalizacion de los datos introduciendo un control enddgeno, tienen como objetivo
corregir las variaciones en la eficiencia de la reaccidon entre muestras y los errores en la

cuantificacion de la muestra individual.

Los errores especificos en la Real-Time RT-PCR en la cuantificacion de mRNAs se
correlacionan con cualquier variacion entre las muestras, en la cantidad y calidad del material
de partida, variaciones en la integridad del RNA, en la eficiencia de la RT y en variaciones en la
carga de cDNA. La normalizacion se utiliza para compensar las variaciones intra e intercinéticas
de la RT-PCR (variaciones entre muestras y variaciones entre experimentos). La normalizacion

se puede llevar a cabo frente a un gen control, no regulado o bien frente al contenido total de
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RNA de la célula. La normalizacion frente al contenido total de RNA, es un método poco fiable.
Requiere una cuantificacién muy precisa mediante espectofotdmetro, Agilent Bioanalyser o
RiboGreen RNA Quantification Kit. También se ha sugerido la normalizacion a través del

contenido en rRNA, pero parece ser que estudios posteriores ponen en duda su utilidad.

Para normalizar los valores mediante un gen de referencia, se requiere analizar todas
las muestras respecto al gen control de eleccion y calcular la abundancia relativa de dicho gen
control y del gen objetivo del estudio. Para cada muestra la abundancia relativa del gen diana
queda normalizada al ser dividido por la abundancia del gen control y los valores normalizados

de las diferentes muestras pueden ser comparados.

Una cuestion no resuelta es équé gen de referencia resulta adecuado para cada diseno

experimental y tejido estudiado?

Idealmente las condiciones experimentales no deberian influir en la expresion de los
genes control. Existen varios genes housekeeping, que se han utilizado para validar estudios de
PCR: histona 3.3, pB-actina, P2-microglobulina, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), RNA ribosomal 18S, bcr, abl y porfobilindgeno deaminasa (PBGD), entre otros. Se ha
comprobado que algunos de ellos poseen varios pseudogenes procesados, el tamafio
amplificado del producto de cDNA o del pseudogen puede ser el mismo. Ademas, en algunos,
los niveles de expresion son muy elevados, por lo que incluso pueden dar una fuerte sefial de
amplificacion partiendo de pequefas cantidades, y en el caso de normalizar genes que se
expresan a muy bajo nivel, inducir a error. En otras ocasiones el gen control muestra
sobreexpresion en las muestras tumorales frente al componente normal o en otros casos

dependiendo de las condiciones experimentales de del tipo de muestra existe variabilidad.
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II. MATERIALES Y METODOS

En marzo de 1998, dentro de la UFM (ICO) y el HUB (Hospital Universitari de Bellvitge)

se inici6 la técnica del ganglio centinela, a través del ganglio centinela de estudio.

La curva de aprendizaje durante el periodo comprendido entre 1998 y 2001 con 284
casos, permitid establecer la tasa de no localizaciones y de falsos negativos de la técnica. En
tumores de tamafio <20mm la tasa de falsos negativos se encontraba en el 4%, mientras que
en tumores de >20mm aumenta al 11%. El porcentaje de no localizacion del ganglio centinela

durante la curva de aprendizaje, oscilo entre el 9 y el 23%.

Entre junio del 2000 y noviembre del 2006, 795 pacientes con cancer de mama, fueron
diagnosticadas en la UFM mediante mamografia, ecografia, PAAF y/o BAG, sin evidencia clinica
de metdstasis axilares, con tumores de baja probabilidad de afectacion ganglionar axilar. Se
consideran pertenecientes a este grupo (seglin protocolo de la institucion afio 2000) a
pacientes con tumores de didmetro maximo inferior a 20 mm; a pacientes con tumores de
diametro maximo inferior a 30 mm de tipo lobulillar infiltrante (excepcion pleomorficos), los
cribiformes infiltrantes, los tumores infiltrantes de grado I, o los de grado II con receptores
hormonales positivos y factor de proliferacion inferior a 10; y de cualquier tamafo los tipos

histoldgicos como el carcinoma tubular, coloide, papilar y adenoide quistico.

En la tabla siguiente se recogen las caracteristicas anteriormente mencionadas (Tabla

3).
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Tabla 3: Tamaiios y tipos histolégicos de los tumores infiltrantes con baja probabilidad de
afectacion ganglionar.

TUMORES CON BAJA PROBABILIDAD DE AFECTACION GANGLIONAR

Tumor < 20 mm (T1 NO)

Tumor <30 mm

. Lobulillar infiltrante (excepcidn variante pleomérfica)
o Cribriforme infiltrante

o Carcinoma grado I

. Carcinoma grado II, RE+, RP+ y Ki67 < 10%

Histologia de bajo potencial de malignidad (cualquier tamaiio)

. Carcinoma tubular
. Carcinoma coloide
o Carcinoma papilar
. Carcinoma adenoide quistico

Las pacientes fueron operadas en el Hospital Universitario de Bellvitge (HUB). Se realiz6
tumorectomia y ganglio centinela. Se utilizd nanocoloide de albimina marcado con 3 mCi
(111MBq) de 99mTc (SOLCO®NANOCOLL, Amersham-Health) suministrado mediante
administracion peritumoral. La adquisicion gammagrafica de imagenes se realizo entre los 90 y
120 minutos de la inyeccion del radiofarmaco. Se utilizd una gammacamara SMV DSX equipada
con un colimador. El tiempo de adquisicién fue de 300 segundos/imagen. Se considerd como
GC la presencia de uno o varios depositos de radiotrazador localizados en la region del drenaje
linfatico tumoral. En las pacientes con tumor palpable la deteccién quirtrgica del GC tuvo lugar
entre las 18-24 h de la deteccion gammagrafica. En las pacientes con tumor no palpable, se
realizd a las 4 h de la linfogammagrafia. Una vez finalizada la tumorectomia, se procedio a la

localizacién y biopsia del GC.

La serie incluye pacientes con tumores que no cumplen las condiciones mencionadas

anteriormente:

e Pacientes con linfadenectomia posterior (como parte de la curva de

aprendizaje)
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¢ Pacientes con sospecha citoldgica de “atipias” sobre las que se realizo la técnica
del ganglio centinela en prevision de malignidad en el diagndstico definitivo

(grupo control negativo).

e Carcinomas in situ y microinvasivos, 87 casos.

Las principales contraindicaciones, en el momento del estudio eran las siguientes:

e Cirugia previa que halla podido modificar el drenaje natural del tumor

(tumorectomia previa, cirugia reductora...etc.).

e Multifocalidad extensa del tumor que supera un cuadrante.

o Cirugia axilar previa.

e Radioterapia previa.
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1. DETERMINACION DE FACTORES DE PRONOSTICO BIOLOGICOS

Los factores de prondstico y de prediccién de respuesta que se estudiaron fueron los
siguientes: tipo histoldgico, tamafio tumoral, estado axilar, grado histoldgico, receptores

hormonales (RE y RP), factor de proliferacion nuclear (Ki67) y HER2.

Algunas consideraciones a tener en cuenta en la valoracion de dichos factores son las

siguientes:

A. TIPOS HISTOLOGICOS

Los tipos histoldgicos estudiados se agruparon de la siguiente manera:

1. CARCINOMAS INFILTRANTES
1.1. MEDULAR

1.2.  COLOIDE

1.3. MICROPAPILAR

1.4. TUBULAR

1.5. LOBULILLAR

1.5.1. LOBULILLAR PLEOMORFICO

1.6. DUCTAL

1.6.1. DUCTALES INFILTRANTES NOS

1.6.2. TIPOS DE BAJA INCIDENCIA

1.6.2.1. CRIBIFORME

1.6.2.2. PAPILAR
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1.6.2.3. DUCTAL-PAPILAR

2. CARCINOMAS IN SITU Y MICROINVASIVOS
2.1. CARCINOMA DUCTAL IN SITU (DCIS)

2.2. CARCINOMA MICROINFILTRANTE (MIC)

2.3. CARCINOMA LOBULILLAR IN SITU (LCIS)

2.4.  CARCINOMA PAPILAR INTRAQUISTICO

3. LESIONES BENIGNAS CON SOSPECHA CITOLOGICA DE “ATIPIAS”
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B. VALORACION GRADO HISTOLOGICO

Para determinar el grado histoldgico de los tumores primarios, se utilizo el sistema de
evaluacion de Nottingham, modificacion del sistema Bloom-Richardson, que tiene en cuenta el
porcentaje de estructuras tubulares en el tumor, la variabilidad en la morfologia nuclear y el
numero de mitosis. Las puntuaciones que se dan a cada uno de los criterios anteriores, se

resumen en la tabla siguiente (Tabla 4).

Tabla 4: Criterios de evaluacion del grado histologico tumoral (Sistema de evaluacion de
Nottingham).

FORMACION TUBULOS PUNTUACION
> 75% 1
10-75% 2
Menos de 10% 3

PLEOMORFISMO NUCLEAR

Nucleos pequefios y uniformes 1
Variabiliadad moderada en forma y tamaifio nuclear 2
Nucleos grandes e irregulares 3

NUMERO DE MITOSIS

0-5 1
6-10 2
>11 3

El resultado de la suma de las puntuaciones determina el grado tumoral histoldgico, de
esta forma se considera grado 1, si suma de 3 a 5 puntos, grado 2 si suma de 6 a 8 puntos y

grado 3, mas de 8.

C. VALORACION RECEPTORES HORMONALES

El criterio para evaluar el resultado de la técnica inmunohistoquimica de la expresion de
los receptor hormonales (RE y RP), fue el de valorar las areas con maxima expresion y

considerar como positiva la tincién en mas del 10% de los nucleos tumorales.
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D. VALORACION K167

El criterio para evaluar el resultado de la técnica inmunohistoquimica del Ki67, fue el de
mirar en las areas de mayor actividad proliferativa el porcentaje de nlcleos que expresaban
dicho factor. Hemos considerado como alta proliferacion, la tincion en mas del 25% de los

nucleos tumorales.

E. VALORACION HER2-neu

El estado del HER2 fue detectado mediante inmunohistoquimica e hibridacion in situ

(FISH o CISH) de acuerdo con el algoritmo de la institucion (Falo et al., 2003).

La sobreexpresion fue determinada mediante IHQ con un anticuerpo monoclonal CB11
(Novocastra) y un anticuerpo policlonal (Dako). En el caso de IHQ con anticuerpo monoclonal,
los casos se clasificaron como positivos si mas del 10% de las células tumorales mostraban
tincion completa de la membrana sin background citoplasmatico. En el caso de IHQ mediante
anticuerpo policlonal se evalué la intensidad y el patrén de tincion de la membrana, con una
puntuacién entre 0 y 3+. Los valores 0 y 1+ corresponden a sobreexpresion negativa de HER2,
el valor 2+ se considera positivo débil y el valor 3+ se considera sobreexpresion de HER2

(FISH/CISH, Oncor-Ventana/Zymed).

Los casos que no mostraban concordancia, entre los resultados IHQ de ambos tipos de
anticuerpos se sometieron a hibridacion /n situ, para determinar el estado de amplificacion del
HER2. Se evaluaron 50 nucleos por muestra, y se consideré amplificacion, cuando la media del
numero de senales por nlcleo superaba 5. En los casos en que el nimero de copias es bajo se
utilizd la hibridacion in situ del centromero del cromosoma 17, para descartar aneuploidias

(Tabla 5).
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Tabla 5: Criterios de evaluacion del estado del HER2 mediante hibridacion in situ.

Evaluacion del estatus del gen HER2-neu por FISH/CISH.

Amplificacion >10 copias del gen presentes por nicleo en >50% células
tumorales.

Baja Amplificacion 6-10 copias del gen presente por nicleo en >50% células
tumorales.

Ausencia de Amplificacion 1-5 copias del gen presentes por nucleo en >50% células
tumorales.

La presencia de bajo nimero de copias del gen por nlcleo se puede deber a polisomia
del cromosoma. Utilizamos la correccion del nimero de copias del HER2 respecto al nimero de

copias del centrdmero en los casos de baja amplificacion (Tabla 6).

Tabla 6: Correccion del nimero de copias del HER2 en el caso de baja amplificacion.

HER2 HER2/CENTR()MERO 17
Amplificacion >5 > 2
Ausencia de Amplificacion 2-5 0.8-2

F. PERMEACION VASCULAR

Para determinar la presencia de permeacion vascular, se examinaron los vasos

peritumorales en busca de células neoplasicas.
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2. DEFINICIONES DEL TNM EN EL CANCER DE MAMA

Los tumores primarios se estadificaron en funcién de su tamafio -T- (Tabla 7) y del

estado axilar —N-(Tabla 8) segun la clasificacion TNM (2003).

TUMOR PRIMARIO

Tabla 7: Estadificacion anatomopatoldgica “pT” (TUMORAL).

pT
pTX TUMOR PRIMARIO QUE NO PUEDE SER EVALUADO
pTO SIN EVIDENCIA DE TUMOR PRIMARIO
. CARCINOMA IN SITU, CARCINOMA DUCTAL IN SITU, CARCINOMA LOBULILLAR
pTis IN SITU, O ENFERMEDAD DE PAGET DEL PEZON SIN TUMOR ASOCIADO.
pT1 TUMOR DE 2,0CM O MENOS EN LA MAYOR DIMENSION

pTimic MICROINVASION 0,1CM O MENOS EN LA MAYOR DIMENSION

pTla TUMOR DE MAS DE 0,1CM PERO NO MAS DE 0,5CM EN LA MAYOR DIMENSION
pT1b TUMOR DE MAS DE 0,5CM PERO NO MAS DE 1,0CM EN LA MAYOR DIMENSION
pTic TUMOR DE MAS DE 1,0CM PERO NO MAS DE 2,0CM EN LA MAYOR DIMENSION
pT2 TUMOR DE MAS DE 2,0CM PERO NO MAS DE 5,0CM EN LA MAYOR DIMENSION
pT3 TUMOR DE MAS DE 5,0CM EN LA MAYOR DIMENSION

TUMOR DE CUALQUIER MEDIDA CON EXTENSION DIRECTA A: PARED TORACICA

pT4 O PIEL.
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ESTADO AXILAR

Tabla 8: Estadificaciona anatomopatoldgica “pN” (GANGLIONAR).

pN
pNX

pNO

pNO(i-)

pNO(i+)

pNO(mol-)

pNO(mol+)

pN1imi

pN1la

pN1b

pNic

pN2a

pN2b

pN3a

pN3b

pN3c

GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES QUE NO PUEDAN SER EVALUADOS

SIN METASTASIS EN LOS GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES POR
HISTOLOGIA, SIN EXAMEN ADICIONAL POR CELULAS TUMORALES
AISLADAS

SIN METASTASIS EN LOS GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES POR
HISTOLOGIA, INMUNOHISTOQUIMICA NEGATIVA

POSITIVOS MEDIANTE TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS O CELULAS
TUMORALES AISLADAS O CLUSTERS QUE NO SUPERAN LOS 0,2 MM

SIN METASTASIS EN LOS GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES POR
HISTOLOGIA, HALLAZGOS MOLECULARES NEGATIVOS (RT-PCR)

SIN META,STASIS EN LOS GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES POR
HISTOLOGIA, HALLAZGOS MOLECULARES POSITIVOS (RT-PCR)

MICROMETASTASIS DE TAMANO COMPRENDIDO ENTRE 0,2 Y 2 MM

METASTASIS EN 1-3 GANGLIOS AXILARES, ALGUNA DE ELLAS DE TAMANO
MAYOR A LOS 2 MM

MICROMETASTASIS EN GANGLIO DE MAMARIA INTERNA

METASTASIS EN 1-3 GANGLIOS AXILARES Y MICROMETASTASIS EN
GANGLIO DE MAMARIA INTERNA

METASTASIS EN 4-9 GANGLIOS AXILARES ALGUNA DE ELLAS DE TAMANO
MAYOR A LOS 2 MM

ME,TASTASIS EN GANGLIO(S) DE MAMARIA INTERNA DETECTADA
CLINICAMENTE EN AUSENCIA DE GANGLIOS AXILARES AFECTADOS

METASNTASIS EN 10 O MAS GANGLIOS AXILARES (ALGUNA DE ELLAS DE
TAMANO MAYOR A LOS 2 MM) O METASTASIS EN GANGLIOS
INFRACLAVICULARES

ME:I'ASTASIS EN GANGLIO(S) DE MAMARIA INTERNA DETECTADA
CLINICAMENTE EN PRESENCIA DE GANGLIO(S) AXILARES AFECTADOS, O
METASTASIS EN MAS DE 3 GANGLIOS AXILARES Y MICROMETASTASIS EN
GANGLIOS DE MAMARIA INTERNA DETECTADOS POR GC, PERO NO
CLINICAMENTE

METASTASIS EN GANGLIO(S) SUPRACLAVICULAR(ES)




Material y Métodos

3. CLASIFICACION MOLECULAR DE LOS TUMORES.

Los tumores se agruparon para su estudio en funcion de la expresién de RE, RP y
HER2, clasificamos los tumores infiltrantes como tipo luminal (RE+, RP+, HER2-), triple
negativo (RE-, RP-, y HER2-) y HER2 positivo (HER2+).

4. CLASIFICACION DE St. GALLEN EN GRUPOS DE RIESGO.

Los tumores se agruparon para su estudio segun la clasificacion de St. Gallen en
grupos de riesgo de recidiva, de la siguiente manera: tumores de bajo riesgo (tumores de
tamafio inferior o igual a 10 mm, de grado 1 0 2, y con RE+ y/o RP+), tumores de riesgo medio
(tumores de entre 10-20 mm, de grado 1 o 2, y con RE+ y/o RP+) y tumores de riesgo alto
(tumores de mas de 20 mm, o de grado 3, o con ambos receptores hormonales negativos)

(Tabla 9).

Tabla 9: Criterios utilizados en la clasificacion en grupos de riesgo segun St. Gallen.

RIESGO BAJO RIESGO MEDIO RIESGO ALTO

TAMANO <10 mmy 10-20 mm y > 20 mm o
GRADO Iolly Iolly III o
RECEPTORES + (RE y/o RP) + (RE y/o RP) - (RE y RP)

5. TOMA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Se recogieron las muestras de tumor y ganglios centinelas durante la cirugia, en los
quirofanos del HUB. Cada ganglio centinela fue seccionado en dos mitades, una de las mitades
se destind al estudio histoldgico siendo fijado en formol al 10%. La otra mitad se congel6 en

nitrégeno liquido para proceder posteriormente a la extraccién de RNA.

El marcador utilizado para la detecciébn de micrometastasis fue la citoqueratina 19

(KRT19), por inmunohistoquimica fue el Cam 5.2.

Para el analisis histoldgico del ganglio se evaluaron 5 secciones de 4um de grosor, a

diferentes niveles del ganglio, que fueron estudiadas mediante tincién alterna de hematoxilina-
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eosina e inmunohistoquimica (Cam 5.2), de esta forma se estudio mediante H&E, el nivel 1y 3,

y mediante IHQ, el nivel 2 y 4.

Para la extraccion del RNA se triturd el ganglio en solucidon D utilizando un
homogenizador Ultra-Turrax T25 (IKA-Labortecnik, Staufen, Alemania). El protocolo utilizado es
el método rapido descrito por Gauthier et al. Se realizaron medidas al espectrofotometro a 260

y 280 nm.
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6. TECNICA RT-PCR
6.1. PREPARACION DEL cDNA.

4 ug de RNA total fueron retrotranscritos a cDNA en un volumen final de 20 ul. EI RNA
total junto con 1 pl de oligo dT12-18 (500 ug/ml) (Pharmacia Biotec) y 1 ul de dNTPs 10 mM se
sometid a 5 min. de desnaturalizacion a 65°C y se colocd inmediatamente en hielo. Se afiadid
40 U RNAgurad™ (Pharmacia Biotec), 4 pul de 5X First-Strand Buffer y 2ul de 0.1ul de DTT
(Gibco-BRL), la reaccion se incubd durante 2 min. a 37°C. Se afiadié 200 U de transcriptasa
inversa del virus de la leucemia murina Moloney (MMLV, Gibco-BRL) y se incubd durante 50
min. a 37°C, inactivando la reaccion al calentar a 70°C durante 15 min. Se incluyeron un

control positivo para la expresién de KRT19 y un control negativo sin RNA.

6.2. RT-PCR ESTANDAR.

Para la amplificacion se utilizaron 2 ul de ¢cDNA en un volumen final de 25 ul que
contenia dNTPs a 0.05 mM, 25 pmol de ambos primers (sense y antisense), CL,Mg a 2.5 mM y

1 U de Taq polimerasa (Gibco-BRL).

Las secuencias de los primers y el tamafio del fragmento amplificado se muestran en la
Tabla. Se utilizd la B-actina como control interno de la reaccién. También se incluy6 un control
negativo sin cDNA. Los primers de la KRT19 amplifican una regidén que contiene un intrén en la
secuencia genémica y estan disefados para evitar la amplificacién de los pseudogenes descritos
(Tabla 10) (Schoenfeld et al., 1996). La reaccion se llevo a cabo utilizando los termocicladores
(PTC-100, MJ Research, USA) con el siguiente programa: 5 min. a 92°C, seguido de 35 ciclos

de 30 seg. a 92°C, 60°C y 72°C con un ciclo final de extension de 5 min. a 72°C.

El producto amplificado fue sometido a separacion electroforética en gel de acrilamida

al 9% y tenido con bromuro de etidio. Se tomaron fotografias con una camara Kodak DC-120.
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Tabla 10: Primers utilizados en la RT-PCR.

GEN SECUENCIA 5'-3' TAMANO
KRT19 5'-AGGTGGATTCCGCTCCGGGCA-3' 460 pb
5'-ATCTTCCTGTCCCTCGAGCA-3'
B-ACTINA 5'-CACTGTGTTGGCGTACAGGT-3' 154 pb

5'-TCATCACCATTGGCAATGAG-3'
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7. RT-PCR REAL-TIME

LIGHTCYCLER (ROCHE)

Se utilizd 1 pl de cDNA para su amplificacion mediante el termociclador LightCycler
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), utilizando SYBR GREEN fast start kit (Roche,
Germany) siguiendo las especificaciones del fabricante. Los primers utilizados fueron los
anteriormente descritos por Schroder, estan localizados en 2 exones diferentes y evitan la
amplificacion de los pseudogenes descritos para la KRT19 (Schroder et al.,, 2003). Para
normalizar los niveles de expresidn se utilizd la p2-microglobulina (B2M) como control interno.

Cada reaccion contiene Cl,Mg a 2mM y 0.3 pmol de ambos primers en un volumen final de 20

ul.

Las secuencias de los primers y el tamafio del fragmento amplificado se muestran en la
tabla 11. El programa utilizado fue el siguiente: 10 min. de desnaturalizacion, durante la
amplificacion 40 ciclos de 95°C, 56°C y 72°C durante 3, 15 y 20 seg. con una lectura sencilla de
fluorescencia a 72°C en el caso de la B2M y de 84°C para la KRT19 para evitar lecturas
erroneas debido a la formacion de primers dimers. Finalmente se someten las muestras a un
programa de melting: 95°C durante 15 seg.; 65°C durante 30 seg. y hasta 98°C a una

velocidad de 0.1°C/seg con registro continuo de la fluorescencia.

Se registran los crossing points (CP) de las muestras utilizando el método del maximo
de la segunda derivada, a través del software 4.0 del LightCycler (Roche Diagnostics). Dicho
método calcula automaticamente el punto a partir del cual el aumento en la fluorescencia es
mas rapido y se corresponde con el ciclo a partir del cual se distingue entre la fluorescencia
debido a la amplificacion de la muestra y la debida al background. También se registran las
curvas de melting, la determinacion de la temperatura de melfting del fragmento amplificado
sirve para caracterizar el producto amplificado. El tamaiio de las bandas es comprobado en un

gel de agarosa al 1.5%.
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Tabla 11: Primers utilizados en la RT-PCR Rea/-Time.

GEN SECUENCIA 5'-3' TAMANO Tm

KRT19 5'-ACTACAGCCACTACTACACGAC-3' 148 pb 87 °C

5'-CAGAGCCTGTTCCGTCTCAAAC -3'

B2M 5'-CCAGCAGAATGGAAAGTC-3' 268 pb 84 °C

5'-GATGCTGCTTACATGTCTCG -3'

ABI-PRISM (APPLIED BIOSYSTEMS)

Se utilizd 1 ul de cDNA para su amplificacion mediante el termociclador Applied
Biosystems 7500 (Applied Biosystems, Foster City, U.S.A), utilizando TagMan® Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems) siguiendo las especificaciones del fabricante. Los primers y la
sonda utilizados para la amplificacién de la KRT19, fueron los anteriormente descritos por
Inokuchi, estan localizados en 2 exones diferentes y evitan la amplificacién de los pseudogenes

descritos para la KRT19 (Inokuchi et al., 2003).

Para normalizar los niveles de expresién se utilizd la p2-microglobulina (B2M) como
control interno, se utilizo el ensayo inventariado Hs99999907_m1 (Applied Biosystems),
formado por dos primers no marcados (concentracién final de 900 nM) y una sonda marcada

tipo MGB (concentracion final de 250 nM). Cada reaccion se realizd en un volumen final de 20

ul.

Las secuencias de los primers y el tamafio del fragmento amplificado se muestran en la
tabla 12. El programa utilizado fue el siguiente: 10 min de desnaturalizacion, durante la
amplificacion 40 ciclos de 95°C y 60°C durante 15 y 60 seg. La sonda hibrida especificamente
con una secuencia localizada entre ambos primers, durante el curso de la PCR la actividad
nucleasa de la Taq polimerasa, hidroliza la sefial fluorescente de la sonda, que al ser separado

del guencher emite fluorescencia, que es registrado en cada ciclo. Se establecieron los
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umbrales de fluorescencia. El sistema Applied, utiliza como referencia pasiva para normalizar las

variaciones propias de las oscilaciones en la sefal de fluorescencia, el fluorocromo ROX.

Se registraron los cycle thresholds (Ct) o ciclo de la PCR en el cual la fluorescencia
supera la fluorescencia de fondo. Se establecieron los umbrales basales de fluorescencia en

0,235259 para la B2M y en 0,073520 para la KRT19.

Tabla 12 : Primers y sonda utilizados en la RT-PCR Real-Time plataforma Applied.

GEN SECUENCIA 5'-3' TAMANO

KRT19 5'-GAAGAACCATGAGGAGGAAATCA-3' 129 pb

5'-ACCTCATATTGGCTTCGCATGT -3'

SONDA (FAM)-CGGGCACCGATCTCGCCAAG-(TAMRA)

B2M Hs99999907_m1 (Applied Biosystems) 75 pb

Eficiencia de la amplificacion por PCR Real-time. A partir de una muestra de
ganglio metastasico, se realizo la retrotranscripcion a cDNA a partir de 3 ng de RNA total, en un
volumen total de 20 pl. Se hicieron una serie de cinco diluciones, y se utilizd 1ul cDNA (150,
50, 16, 5 y 2 ng de RNA total retrotranscrito) para la amplificacion mediante LightCycler o

Applied. Se realizd el experimento por triplicado y se registraron los CP o Ct de las muestras.

A partir de las medias de los CP o Ct para cada concentracion se calculd la eficiencia (E)

de amplificacién mediante la férmula E=10¢/pendiente),

Para determinar la cuantificacion relativa de la KRT19 respecto al gen de referencia
B2M, se utilizaron las formulas de las rectas patron generadas por las diluciones anteriores y

sustituyendo los valores por el valor de CP/Ct (Figura 12).
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Figura 12: Eficiencias de amplificacion del gen de referencia B2M y de la KRT19.
Representacion grafica de los CP frente al logaritmo de la concentracion de Cdna

7.1. DETERMINACION DE LOS VALORES RELATIVOS

A partir de los valores de CP o Ct generados para cada muestra, por las diferentes
plataformas, se calculd el logaritmo de la cantidad inicial de partida mediante la siguiente

formula:

y= ([Ct o CP]—b)/m
b = y-interseccion de la recta patron
m= pendiente de la recta patrén (Eficiencia)

Por lo tanto la cantidad inicial es la inversa del logaritmo (10" I)). Las unidades son las

mismas que las utilizadas para construir la recta patrén.

Los valores normalizados son el resultado del cociente: KRT19/B2M.
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7.2. ANALISIS DE DATOS CUANTITATIVOS MEDIANTE LinRegPCR

Se utilizé el programa LinRegPCR para analizar los datos bajo el supuesto de que existe
variabilidad individual en la eficiencia de amplificacién. El programa calcula mediante regresion
lineal las concentraciones iniciales de RNAm de cada muestra a partir de los registros de

fluorescencia de cada muestra en cada ciclo.

LIGHTCYCLER (ROCHE)

Se generd un archivo Excel, con todos los registros de fluorescencia de las muestras del
experimento generados por el programa Lightcycler (4.0). Con el archivo Excel abierto, se
importan los datos al programa LinRegPCR, realizando la lectura del archivo desde la columna B
hasta el fin de columnas del experimento (depende del nimero de muestras) y desde la fila 2

hasta el fin de las filas del experimento (depende del nimero de ciclos).

Se realiza la regresion lineal (opcion 7t al) con el fin de observar el intervalo de
linealidad para cada muestra, y comprobar que corresponden a la eficiencia real y que no se
producen desviaciones del ajuste debidas a interpretaciones erroneas de la pendiente. Una vez
inspeccionados los datos, se exportan a una hoja de Excel, los resultados se expresan en
unidades arbitrarias de fluorescencia (Figura 13). Los valores normalizados se producen al

dividir la cantidad inicial de KRT19 entre los valores respectivos de B2M.
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Figura 13: Analisis de datos generados por la plataforma Lightcycler mediante el programa
LinReg PCR.

EXPORTACION DE LECTURAS DE FLUORESCENCIA A FORMATO EXCEL
1. IMPORTACION DE DATOS POR EL PROGRAMA LINREG
2. ANALISIS GLOBAL E INDIVIDUAL DE TODAS LAS MUESTRAS

ABI-PRISM (APPLIED BIOSYSTEMS)

Para exportar los datos a partir del programa ABI PRISM® Sequence Detection System

software, una vez realizado el andlisis estandar se exportan las medidas del registro de

fluorescencia como archivos CSV, estos archivos se pueden abrir utilizando el programa Excel.

Con el archivo Excel abierto, se importan los datos al programa LinRegPCR, realizando la lectura

del archivo desde la columna B hasta el fin de columnas del experimento (depende del nimero

de ciclos) y desde la fila 1 hasta el fin de las filas del experimento (depende del nimero de

muestras). Se procede a trabajar con el programa LinRegPCR, tal como hemos indicado en el

apartado anterior.
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8. TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA

La técnica inmunohistoquimica se empled para determinar la expresion del HER2
(anticuerpo CB11 y policlonal), receptores hormonales (estrogeno y progesterona) e indice

proliferativo (Ki67).

Se cortaron secciones de 3 um y se montaron sobre portaobjetos ChemMate™ Capillary
Gap Microscope Slides (DakoCytomation, Denmark). Se desparafinaron las muestras a través de
una bateria de xiloles y etanoles. Una vez desparafinadas las muestras se sometieron a
pretratamiento en olla a presion con citrato pH=6, durante 3 minutos a presion maxima
(excepcidon CB11, no requiere pretratamiento y Cam 5.2 que requiere digestion con pepsina 10

min. a temperatura ambiente).

En la siguiente tabla (Tabla 13) se recogen los datos sobre los anticuerpos utilizados, el

tipo, el clon, la casa comercial y la dilucion utilizada.

Tabla 13: Caracteristicas de los anticuerpos utilizados en la IHQ.

ANTICUERPO CLON MARCA DILUCION

QUERATINAS 7y 8 MONOCLONAL CAM 5.2 BD (Becton Dickinson) PREDILUIDO

HER2 MONOCLONAL  CB11 Novocastra™ 1:30

HER2 POLICLONAL DAKO 1:350

RE o MONOCLONAL  1D5 DAKO 1:30

RP MONOCLONAL  PgR 636 DAKO PREDILUIDO
Ki67 MONOCLONAL  MM1 Novocastra™ 1:50

Después de lavado con agua destilada las muestras se introdujeron en un

inmunotefiidor automatico, TechMate™ (DakoCytomation), se utilizd el kit ChemMate™
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Detection Kit, basado en el método de estreptavidina conjugada (LSAB) y se utilizd un
procedimiento en tres etapas: incubacién de la muestra con el anticuerpo diluido segun la
concentracion indicada en la tabla anterior, durante 40 min., incubacién con el anticuerpo
secundario marcado con biotina 25 min e incubacion con estreptavidina peroxidasa durante 25

min. Todas las muestras fueron sometidas a bloqueo de la peroxidasa durante 7,30 min.

La reaccion se visualiza tras reaccién con DAB (7,30 min.) y contraste con hematoxilina

(1 min.).
9. TECNICA HIBRIDACION IN SITU: FISH Y CISH

La técnica de hibridacion in situ se empled para determinar si el oncogén HER2 se
encontraba amplificado en los casos en que el resultado de la inmunohistoguimica no era

concordante entre los dos anticuerpos utilizados.

Se cortaron secciones de 3pum y se montaron sobre portaobjetos ChemMate™
(DakoCytomation), se dejaron las muestras overnight a 65°C. Se realizd la desparafinacién a
través de una bateria de xiloles y etanoles, dejando las muestras secar 10 min. a temperatura

ambiente.

FISH

Se realizd pretratamiento de la muestras mediante Oncor Pretreatment Solution,
durante 15 min. a 43°C, después de enfriar las muestras se continué con el pretratamiento con
una digestion con Oncor Protein Digesting Enzime Working Solution 75 min. a 37°C. Las
muestras se deshidrataron mediante etanol y se dejaron secar al aire antes de poner la sonda.
Se realizd la desnaturalizacion de la sonda (Oncor-Ventana) sobre la muestra durante 10 min. a
720°C. Después se dejaron hibridando overnight en una camara himeda a 37°C. Se realizo el
lavado de astringencia para eliminar la sonda no hibridada en SSC 2X, 10 min. 37°C. Se inactivd

la peroxidasa con H,0, (3%).

Se incubd la muestra con Oncor Flluorescein-Labeled Avidin Detection durante 20 min.

a temperatura ambiente. Después se incubaron las muestras con Oncor Anti-Avidin Antibody
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Se incubd la muestra con un anticuerpo mouse antidigoxigenina 1h. a temperatura ambiente.
Después se incubaron las muestras con 100ul HRP-Goat Anti-mouse 40 min. a temperatura

ambiente. Los nucleos se contrastaron con DAPI.

CISH

Se realizd pretratamiento de la muestras mediante citrato a pH=6, durante 5 min. a
presion maxima, después de enfriar las muestras se continud con el pretratamiento con una
digestién con pepsina durante 8 min. a 37°C. Las muestras se deshidrataron mediante etanol y
se dejaron secar al aire antes de poner la sonda. Se realizd la desnaturalizacion de la sonda
(Zymed) sobre la muestra durante 7 min. a 95°C. Después se dejaron hibridando overnight en
una camara humeda a temperatura ambiente. Se realizd el lavado de astringencia para eliminar
la sonda no hibridada en SSC 0.5 X, 5 min. 75°C. Se inactivd la peroxidasa con H,0, (3%). Se
incubd la muestra con un anticuerpo mouse antidigoxigenina 1h. en el caso del HER2 y con
HRP- estreptavidina en el caso de la sonda centrémerica, a temperatura ambiente. En el caso
del HER2 se incubaron las muestras con 100ul HRP-Goat Anti-mouse (HRP/fab polimer) 1h. a

temperatura ambiente.

Se realizd el revelado con DAB, 30 min., y se contrastd con hematoxilina, 2 min.
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10. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizd6 mediante el paquete estadistico SPSS 11.0 y 13.0 (SPSS

Inc.).

El estudio de asociacion entre variables cualitativas, se llevo a cabo mediante contrastes
de independencia Ji-cuadrado. Mediante la prueba de Ji-cuadrado de Pearson se contrasto si las
diferencias observadas entre los grupos son debidas al azar, considerando significativos
resultados con p<0.05. En las ocasiones en que el 20% de las celdas de la tabla de

contingencia muestran una frecuencia esperada menor a 5 se utilizd la prueba exacta de Fisher

Para contrastar la influencia de varias variables sobre una variable respuesta dicotomica
(Analisis multivariado) utilizamos la regresion logistica. Se consideraron los coeficientes
asociados a cada variable que mostraban significacion p<0.05. Se evalud la bondad del ajuste
del modelo establecido mediante la prueba de Hosmer-Lemeshow, se consider6 que la bondad

de ajuste global es buena cuando la significacion se aproxima a 1.

Para caracterizar los resultados de las pruebas diagndstica producidos por las variables
continuas, se utilizé las curvas ROC (Receiver Operating Characteristic), son curvas en las que
se presenta la sensibilidad en funcion de los falsos positivos (complementario de la
especificidad) para distintos puntos de corte. Se estudio el rendimiento global de las pruebas

analizando el area bajo la curva, y se utilizaron para comparar varias pruebas.

Para contrastar muestras independientes que siguen una distribucién no paramétrica

utilizamos el test Mann-Whithney, sélo se consideraron significativos p<0.05.
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Hipotesis

La utilizacion de la técnica de la RT-PCR es un método mds sensible y costo-
eficaz en la deteccion de células circulartes y micrometastasis que el examen rutinario

histopatologico del GC en pacientes con cancer de mama.
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IV. OBJETIVOS.

1. Analizar el valor de la RT-PCR en la deteccion de metastasis ocultas en ganglios
centinela de cancer de mama, compararla con la técnica anatomopatoldgica standard

(cortes seriados e IHQ).

2. Comparar los resultados de expresién relativa con la técnica

anatomopatoldgica, utilizando:

2.1. Diferentes métodos de normalizacion. (Recta patron y eficiencia

individual de la muestra)

2.2. Diferentes plataformas Real-Time (Roche y Applied).

3. Comparar los resultados de las técnicas histopatoldgicas y moleculares con las

caracteristicas de los tumores infiltrantes relacionadas con el prondstico.

4. Analizar si la deteccion de micrometastasis en los ganglios centinelas (detectada
mediante técnicas diferentes) estd determinada por algunas de las caracteristicas del tumor

primario (Analisis multivariado).

5. Evaluar la costo-eficacia de las diferentes técnicas en el diagndstico de

micrometastasis en ganglios centinela.
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V. RESULTADOS

1. DESCRIPTIVOS DE LA SERIE TUMORAL.

La mayor parte de las neoplasias de la serie son carcinomas infiltrantes, con 636
carcinomas ductales (80 %), y 29 carcinomas lobulillares (3.6%). Otras variantes infiltrantes,
menos frecuentes incluidas en el estudio, fueron los carcinomas coloides, 17 casos (2,1%), los
carcinomas medulares, 4 casos (0,5%), los carcinomas micropapilares, 3 casos (0,4%) y los

carcinomas tubulares, 6 casos (0,8%).

El resto de tumores que forman parte de la serie son carcinomas in situ y

microinvasivos, 87 casos (10,9%).

Un grupo de lesiones benignas con sospecha citoldgica de “atipias” sobre las que se
realizd la técnica del ganglio centinela en prevision de malignidad en el diagndstico

definitivo, incluyen 13 casos (1,6%).

Dicha informacion queda recogida el siguiente grafico.

Otro

13,0/ 1,6%

LOBULILLAR

29,0/3,6% LESIONES BENIGNAS-"ATIPIAS”
IN SITU y MICROINVASIVOS 13,0/ 1,6%
87,0/ 10,9% COLOIDE

17,0/2,1%

DUCTAL INFILTRANTE NOS
636,0/80,0%

Grafico 1: Principales tipos histologicos de la serie tumoral.
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A. CARCINOMA INFILTRANTE.

Estudiamos por separado en esta serie los carcinomas infiltrantes tipo medular,
coloide, micropapilar, tubular, lobulillar y ductal (que comprenden los ductales infiltrantes
NOS vy otros tipos de muy baja incidencia en esta serie, lo que no permite analizarlos
separadamente, como: el cribiforme, papilar y el ductal-papilar). Los carcinomas ductales
suponen el tipo de carcinoma infiltrante mas frecuente en nuestra serie con 636 casos, lo

que corresponde al 91,5% de los carcinomas infiltrantes (Tabla 14).

Tabla 14: Frecuencia y porcentaje de los tipos de carcinomas infiltrantes estudiados.

TIPOS DE CARCINOMAS INFILTRANTES

Porcentaje Porcentaje

Frecuencia | Porcentaje vélido acumulado
COLOIDE 17 2,4 2,4 2,4
DUCTAL INFILTRANTE * 636 91,5 91,5 94,0
LOBULILLAR ** 29 4,2 4,2 98,1
MEDULAR 4 ,6 ,6 98,7
MICROPAPILAR 3 4 A4 99,1
TUBULAR 6 9 9 100,0
Total 695 100,0 100,0

* Incluye carcinoma cribiforme infiltrante, carcinoma papilar y carcinoma ductal-
papilar.

** 5 casos (17,2 %) de carcinoma lobulillar infiltrante, corresponden a la variante
pleomorfica.

1. ESTADIFICACION TNM.
1.1. ESTADIFICACION “pT” (TUMORAL).

El 2,6% de los carcinomas infiltrantes estudiados corresponden a tumores de
tamafio entre 1 y 5 mm (pT1a), el 22,9% a carcinomas de entre 5 y 10 mm (pT1b), el
55,7% son tumores de entre 10 mm y 20 mm (pT1c). Los tumores de entre 20 mm y 50
mm (pT2) representan el 17,1 % de esta serie. Los tumores de tamaifio mayor de 50 mm

(pT3), corresponden al 1,8 % (Tabla 15).



Resultados

pT - CARCINOMA INFILTRANTE

Porcentaje | Porcentaje

Frecuencia| Porcentaje| valido acumulado
pTla 18 2,6 2,6 2,6
pTlb 159 22,9 22,9 25,5
pTlc 387 55,7 55,7 81,2
pT2 119 17,1 17,1 98,3
pT3 12 1,8 1,8 100,0
Total 695 100 100 100,0

Tabla 15: Frecuencia y porcentaje de los tamafios tumorales en funcion de la estadificacion
pT, en la serie de carcinoma infiltrante.

Grafico 2: Histograma de frecuencias de los tamaiios tumorales en funcion de la
clasificacion pT.

Frecyencia
H
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100 4

pT3

pT
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1.2. ESTADIFICACION “pN” (GANGLIONAR).

En esta serie, el 61,2% de los casos son pNO(sn) - no se detecté enfermedad en la
evaluacion histoldgica ni molecular -. El 19,9 % de los casos son pNO(mol+)(sn) - positivos
solo mediante técnicas moleculares -. El 5,6% de los casos son pNO(i+)(sn) - positivos
mediante técnicas inmunohistoquimicas o células tumorales aisladas o clusters que no
superan los 0,2 mm. El 5,2% de los casos son pN1mi(sn) - micrometastasis de tamafo
comprendido entre 0,2 y 2 mm -. El 8,2 % de los casos son pNla(sn) - metastasis de

tamafio mayor a los 2 mm — (Tabla 16 y Grafico 3).

Tabla 16: Frecuencias y porcentajes del estado axilar en funcion de la estadificacion pN, en la
serie de carcinoma infiltrante.

pN - CARCINOMA INFILTRANTE

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia| Porcentajel valido acumulado
pNO 425 61,2 61,2 61,2
pNO(mol+) 138 19,9 19,9 81,0
pNO(i+) 39 5,6 5,6 86,6
pN1mi 36 5.2 5.2 91,8
pNla 57 8,2 8,2 100,0
Total 695 100,0 100,0

pN - CARCINOMA INFILTRANTE

500

Frecuencia

pNO(mol+) pNImi pN1a

pN

Grafico 3 Histograma de frecuencias del estado axilar en funcion de la clasificacién pN.
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2. PERMEACION VASCULAR.

Se dispone informacion sobre la permeacion vascular en 683 tumores, en 54 casos

(7,9%) se detectd permeacion vascular en el estudio histolégico (Tabla 17).

Tabla 17: Frecuencias y porcentajes de la presencia de permeacion vascular en el tumor
primario, en la serie de carcinoma infiltrante.

PERMEACION VASCULAR - CARCINOMA INFILTRANTE

Porcentaje
Frecuencia| Porcentaje | acumulado
NEGATIVO 629 92,1 92,1
POSITIVO 54 7,9 100,0
Total 683 100,0

3. TUMORES MULTICETRICOS Y CONTRALATERALES.

El 93,5% de los tumores, eran Unicos, mientras que en el restante 6,5% se detecto

mas de un foco tumoral (Tabla 18).

Tabla 18: Frecuencias y porcentajes de la presencia de tumores multicéntricos, en la serie de
carcinoma infiltrante.

TUMORES MULTICENTRICOS -CARCINOMA INFILTRANTE

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia| Porcentajel valido acumulado
NEGATIVO 650 93,5 93,5 93,5
POSITIVO 45 6,5 6,5 100,0
Total 695 100,0 100,0

El 1,6% de los casos presentaban en el momento del diagndstico, otro foco tumoral

en la mama contralatera (Tabla 19).

Tabla 19: Frecuencias y porcentajes de la presencia de tumores contralaterales, en la serie de
carcinoma infiltrante.

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
NEGATIVO 684 98,4 98,4 98,4
POSITIVO 11 1,6 1,6 100,0
Total 695 100,0 100,0
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4. GRADO TUMORAL.
Se dispone de informacion sobre el grado tumoral en 665 tumores. El 8,7 % de los

tumores son grado 1, el 59,4% grado 2, y el 31,9% grado 3 (Tabla 20).

Tabla 20: Frecuencias y porcentajes del grado histolégico tumoral, en la serie de carcinoma
infiltrante.

GRADO - CARCINOMA INFILTRANTE

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia| Porcentaje| valido acumulado
1 58 8,7 8,7 8,7
2 395 59,4 59,4 68,1
3 212 31,9 31,9 100,0
Total 665 100,0 100,0

5. RECEPTORES HORMONALES E iINDICE PROLIFERATIVO.
En 668 tumores infiltrantes, la expresién inmunohistoquimica del receptor de
estrogenos (RE) es positiva (tincion positiva en mas del 10% de los nucleos tumorales) en

el 88,5% de los casos (Tabla 21).

Tabla 21: Frecuencias y porcentajes de la expresion IHQ del RE en el tumor primario, en la
serie de carcinoma infiltrante.

RE - CARCINOMA INFILTRANTE

Porcentaje
Frecuencial Porcentaje | acumulado
NEGATIVO 77 11,5 11,5
POSITIVO 591 88,5 100,0
Total 668 100,0

En 663 tumores infiltrantes, la expresion inmunohistoquimica del receptor de
progesterona (RP) es positiva (tincidon positiva en mas del 10% de los nlcleos tumorales) en el

74,8% de los casos (Tabla 22).



Tabla 22: Frecuencias y porcentajes de la expresion IHQ del RP en el tumor primario, en la

serie de carcinoma infiltrante.

En 578 tumores infiltrantes, la expresion inmunohistoquimica de la proteina nuclear

Ki67 indica alta actividad proliferativa (tincion positiva en mas del 25% de los nucleos

RP CARCINOMA INFILTRANTE

Porcentaje
Frecuencia| Porcentaje [ acumulado
NEGATIVO 167 25,2 25,2
POSITIVO 496 74,8 100,0
Total 663 100,0

tumorales) en el 13% de los casos (Tabla 23).

Tabla 23: Frecuencias y porcentajes de la expresion IHQ de Ki67 en el tumor primario, en la

serie de carcinoma infiltrante.

K167 - CARCINOMA INFILTRANTE

Porcentaje
Frecuencia| Porcentaje | acumulado
NEGATIVO 503 87,0 87,0
POSITIVO 75 13,0 100,0
Total 578 100,0

6. HER2-neu.

En 522 tumores infiltantes, la determinacion de sobreexpresion o amplificacion de

HER2-neu, de acuerdo con el algoritmo de la Institucidn resulta positiva en el 9,2% de los

casos (Tabla 24).

HER2-neu
Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje acumulado
NEGATIVO 474 90,8 90,8
POSITIVO 48 9,2 100,0
Total 522 100,0

Tabla 24: Frecuencias y porcentajes del estado del HER2 En el tumor primario, en la serie de

carcinoma infiltrante.
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7. CLASIFICACION MOLECULAR DE LOS TUMORES.
En funcidn de la expresion de RE, RP y HER2, clasificamos los tumores infiltrantes
como tipo luminal (RE+, RP+, HER2-), triple negativo (RE-, RP-, y HER2-) y HER2 positivo

(HER2+).

Se dispone de esta informacion de 519 tumores infiltrantes. EI 83% corresponden a
tumores de tipo luminar, el 7,7 % a tumores triple negativos, y el 9,2 % restante a HER2

positivo (Tabla 25).

Tabla 25: Frecuencias y porcentajes de los tipos tumorales luminal, triple negativo y HER2, en
la serie de carcinoma infiltrante.

LUMINAL, TRIPLE NEGATIVO, HER2 - CARCINOMA INFILTRANTE

Porcentaje
Frecuencia| Porcentaje| acumulado
LUMINAL 431 83,0 83,0
TRIPLE NEGATIVO 40 7,7 90,8
HER2 48 9,2 100,0
Total 519 100,0

8. CLASIFICACION DE St. GALLEN EN GRUPOS DE RIESGO.

Categorizamos 657 tumores infiltrantes segun la clasificacion de St. Gallen en
grupos de riesgo de recidiva, de la siguiente manera: tumores de bajo riesgo, 18,7% -
tumores de tamano inferior o igual a 10 mm, de grado 1 o 2, y con RE+ y/o RP+ -,
tumores de riesgo medio, 35,8% - tumores de entre 10-20 mm, de grado 1 o0 2, y con RE+
y/o RP+ - y tumores de riesgo alto, 45,5% - tumores de mas de 20 mm, o de grado 3, o

con ambos receptores hormonales negativos — (Tabla 26).

Tabla 26: Frecuencias y porcentajes de los tumores clasificados segin la clasificacion de
riesgo de St. Gallen, en la serie de carcinoma infiltrante.

RIESGO - CARCINOMA INVASIVO

Porcentaje
Frecuencia| Porcentaje | acumulado
RIESGO BAJO 123 18,7 18,7
RIESGO MEDIO 235 35,8 54,5
RIESGO ALTO 299 45,5 100,0
Total 657 100,0
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9. LINFADENECTOMIAS.

Por positividad en el estudio del ganglio centinela, se realizd linfadenectomia en 69
pacientes (9,9%). En el 73,9% de los casos, el Unico ganglio positivo detectado fue el
ganglio centinela. En el 26,1% de los casos se detectaron ganglios positivos adicionales al
ganglio centinela (un ganglio adicional en el 7,25% de los casos, dos ganglios adicionales
en el 4,35%, 3 ganglios adicionales en el 10,14%, y mas de 3 ganglios (4, 6 0 14) en
4,35%). La media de ganglios examinados en la linfadenectomia es de 19,32 % 5,05. El
tamafio de las metastasis oscila, entre los 0,1 y los 17 mm, siendo el tamafio medio, 3,34

mm.

El 18% de los casos con linfadenectomia presentan permeacion vascular y el

73,1%, no.

El 5,9% de los casos corresponden a tumores de riesgo bajo, el 36,8% de riesgo

medio, y el 57,4% de riesgo elevado.
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B. CARCINOMA IN SITU Y MICROINVASIVOS.

Estudiamos en esta serie 87 tumores dentro de la categoria de carcinomas in situ y
microinvasivos (MIC). El 81,6% de estos casos corresponden a DCIS, el 16,1% a MIC (se
ha segregado del grupo de DCIS por su excelente pronostico), el 1,1% a LCIS y el restante

1,1% a carcinoma papilar intraquistico (Tabla 27).

Tabla 27: Frecuencias y porcentajes de los tipos de carcinomas in situ y microinvasivos.

TIPOS DE CARCINOMAS IN SITU

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia| Porcentajel valido acumulado
DCIS 71 81,6 81,6 81,6
LCIS 1 1,1 1,1 82,8
MIC 14 16,1 16,1 98,9
PAPILAR INTRAQUISTICO 1 1,1 1,1 100,0
Total 87 100,0 100,0

1. ESTADIFICACION TNM.

1.1. ESTADIFICACION “pT” (TUMORAL).

El 16,1% de los casos estudiados son tumores pT1mic (con microinvasion inferior a 0,1

cm en su mayor dimension) y el 83,9% son pTis (Tabla 28).

Tabla 28: Frecuencia y porcentaje de los tamaios tumorales en funcion de la estadificacion
pT, en la serie de carcinomas in situ y microinvasivos.

T - CARCINOMA IN SITU Y MICROINVASIVO

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia| Porcentajel valido acumulado
pT1imic 14 16,1 16,1 16,1
pTis 73 83,9 83,9 100,0
Total 87 100,0 100,0
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1.2. ESTADIFICACION “pN” (GANGLIONAR).

En el 81,6% de los casos estudiados no se detectd enfermedad en la evaluacion del

ganglio centinela - pNO(sn) -, un 16,1% de los casos se clasificaron como pNO(mol+)(sn) y

un 2,3% como pN1la(sn) (Tabla 29).

Tabla 29: Frecuencias y porcentajes del estado axilar en funcion de la estadificacion pN, en la
serie de carcinoma in situ y microinvasivo.

pN - CARCINOMA IN SITU Y MICROINVASIVO

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia| Porcentajgf  valido acumulado
pNO 71 81,6 81,6 81,6
pNO(mol+) 14 16,1 16,1 97,7
pNila 2 2,3 2,3 100,0
Total 87 100,0 100,0

La poblacion de carcinoma in situ presenta un 86,3% de casos negativos y el

restante 16,7% es positivo exclusivamente por PCR, pNO(mol+)(sn) (Tabla 30).

Tabla 30: Frecuencias y porcentajes del estado axilar en funcion de la estadificacion pN, en la
serie de carcinoma in situ.

pN - CARCINOMA IN SITU

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia| Porcentajel valido acumulado
pNO 63 86,3 86,3 86,3
pNO(mol+) 10 13,7 13,7 100,0
Total 73 100,0 100,0

En la poblacién de carcinoma microinvasivos, el 57,1% de los casos son negativos, pNO,
el 28,6% resultaron positivos mediante PCR, pNO(mol+)(sn) y se detectaron metastasis en 2

casos (14,3%), pN1a(sn) (Tabla 31).

Tabla 31: Frecuencias y porcentajes del estado axilar en funcion de la estadificacion pN, en la
serie de carcinoma microinvasivo.

pN - CARCINOMA MICROINVASIVO

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia| Porcentaje| valido acumulado
pNO 8 57,1 57,1 57,1
pNO(mol+) 4 28,6 28,6 85,7
pNla 2 14,3 14,3 100,0
Total 14 100,0 100,0

-84-




2. PERMEACION VASCULAR.

No se detecté permeacion vascular en ninguno de estos tumores.

3. TUMORES MULTICENTRICOS Y CONTRALATERALES.

Se detectaron dos tumores multicéntricos y un tumor contralateral al momento del

diagnéstico, en el grupo de los carcinomas intraductales.

4. GRADO TUMORAL.

El 22,2% de los carcinomas intraductales son de grado bajo, y el 77,8% de grado

alto (Tabla 32).

Tabla 32: Frecuencias y porcentajes del grado histologico tumoral, en la serie de carcinoma in

situ.

GRADO - CARCINOMA INTRADUCTAL

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia| Porcentaje] valido acumulado
ALTO 56 77,8 77,8 81,6
BAJO 16 22,2 22,2 100,0
Total 72 100,0 100,0

En los carcinomas microinvasivos, el 14,3% eran de grado tumoral 1, el 28,6% de

grado tumoral 2 y el 57,1% de grado tumoral 3 (Tabla 33).

Tabla 33: Frecuencias y porcentajes del grado histolégico tumoral, en la serie de carcinoma

microinvasivo.

GRADO - CARCINOMA MIROINVASIVO

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia| Porcentajel  valido acumulado
1 2 14,3 14,3 14,3
2 4 28,6 28,6 42,9
3 8 57,1 57,1 100,0
Total 14 100,0 100,0

5. RECEPTORES HORMONALES E INDICE PROLIFERATIVO.

Se dispone informacidn sobre la expresién de los receptores hormonales sélo en 29

casos de carcinoma in situ.



Resultados

El 69% de los tumores son positivos para la expresion del RE y el 31% son negativos

(Tabla 34).

Tabla 34: Frecuencias y porcentajes de la expresion IHQ del RE en el tumor primario, en la
serie de carcinoma in situ.

RE - CARCINOMA INTRADUCTAL

Porcentaje
Frecuencia| Porcentaje | acumulado
NEGATIVO 9 31,0 31,0
POSITIVO 20 69,0 100,0
Total 29 100,0

El 51,7% de los tumores son positivos para la expresion del RP y el 48% son negativos

(Tabla 35).

Tabla 35: Frecuencias y porcentajes de la expresion IHQ del RP en el tumor primario, en la
serie de carcinoma in situ.

RP - CARCINOMA INTRADUCTAL

Porcentaje
Frecuencia| Porcentaje | acumulado
NEGATIVO 14 48,3 48,3
POSITIVO 15 51,7 100,0
Total 29 100,0

En la serie de tumores microinvasivos, se dispone informacion sobre el estado de los
receptores hormonales en 13 tumores. El porcentaje de positividad es del 76,9% para RE y del

38,5% para RP (Tabla 36 y 37).

Tabla 36: Frecuencias y porcentajes de la expresion IHQ del RE en el tumor primario, en la
serie de carcinoma microunvasivo.

RE - CARCINOMA MICROINVASIVO

Porcentaje
Frecuencia| Porcentaje | acumulado
NEGATIVO 3 23,1 23,1
POSITIVO 10 76,9 100,0
Total 13 100,0

-86-



Tabla 37: Frecuencias y porcentajes de la expresion IHQ del RP en el tumor primario, en la
serie de carcinoma microinvasivo.

RP - CARCINOMA MICROINVASIVO

Porcentaje
Frecuencia| Porcentaje | acumulado
NEGATIVO 8 61,5 61,5
POSITIVO 5 38,5 100,0
Total 13 100,0

En el caso de la expresion de la proteina ki67, se estudiaron 8 casos, mostrando alto

indice proliferativo (expresion inmunohistoquimica superior al 25%) el 25% de los casos.

Tabla 38: Frecuencias y porcentajes de la expresion IHQ del Ki67 en el tumor primario, en la
serie de carcinoma microinvasivo.

K167 -CARCINOMA MICROINVASIVO

Porcentaje
Frecuencia| Porcentaje | acumulado
NEGATIVO 6 75,0 75,0
POSITIVO 2 25,0 100,0
Total 8 100,0

6. CLASIFICACION MOLECULAR DE LOS TUMORES.

Se disponen sélo de datos completos sobre 7 tumores microinvasivos por lo que se

omite su estudio (Tabla 39).

Tabla 39: Frecuencias y porcentajes de los tipos tumorales luminal y HER2, en la serie de
carcinoma microinvasivos.

LUMINAL, TRIPLE NEGATIVO, HER2 - CARCINOMA
MICROINVASIVO

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia | Porcentajel  valido acumulado
LUMINAL 5 35,7 71,4 71,4
HER2 2 14,3 28,6 100,0
Total 7 50,0 100,0

7. CLASIFICACION DE ST. GALLEN EN GRUPOS DE RIESGO.

La clasificacion de riesgo de recidiva, en funcion del grado tumoral o de la
expresion de receptores hormonales, se pudo aplicar sobre 12 tumores microinvasivos. El

25% resultaron de bajo riesgo y el 75% de elevado (Tabla 40).
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Tabla 40: Frecuencias y porcentajes de los tumores clasificados segin la clasificacion de
riesgo de St. Gallen, en la serie de carcinoma microinvasivo.

RIESGO - CARCINOMA MICROINVASIVO

Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje | acumulado
RIESGO BAJO 3 25,0 25,0
RIESGO ALTO 9 75,0 100,0
Total 12 100,0
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2. ANALISIS DE LAS TECNICAS RT-PCR.
2.1. ESTUDIO INICIAL DE COMPARACION RT-PCR ESTANDAR

Y RT-PCR REAL TIME.

En una primera fase, se compard el resultado de la RT-PCR convencional con la RT-PCR
Real-Time (plataforma Roche), con el objetivo de estudiar los niveles de expresion dentro de los

pNO y pNO(mol+).

El resultado para la RT-PCR clasica fue el siguiente: 71 ganglios resultaron negativos
(66,4%) vy los 36 ganglios restantes (33,6%) mostraron expresion de KRT19, al someter el

producto amplificado a electroforesis en gel de acrilamida.

En la evaluacion mediante RT-PCR Real Time, todas las muestras mostraron cierto nivel
de expresion de KRT19. Los rangos normalizados de la KRT19 frente la B2M oscilaron entre

3,7E-%y 2,6E,

Se eligid un ganglio metastatico como control, con un valor de expresién normalizado

de 1,2E-%

En el grupo de ganglios negativos mediante estudio anatomopatoldgico (H&E, cortes
seriados e IHQ), 92 muestras, se diferenciaron dos grupos, segun el resultado de la RT-PCR
convencional (negativo y positivo). Los ganglios negativos para la RT-PCR clasica, muestran
mediante la RT-PCR Real Time, los valores de expresién normalizados, mas bajos (media de
valores 60,92 veces inferior) al ser comparados con el control positivo, mientras que los
ganglios positivos mediante RT-PCR clasica, muestran valores de expresion, mediante RT-PCR
Real Time, mas proximos (media de valores 30,26 veces inferior) al control positivo. La media
de los valores normalizados fue 1,2E-** para las muestras con RT-PCR clasica negativa y de

9,9E- para las muestras positivas.

El analisis de los niveles de expresion de KRT19 en este grupo de muestras (ganglios

negativos mediante histopatologia pero con resultado divergente mediante RT-PCR clasica) es
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capaz de confirmar mediante RT-PCR Real Time, la existencia de dos poblaciones, con niveles
de expresion distintos, este resultado es estadisticamente significativo - test Mann-Whitney,
p<0,038 - (Tabla 41).

Tabla 41: Resultado de la prueba de suma de rangos de Mann-Whitney. Comparacion de las

medias de los niveles de expresion (Rea/-time) de las muestras pNO y pNO(mol+) (RT-PCR
clasica).

Rangos
) Rango Suma de
RT-PCR CLASICA N promedio | rangos
o NEGATIVO 71 43,37 3079,00
NORMALIZADA POSITIVO 21 57,10 1199,00
Total 92

Estadisticos de contraste

CK NORMALIZADA
U de Mann-Whitney 523,000
W de Wilcoxon 3079,000
z -2,070
Sig. asint6t. (bilateral) ,038

a. Variable de agrupacién: RT-PCR CLASICA

2.2. ESTUDIO INICIAL DE COMPARACION RT-PCR Y

ANALISIS ANATOMOPATOLOGICO.

Se comparo la técnica histopatoldgica estandar, con la RT-PCR clasica y la RT-PCR Real
Time, sobre la serie de control (107 ganglios centinela en el caso de la RT-PR clasica y de 109

ganglios en la RT-PCR Real Time).

En el analisis rutinario histopatoldgico, 92 ganglios (84,4%), se clasificaron como
negativos. En este grupo de muestras, la inmunohistoquimica, mediante Cam 5.2, reveldé un
5,5% de ganglios que mostraban células aisladas, sobre todo en la periferia del ganglio. El resto

de los ganglios, 11 (10,1%), se consideraron positivos, con depositos de células tumorales
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detectadas tanto por tincion mediante H&E, como mediante IHQ - en el momento de este

estudio el pN1mi no costaba en el TNM vigente, edicion - (Tabla 42).

Tabla 42: Frecuencias y porcentajes de la evaluacion anatomopatoldgica del GC en la serie de

control.

RESULTADO ANATOMOPATOLOGICO

Porcentaje | Porcentaje
Frecuencia| Porcentaje] valido acumulado
pNO 92 84,4 84,4 84,4
pNO(i+) 6 55 55 89,9
pNla 11 10,1 10,1 100,0
Total 109 100,0 100,0

En la comparacion de la técnica de RT-PCR clasica con la rutina histoldgica. 2 casos no
fueron valorables mediante PCR clasica, 71 ganglios (66,4%) fueron negativos, los restantes 36
(33,6%) se consideraron positivos (Tabla 43). Todos los ganglios con resultado positivo
mediante técnicas histopatoldgicas, fueron confirmados mediante RT-PCR. Ademas se detectd
un incremento en la deteccion de positividad, 21 ganglios que habian resultado negativos para
inmunohistoquimica, fueron positivos mediante técnica molecular. El analisis estadistico
mediante la prueba de la ji-cuadrado, nos indica que existen diferencias significativas entre los
grupos de muestras analizadas mediante RT-PCR clasica (muestras positivas y negativas) al ser

comparado con el resultado anatomopatoldgico (p< 4,5E%).

Tabla 43: Tabla de contingencia comparativa de los resultados del estudio anatomopatoldgico
y la RT-PCR clasica.

Recuento
ESTUDIO
ANATOMOPATOLOGICO
NEGATIVO | POSITIVO Total
) NEGATIVO 71 71
RT-PCR CLASICA 5 5simvo 21 15 36
Total 92 15 107

Se compararon los valores normalizados de KRT19, agrupando las muestras en funcién
del estado de los ganglios determinados mediante estudio rutinario histopatoldgico. Los valores
medios normalizados de expresidon para las categorias de pNO(sn), pNO(i+)(sn) y pNla(sn)

fueron los siguientes: 1,7E-%, 4,2E-°* y 3,2E-%2, Las muestras negativas exhiben valores mas
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bajos y a medida que aumenta la positividad, aumenta el valor medio de expresion. El estudio
estadistico mediante pruebas no paramétricas de Mann-Whitney, nos indica que existen
diferencias entre las medias de los valores de KRT normalizada en funcion de si son positivas o
negativas en el estudio anatomopatoldgico (p<1,9E%) (Tabla 44).

Tabla 44: Resultado de la prueba de suma de rangos de Mann-Whitney. Comparacion de las

medias de los niveles de expresion (Rea/-time) de las muestras pNO(sn), pNO(i+)(sn) y pN1a
(sn) en la serie de control.

Rangos
3 Rango Suma de
ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO N promedio | rangos
NEGATIVO 92 48,80 4490,00
ICK NORMALIZADA | POSITIVO 17 88,53 1505,00
Total 109

Estadisticos de contraste @

CK NORMALIZADA
U de Mann-Whitney 212,000
W de Wilcoxon 4490,000
z -4,760
Sig. asint6t. (bilateral 1,9E-06

a. Variable de agrupacion: ESTUDIO
ANATOMOPATOLOGICO

Con el objetivo de excluir falsos positivos o niveles de expresién muy bajos sin
significado clinico, se utilizd como punto de corte la media de los valores normalizados de los
ganglios clasificados como pNO(sn) (1,7E-°%). Los valores por encima de este punto se

consideraron positivos. Quedo asi establecido el punto de corte para la plataforma Roche.

En la comparacion entre el examen histopatoldgico y la RT-PCR Real Time, se
clasificaron: 73 muestras negativas mediante ambos métodos, 4 muestras negativas mediante
RT-PCR y positivas en el examen histoldgico, 13 muestras positivas mediante ambos métodos y
19 muestras positivas exclusivamente mediante RT-PCR. Esto supone un incremento en la
positividad de un 15,6%. . El analisis estadistico mediante la prueba de la ji-cuadrado, nos
indica que existen diferencias significativas entre los grupos de muestras analizadas mediante
Real-Time RT-PCR (muestras positivas y negativas) al ser comparado con el resultado

anatomopatoldgico (p< 3,4E%).
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Tabla 45: Tabla de contingencia comparativa de los resultados del estudio anatomopatoldgico
y la Real-Time RT-PCR (Tabla 45).

Recuento
ESTUDIO
ANATOMOPATOLOGICO
NEGATIVO  |POSITIVO| Total
— NEGATIVO 73 4 77
RT-PCR REAL TIME- S Simivo 19 13 32
Total 92 17 109

2.3. ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE DISTINTAS

PLATAFORMAS REAL TIME.

Se han comparado mediante estudio estadistico de pruebas no paramétricas de Mann-
Whitney, las dos plataformas disponibles. El resultado nos indica que existen diferencias entre
las medias de los valores de KRT normalizada, los ganglios negativos mediante analisis
anatomopatoldgico, muestran medias inferiores a los valores de los ganglios positivos. Los
resultados resultan estadisticamente significativos en ambas plataformas (plataforma Roche
p<9,1E?!, plataforma Applied p<0,001).

Tabla 46: Resultado de la prueba de suma de rangos de Mann-Whitney. Comparacion de las

medias de los niveles de expresion de las muestras segun el resulltado anatomopatolégico, en
las diferentes plataformas Rea/-time.

Rangos
Rango Suma de
ANATOMIA PATOLOGICA| N promedio | rangos
LATAFORMA  NEGATIVO 405 219,99 | 89096,50
ROCHE POSITIVO 91 375,38 34159,50
Total 496
PLATAFORMA NEGATIVO 98 51,97 5093,50
APPLIED S AN 12 84,29 | 1011,50
Total 110

Estadisticos de contraste 2

MAXLC | MAXAPA
U de Mann-Whitney | 6881,500 | 242,500

W de Wilcoxon 89096,500 | 5093,500
Z -9,346 -3,313
Sig. asintot. (bilateral] 9,1E-21 ,001

a. Variable de agrupacion: ANATOMIA PATOLOGICA
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Se realizd el analisis de curvas ROC, para estudiar la sensibilidad y especificidad de la
técnica de la RT-PCR Real-time (Roche) considerando la técnica anatomopatoldgica como go/d
standard. La capacidad predictiva depende de la capacidad del modelo para discriminar los

verdaderos positivos y es el area bajo la curva ROC.

El area bajo la curva es de 0,813, lo que significa que una muestra seleccionada al azar
entre el grupo de muestras positivas, tiene un valor de la prueba mayor (capacidad de
discernirel verdadero positivo), que uno seleccionado aleatoriamente del grupo de muestras

negativas en el 81,3% de las veces (Tabla 47).

Mediante una prueba de hipdtesis y/o de la estimacion del intervalo de confianza para
el area, podemos evaluar la precision de un proceder diagnostico. Rechazar la hipdtesis de que
el area tedrica es igual a 0,5 (p <0,05 y/o intervalo de confianza que no contiene al 0,5),
proporciona evidencia de que la prueba diagndstica tiene la habilidad para distinguir entre los 2

subgrupos.

Tabla 47: Area bajo la curva ROC. Evaluacion de la plataforma Lightcycler (Roche) como
método de deteccion de afectacion ganglionar.

Resumen del proceso de casos

N valido (segun
ANATOMIA PATOLOGICA :
lista)
Positivo? 91
Negativo 405

Los valores mayores en la variable de resultado de
contraste indican una mayor evidencia de un estado real
positivo.

a.El estado real positivo es 1
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Area bajo la curva

Variables resultado de contraste: MAXLC

Intervalo de confianza
asintotico al 95%
Area Error tip.a Sig. asintética’| Limite inferior | Limite superior
,813 ,026 9,2E-21 , 762 ,864
La variable (o variables) de resultado de contraste: MAXLC tiene al menos

un empate entre el grupo de estado real positivo y el grupo de estado real
negativo. Los estadisticos pueden estar sesgados.

a. Bajo el supuesto no paramétrico

b. Hipétesis nula: area verdadera = 0,5

Sensibilidad
¥

1 - Especificidad

Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

Grafico 4: Curva ROC. Evaluacion de la plataforma Jightcycler (Roche) para la deteccion de
afectacion axilar.

Para la plataforma Applied, el nimero de muestras examinado para construir la curva
ROC fue menor. El area determinada bajo la curva fue de 0,794 y es de capaz de discernir entre

los dos grupos. Los intervalos de confianza no contienen al 0,5 vy la significacion fue de p=0,001

(Tabla 48).



Resultados

Tabla 48: Area bajo la curva ROC. Evaluacién de la plataforma Applied

deteccion de afectacion ganglionar.

Sensibilidad

como método de

Resumen del proceso de casos

ANATOMIA PATOLOGICA

N valido ( segun lista)

Positivo?

12

Negativo

98

Los valores mayores en la variable de resultado de contraste
indican una mayor evidencia de un estado real positivo.

a. El estado real positivo es 1.

Area bajo la curva

Variables resultado de contraste: MAXAPA

Area Errortl'p."’1 Sig. asintéticd| Limite inferior | Limite superior

Intervalo de confianza
asintético al 95%

, 794 ,076 ,001

644 944

La variable (o variables) de resultado de contraste: MAXAPA tiene al
menos un empate entre el grupo de estado real positivo y el grupo de
estado real negativo. Los estadisticos pueden estar sesgados .

a. Bajo el supuesto no paramétrico

b. Hipotesis nula: area verdadera = 0,5

1,0000

,7500

,5000

,2500

0,0000

1 - Especificidad

Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

Gréfico 5: Curva ROC. Evaluacion de la plataforma Applied para la deteccion de afectacion

axilar.
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Con el fin de estudiar los valores minimos de expresion en muestras sin afectacion
tumoral, se emplearon los casos de lesiones benignas (sospecha citolégica de “atipias”).
Mediante la plataforma Roche, la media de los valores normalizados es de 7E® y con la

plataforma Applied de 3,6E® (Tabla 49).

Tabla 49: Niveles de expresion de las lesiones benignas en las plataformas Real-time.

Estadisticos descriptivos - LESIONES BENIGNAS

N Minimo Maximo Media Desuv. tip.
PLATAFORMA ROCHE 7 2,6E-05 1,1E-04 7,0E-05 3,1E-05
PLATAFORMA APPLIED 4 1,7E-04 7,0E-04 3,6E-04 2,5E-04

La media de los valores negativos y positivos mediante deteccion molecular, en ambas

plataformas fueron las siguientes (Tabla 50 y 51):

Tabla 50: Niveles medios de expresion de las muestras analizadas mediante plataforma
Roche.

Informe
ROCHE
PCR Media N Desv. tip.
NEGATIVO 1,1E-04 309 4,3E-04
POSITIVO 3,2E-02 187 1,6E-01
Total 1,2E-02 496 1,0E-01

Quedo establecido el punto de corte para la plataforma Applied en 1,3 E®, por encima

de este valor las muestras son consideradas positivas.

Tabla 51: Niveles medios de expresion de las muestras analizadas mediante plataforma
Applied.

Informe
APPLIED
PCR Media N Desv. tip.
NEGATIVO 1,3E-03 101 7,7E-03
POSITIVO 3,0E-02 9 3,6E-02
Total 3,7E-03 110 1,5E-02

La media de los valores para ambas plataformas en funcion del resultado

histopatoldgico fueron los siguientes (Tabla 52):



Resultados

Tabla 52: Niveles medios de expresion de las muestras analizadas en ambas plataformas en

funcion del resultadazo anatomopatoldgico.

Informe
ROCHE
ANATOMIA PATOLOGICA Media N Desv. tip.
NEGATIVO 2,4E-03 405 4,0E-02
POSITIVO 5,6E-02 91 2,2E-01
Total 1,2E-02 496 1,0E-01
Informe
APPLIED
ANATOMIA PATOLOGICA Media N Desv. tip.
NEGATIVO 1,8E-03 98 9,1E-03
POSITIVO 1,9E-02 12 3,3E-02
Total 3,7E-03 110 1,5E-02

Si observamos en forma de histograma como se distribuyen las muestras en funcion de

los valores normalizados de KRT19, segln su pN, observamos una tendencia a aumentar la

media de los valores a nivel que aumenta el tamaio de la metastasis (Grafico 6).

Las medias entorno a las que se distribuyen las muestras, son las siguientes: para los

ganglios centinela pNO: 1,0E-%, para los pNO(mol+): 8,0E-%, para los casos pNO(i+): 3,6E-%,

para los pNimi: 8,4E-%y para los pNia: 5,2E-%,

El escaso nimero de muestras positivas pN1mi y pNla (6) realizadas con la plataforma

Applied, no permite mostrar esta tendencia.
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Grafico 6: Histograma de las medias de los niveles de expresion en funcion de la
estadificacion axilar.
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2.4. ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE DISTINTOS METODOS

DE NORMALIZACION.

Se evaluaron dos métodos de normalizacion de datos generados por la plataforma
Roche, en el primero se utilizaron las pendientes de la recta patron generado por los valores Ct
de una serie de muestras de concentracion conocida, con el fin de estimar la eficiencia de la
reaccion para cada gen, y estimar la concentracion para cada muestra problema en funcion de
dicha eficiencia. Y en el segundo caso se utilizd el programa LinReg para calcular la eficiencia
de cada reaccioén individual a partir de la parte lineal-logaritmica de cada muestra problema, se
utilizd la regresion lineal, para calcular la recta que mas se ajusta, la concentracion inicial se

calcula a partir del valor de interseccién de la recta de regresion.

Se estudiaron 196 reacciones de RT-PCR. 137 muestras resultaron negativas por
técnicas de rutina patoldgica, la media de los valores de expresion fue de 3,6E™ para la técnica
convencional de recta patrén (asumcion de que todas las reacciones tienen la misma eficiencia)
y de 8,94E* para el método de diferente eficiencia individual de la muestra. 59 muestras
resultaron positivas por técnicas de rutina patoldgica, los valores medios de expresion fueron de
4,3E para asuncion de misma eficiencia y de 1,4E™ para eficiencia individual de cada muestra

(Tabla 53).

Tabla 53: Medias de los valores de expresion de las muestras analizadas mediante estudio
anatomopatoldgico en funcion del método de normalizacion empleado.

Medias de los valores de expresion

APA RECTA PATRON LINREG
Media 3,6E-04 8,9E-04

NEGATIVO Desv. tip. 1,7E-03 2,2E-03
N 137 137
Media 4,3E-02 1,4E-02

POSITIVO Desv. tip. 2 4,0E-02
N 59 59

Se han comparado mediante estudio estadistico de pruebas no paramétricas de Mann-

Whitney, los dos métodos disponibles. El resultado nos indica que existen diferencias entre las
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medias de los valores de KRT normalizada, los ganglios negativos mediante andlisis
anatomopatoldgico, muestran medias inferiores a los valores de los ganglios positivos. Los
resultados resultan estadisticamente significativos con ambos métodos - método misma
eficiencia p<1,9E*°, método diferente eficiencia p<5,1E™*> — (Tabla 54).

Tabla 54: Resultado de la prueba de suma de rangos de Mann-Whitney. Comparacion de las

medias de los niveles de expresion segin resultado anatomopatologico en los diferentes
métodos de normalizacion).

Rangos
Rango Suma de
APA N promedio rangos
NEGATIVO 137 74,53 10210.00
RECTA PATRON [ POSITIVO 59 154,17 9096.00
Total 196
NEGATIVO 137 77.72 10647.00
LINREG POSITIVO 59 146.76 8659.00
Total 196

Estadisticos de contraste?

RECTA PATRON LINREG
U de Mann-Whitney 757,000 1194,000
W de Wilcoxon 10210.000 10647.000
VA -9,017 -7.817
Sia. asintét, (bilateral 19E-19 DA4F-15

a. Variable de agrupacién: APA

Se realizd el analisis de curvas ROC, para estudiar la eficiencia y sensibilidad los dos
métodos de normalizacion utilizados considerando la técnica anatomopatoldgica como gold
standard. El area bajo la curva es de 0,906 - misma eficiencia - y 0,852 - diferente eficiencia —

(Tabla 55).

Mediante una prueba de hipotesis y/o de la estimacion del intervalo de confianza para
el area, podemos evaluar la precisién de un proceder diagndstico. Rechazar la hipdtesis de que
el area teorica es igual a 0,5 (p < 0,05 y/o intervalo de confianza que no contiene al 0,5),
proporciona evidencia de que la prueba diagndstica tiene la habilidad para distinguir entre los 2

subgrupos.



Resultados

Tabla 55: Area bajo la curva ROC. Evaluacion de los diferentes métodos de normalizacion,
recta patron y LinReg.

Resumen del proceso de casos

APA N valido ( segun lista)
Positivo@ 59
Negativo 137

Los valores mayores en la variable de resultado de contraste
indican una mayor evidencia de un estado real positivo.

a. El estado real positivo es 1.

Area bajo la curva

Variables Intervalo de confianza
resultado de asintético al 95%
contraste Area Error tip: | Sig. asint6tica| Limite inferior [Limite superior
RECTA PATRON ,906 ,023 1,9E-19 ,861 ,952
LINREG ,852 ,032 5,4E-15 , 790 ,915

La variable (o variables) de resultado de contraste: RECTA PATRON, LINREGtiene al menos un
empate entre el grupo de estado real positivo y el grupo de estado real negativo. Los
estadisticos pueden estar sesgados .

a. Bajo el supuesto no paramétrico
b. Hipotesis nula: area verdadera = 0,5

1,0000

,7500 =1

5000 =

Sensibilidad

12500 =

O Linea de referencia

LINREG

o RECTA PATRON

1 - Especificidad

Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

Grafico 7: Curvas ROC. Evaluacion de los dos métodos de normalizacion empleados, recta
patron y LinReg.
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Se estudid la variabilidad entre réplicas de la misma muestra realizadas en
experimentos diferentes. Se estudiaron dos muestras control, sobre las que se realizaron 11 y
12 experimentos de replica completos (retrotranscripcion y amplificacion). Se calcularon los
valores normalizados para ambos controles por los dos métodos mencionados. La media de
expresion para el control 1 fue de 4,7E™ para el método de recta patrén y de 9,9E° para el
método de eficiencias individuales (la desviacidn estandar fue respectivamente de 5,2E° y de
1,0E). La media de expresion para el control 2 fue de 1,8E° para el método de recta patrén y
de 3,5E7 para el método de eficiencias individuales - la desviacién estandar fue respectivamente

de 2,5E°y de 1,3E3- (Tabla 56).

Tabla 56: Variabilidad entre replicas empleado métodos de normalizacion distintos.

Resumenes de casos

REPLICAS RECTA PATRON LINREG
Media 4,7E-03 9,9E-03

CONTROL 1 Desv. tip. 5,2E-03 1,0E-02
N 11 11
Media 1,8E-03 3,5E-03

CONTROL 2 Desv. tip. 2,5E-03 1,3E-03
N 12 12
Media 3,2E-03 6,6E-03

Total Desv. tip. 4,2E-03 7,8E-03
N 23 23

Representacion grafica mediante barras de error con intervalos de confianza del 95%,
comparando los dos grupos de muestras (Grafico 8)

95% IC

1 .

I

o RECTA PATRON

LINREG

control 1 control 2

Grafico 8: Barras de error de la variabilidad entre replicas utilizando los dos métodos de
normalizacion.
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3. RESULTADOS PCR COMPARATIVA CON APA.

1. SERIE GLOBAL.

La serie global incluye 795 pacientes con tumorectomia y ganglio centinela.

Se consideraron tres variables dicotdmicas frente a las que contrastar los resultados
obtenidos. La primera variable es Anatomia Patoldgica (AP), recoge los resultados histoldgicos
segln las técnicas anatomopatoldgicas rutinarias (H&E e inmunohistoquimica), la segunda
variable, PCR recoge los resultados del analisis molecular, y la tercera variable que se denomind
Evaluacion Total (ET), recoge todas las muestras positivas independientemente de la técnica

empleada.

A efectos estadisticos, en el caso de pacientes con mas de un ganglio centinela se
considero el valor de expresion mas elevado de entre todos los ganglios analizados de dicha

paciente.

En la serie global el porcentaje de muestras positivas mediante técnicas
anatomopatoldgicas es del 17,2%, mediante técnicas moleculares es del 33,1%. Si utilizamos la
tercera variable, que rescate los falsos negativos producidos por las dos técnicas, el porcentaje

de positividad es del 35,6% (Tabla 57).

Tabla 57: Frecuencias y porcentajes de la deteccion de afectacion del GC, en la serie global.

ANATOMIA
PATOLOGICA PCR EVALUACION TOTAL
Recuento % Recuento % Recuento %
NEGATIVO 658 82,8% 532 66,9% 512 64,4%
POSITIVO 137 17,2% 263 33,1% 283 35,6%

Se comprobé mediante el test de la ji-cuadrado que los resultados de la RT-PCR
(estandar y Real-Time) diferencian claramente dos grupos (muestras positivas y negativas) al
ser comparado con las técnicas histopatoldgicas de evaluacién de micrometdastasis en ganglios

centinela de mama - cortes seriados, e IHQ - , p<2,0E™* (Tabla 58).
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Tabla 58: Tabla de contingencia comparativa de los resultados del estudio anatomopatoldgico
y la RT-PCR, en la serie global.

Recuento

ANATOMIA PATOLOGICA

NEGATIVO POSITIVO |  Total
NEGATIVO

T 512 20 532
POSITIVO 146 117 263

Total 658 137 795

En la serie global, la técnica de la PCR, muestra una mayor sensibilidad en la deteccién
de niveles de expresion de KRT19, con un incremento en la positividad del 15,9%, respecto a
las técnicas anatomopatoldgicas. El porcentaje de falsos negativos es del 4% - resultado del
analisis del ganglio centinela negativo mediante RT-PCR, positivo en el analisis histopatoldgico-

(Grafico 9).

Recuento

ANATOMIA PATOLOGICA

[ PosiTivo

- NEGATIVO

NEGATIVO POSITIVO

PCR

Grafico 9: Histograma comparativo del resultado molecular del analisis del GC vs el resultado
anatomopatolégico en la serie global (%).

Cuando comparamos los tumores infiltrantes y los intraductales y microinfiltrantes,
vemos que existen diferencias significativas en cuanto a la presencia de micrometastasis en los

ganglios centinelas, al ser contrastados con las variables antes mencionadas.

Mediante andlisis histopatoldgico rutinario, los tumores infiltrantes muestran afectacién
del centinela en un 19% de los casos y los intraductales y micropapilares en un 2%, p<7,4 E-®°

(Tabla 59, Grafico 10).



Resultados

Tabla 59: Analisis de la asociacion entre el tipo histolégico tumoral (infiltrante vs DCIS y

microinvasivo) y la presencia de afectacion del

GC detectado mediante técnicas

anatomopatoldgicas.
Tabla de contingencia
Recuento
ANATOMIA PATOLOGICA
0 1 Total
INFILTRANTE 560 135 695
INTRADUCTAL y MICROINVASIVO 85 2 87
Total 645 137 782
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintética| Sig. exacta| Sig. exactal
Valor gl (bilateral) (bilateral) | (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson | 15,694° 1 7,4E-05
Correccién por continuida?: 14,531 1 ,000
Razén de verosimilitud 22,364 1 ,000
E_stadlstico exacto de 000 000
Fisher
Asaociacion lineal por lineal
N de casos validos | 782

a. Calculado s6lo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperad

es 15,24.

100 ]

Recuento

40

ANATOMIA PATOLOGICA

[ PosiTivo

Il NEGATIVO

INFILTRANTE INTRADUCTAL y MICROINVASIVO

Grafico 10: Histograma comparativo del resultado anatomopatoldgico del analisis del GC y el
tipo histologico tumoral - infiltrante vs DCIS y microinvasivo - (%).

Mediante analisis molecular de los ganglios centinelas, los tumores infiltrantes

muestran afectacién del centinela en un 36% de los casos, y los intraductales y microinvasivos

en un 18%, p<0,001 (Tabla 60, Grafico 11).
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Tabla 60: Analisis de la asociacion entre el tipo histologico tumoral (infiltrante vs DCIS y
microinvasivo) y la presencia de afectacion del GC detectado mediante técnicas moleculares.

Tabla de contingencia

Recuento
PCR
0 1 Total
INFILTRANTE 448 247 695
INTRADUCTAL y MICROINVASIVO 71 16 87
Total 519 263 782
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintética Sig. exacta | Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson :L0,187b 1 ,001
Correccion por continuidad 4 9,433 1 ,002
Razén de verosimilitud 11,162 1 ,001
Estadistico exacto de
Fisher 001 001
Asociacion lineal por lineal
N de casos validos 782

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada

es 29,26.

Recuento

INFILTRANTE

INTRADUCTAL y MICROINVASIVO

PCR

[ErosiTivo

I NEGATIVO

Grafico 11: Histograma comparativo del resultado molecular del analisis del GC y el tipo

histoldgico tumoral - infiltrante vs DCIS y microinvasivo - (%).

Mediante analisis rutinario y/o molecular, los tumores infiltrantes muestran afectacion

del centinela en un 38% de los casos y los intraductales y microinvasivos en un 18%, p<2,5E-

% (Tabla 61, Grafico 12).
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Tabla 61: Analisis de la asociacion entre el tipo histolégico tumoral (infiltrante vs DCIS y
microinvasivo) y la presencia de afectacion del GC detectado por técnicas
anatomopatoldgicas y técnicas moleculares.

Tabla de contingencia

Recuento
EVALUACION TOTAL
0 1 Total
INFILTRANTE 428 267 695
INTRADUCTAL y MICROINVASIVO 71 16 87
Total 499 283 782
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintética Sig. exacta | Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 13,429° 1 2,5E-04
Correccion por continuidad 4 12,575 1 ,000
Razén de verosimilitud 14,755 1 ,000
E_stadlstlco exacto de 1000 000
Fisher
Asociacion lineal por lineal
N de casos validos 782

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada
es 31,48.

100 7

Recuento

EVALUACION TOTAL

[ posiTivo

[l NEGATIVO

INFILTRANTE

INTRADUCTAL y MICROINVASIVO

Grafico 12: Histograma comparativo del resultado del analisis anatomopatolégico y molecular
del GC y el tipo histoldgico tumoral - infiltrante vs DCIS y microinvasivo - (%).

2. TUMORES INFILTRANTES

2.1. TIPOS DE CARCINOMAS INFILTRANTES Y AFECTACION
GANGLIONAR.

Cuando analizamos la serie de carcinomas infiltrantes, el 19,5% de los casos de

carcinoma ductal, muestran afectacion ganglionar mediante estudio anatomopatoldgico
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rutinario frente al 36,2% de los casos mediante estudio molecular. El 34,5% de los casos de
carcinoma lobulillar, muestran afectacion ganglionar mediante estudio anatomopatoldgico

rutinario frente al 41,4% de los casos mediante estudio molecular.

El 100% de los carcinomas tipo coloide y de tipo medular, no muestran afectacion
ganglionar cuando se realiza estudio anatomopatoldgico rutinario. El 11,8% y 50% de los casos

resultan positivos respectivamente mediante estudio molecular (Tabla 62).

Tabla 62: Frecuencias y porcentajes de afectacion del GC en la serie de tumores infiltrantes,
segun tipo histoldgico y método de deteccion empleado.

ANATOMIA PATOLOGICA PCR
NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO

Recuento % fila Recuento % fila Recuento % fila Recuento % fila
COLOIDE 17 100,0 15 88,2 2 11,8
DUCTAL 512 80,5 124 19,5 406 63,8 230 36,2
LOBULILLAR 19 65,5 10 34,5 17 58,6 12 41,4
MEDULAR 4 100,0 2 50,0 2 50,0
MICROPAPILAR 2 66,7 1 33,3 2 66,7 1 33,3
TUBULAR 6 100,0 6 100,0

Merece la pena destacar, que en el caso de los carcinomas lobulillares, los tumores de
la variedad pleomodrfica muestran un elevado porcentaje de positividad ganglionar (80%),

independientemente de la técnica de analisis utilizada para estudiar el ganglio centinela.

Mediante analisis anatomopatoldgico rutinario, el 80% de los carcinomas lobulillares
pleomorficos presentan afectacion ganglionar, frente al 25% de los lobulillares estandar

,p<0,019 (Tabla 63, Grafico 13).

Tabla 63: Analisis de la asociacion entre el tipo histoldgico de carcinoma infiltrante lobulillar y
la presencia de afectacion del GC detectado por técnicas anatomopatoldgicas.

Tabla de contingencia

Recuento
ANATOMIA PATOLOGICA
NEGATIVO POSITIVO Total
TIP IobuI!IIar : 18 6 24
lobulillar pleomorfico 1 4 5
Total 19 10 29
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Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética Sig. exacta | Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 5,541b 1 ,019
Correccion por continuidad 4 3,373 1 ,066
Razon de verosimilitud 5,367 1 ,021
E§tad|st|co exacto de 036 036
Fisher
Asociacion lineal por lineal
N de casos validos 29

a. Calculado sdlo para una tabla de 2x2.

b. 2 casillas (50,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima

esperada es 1,72.

Recuento

lobulillar

TIPO

|. pleomorfico

ANATOMIA PATOLOGICA

[ rosiTivo

B NEGATIVO

Gréfico 13: Histograma comparativo del resultado del analisis anatomopatoldgico del GCy el
tipo histolégico de carcinoma lobulillar infiltrante (%).

Mediante analisis molecular, el 80% de los carcinomas lobulillares pleomdrficos

presentan afectacion ganglionar, frente al 33% de los lobulillares estandar (Tabla 64, Grafico

14).

Tabla 64: Analisis de la asociacion entre el tipo histologico de carcinoma infiltrante lobulillar y
la presencia de afectacion del GC detectado por técnicas moleculares.

Tabla de contingencia

Recuento
PCR
NEGATIVO | POSITIVO| Total
TIPO Iobul?llar _ 16 8 24
lobulillar pleomérfico 1 4 5
Total 17 12 29
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Recuento

PCR

[ErosiTivo

[ NEGATIVO

lobulillar |. pleomorfico

TIPO

Grafico 14: Histograma comparativo del resultado del analisis molecular del GC y el tipo
histologico de carcinoma lobulillar infiltrante (%o).
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2.2. RELACION TAMANO TUMORAL Y AFECTACION
GANGLIONAR.

Cuando analizamos la serie de carcinomas infiltrantes (ductales infiltrantes, lobulillar,
tubular y coloide), los porcentajes de positividad de los ganglios centinela aumentan en relacion

al tamano del tumor.

Al contrastar la variable AP con la estadificacién tumoral, los tumores pTla y pTib,
muestran el mismo porcentaje de ganglios centinela positivos, 11%, los tumores pT1c un 20%,
los tumores pT2, un 29%, y los pT3 un 42%. Estas diferencias son significativas con un

p<0,001 (Tabla 65, Grafica 15).

Tabla 65: Analisis de la asociacion entre la estadificacion tumoral (pT) y la presencia de
afectacion del GC detectado por técnicas anatomopatoldgicas.

Tabla de contingencia

Recuento
ANATOMIA
PATOLOGICA
NEGATIVO |POSITIVO Total

pTla 16 2 18

pT1lb 142 17 159

pTlc 311 76 387

pT2 84 35 119

pT3 7 5 12
Total 560 135 695

Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintétical
Valor gl (bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson| 19,9302 4 ,001
Correccion por continuidad
Razén de verosimilitud 19,760 4 ,001
Asociacion lineal por lineal
N de casos validos 695

a. 2 casillas (20,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 2,33.
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Grafico 15: Histograma comparativo del resultado del analisis histopatolégico del GC y la
estadificacion tumoral pT (%).

Al contrastar la variable PCR con la estadificacion tumoral, los tumores pT1la muestran
ganglios centinelas positivos en un 22% de los casos, los tumores pT1b 27%, los tumores pT1c
un 38%, los pT2 un 39% vy los pT3 un 58%. Estas diferencias son significativas con un

p<0,030, (Tabla 66, Grafico 16).

Tabla 66: Andlisis de la asociacion entre la estadificacion tumoral (pT) y la presencia de
afectacion del GC detectado por técnicas moleculares.

Tabla de contingencia

Recuento
PCR
NEGATIVO | POSITIVO
Total
pTla 14 4 18
pT1lb 116 43 159
pTlc 241 146 387
pT2 72 47 119
pT3 5 7 12
Total 448 247 695
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintétical
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson| 10,7452 4 ,030
Correccioén por continuidagl
Razén de verosimilitud 10,906 4 ,028
Asaciacion lineal por lineal
N de casos validos 695

a. 1 casillas (10,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 4,26.
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Recuento
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NEGATIVO

Grafico 16: Histograma comparativo del resultado del analisis molecular del GC y la
estadificacion tumoral pT (%).

Al contrastar la variable ET, con la estadificacion tumoral, los tumores pT1a muestran

ganglios positivos en un 22% de los casos, los tumores pT1b 29%, los tumores pT1c un 40%,

los pT2 un 46% y los pT3 un 67%. Estas diferencias son significativas con un p<0,004 (Tabla

16, Grafico 17).

Tabla 67: Andlisis de la asociacion entre la estadificacion tumoral (pT) y la presencia de
afectacion del GC detectado por técnicas anatomopatolégicas y moleculares.

Tabla de contingencia

Recuento
EVALUACION TOTAL
0 1 Total
pTla 14 4 18
pT1lb 113 46 159
pTlc 233 154 387
pT2 64 55 119
pT3 4 8 12
Total 428 267 695

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintétical

Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson| 15,4622 4 ,004
Correccioén por continuidagl
Razén de verosimilitud 15,661 4 ,004
Asociacion lineal por linea)
N de casos validos | 695

a. 1 casillas (10,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 4,61.
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Grafico 17: Histograma comparativo del resultado del analisis anatomopatolégico y molecular
del GC y la estadificacion tumoral pT (%).

2.3. RELACION GRADO TUMORAL Y AFECTACION
GANGLIONAR.

Estudiamos si el grado tumoral es una variable que condiciona el porcentaje de
positividad detectado en los ganglios centinela. Al contrastar el grado tumoral con la variable
AP, vemos una tendencia hacia un aumento de la positividad asociado al grado, pero que no
alcanza la significacién, p<0,123. Los tumores de grado 1, tienen ganglios centinela positivo
mediante técnicas histopatoldgicas, en un 16% de las ocasiones, los tumores de grado 2, en un

17%, y los tumores de grado 3, en un 23%.

Al comparar el grado tumoral con la variable PCR, también observamos la tendencia
hacia un aumento de positividad a medida que aumenta el grado tumoral. Los tumores de
grado 1, tienen un 26% de ganglios centinela positivos detectados mediante técnicas
moleculares, los de grado 2, un 34%, y los de grado 3, un 41%. Esta tendencia no resulta

significativa a nivel estadistico, p<0,053.

Al contrastar la variable ET, frente al grado, las tendencias antes observadas de un
aumento de positividad conforme se incrementa el grado tumoral se confirman. El 28% de los
tumores de grado 1, tienen ganglios positivos detectados por técnicas histopatoldgicas y/o

moleculares, el 36% de los tumores de grado 2, tienen ganglios positivos y el 45% de los
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tumores de grado 3. Estas diferencias resultan estadisticamente significativas, p<0,018 (Tabla

68, Grafico 18).

Tabla 68: Analisis de la asociacion entre el grado histologico y la presencia de afectacion del
GC detectado por técnicas anatomopatolégicas y moleculares.

Recuento
EVALUACION TOTAL
NEGATIVO | POSITIVO Total
1 42 16 58
GRADO 2 252 143 395
3 116 96 212
Total 410 255 665

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética)
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson| 8,0162 2 ,018
Correccién por continuidagl
Razén de verosimilitud 8,074 2 ,018
Asociacion lineal por linea] 8,001 1 ,005
N de casos validos 667

a. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. L¢
frecuencia minima esperada es 22,26.

Recuento

GRADO 1

GRADO

EVALUACION TOTAL

Grafico 18: Histograma comparativo del resultado del analisis anatomopatolégico y molecular
del GC y el grado histolégico (%).

Si analizamos la afectacion ganglionar comparando tumores de grado 1 o 2 (agrupado),

con tumores de grado 3, comprobamos que mediante el analisis por técnicas histopatoldgicas,

los tumores de grado 1 o 2 muestran menor probabilidad de afectacion (17%), frente a los

tumores de grado 3 (23%) alcanzando la significacion estadistica ,p<0,042 (Tabla 69, Grafico

19).
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Tabla 69: Analisis de la asociacion entre el grado histoldgico (grado 1y 2 agrupado vs 3) y la
presencia de afectacién del GC detectado mediante técnicas anatomopatolégicas.

Tabla de contingencia

Recuento
ANATOMIA
PATOLOGICA
NEGATIVO| POSITIVO| Total
GRADO 1y 2 377 76 453
GRADO 3 164 50 214
Total 541 126 667
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintética| Sig. exacta| Sig. exactal
Valor gl (bilateral) (bilateral) | (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson| 4,116 1 ,042
Correccion por continuidad| 3698 1 054
Razén de verosimilitud 4,006 1 ,045
E§tadistico exacto de 045 028
Fisher
Asociacion lineal por linea] 4,110 1 ,043
N de casos validos 667

a. Calculado solo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima espere a
es 40,43.

Recuento

ANATOMIA PATOLOGICA

ErosiTivo

NEGATIVO
GRADO 1y 2

GRADO 1y2vs 3

Grafico 19: Histograma comparativo del resultado del analisis anatomopatoldgico del GC y el
grado histologico - grado 1 y 2 agrupado vs 3 - (%).

Si analizamos la afectacion ganglionar comparando tumores de grado 1 o 2 (agrupado),
con tumores de grado 3, comprobamos que mediante el analisis por técnicas moleculares, los
tumores de grado 1 o 2 muestran menor probabilidad de afectacion (33%), frente a los
tumores de grado 3 (41%). Estos valores alcanzan la significacion estadistica, p<0,033 (Tabla

70, Gréfico 20).
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Tabla 70: Analisis de la asociacion entre el grado histoldgico (grado 1y 2 agrupado vs 3) yla
presencia de afectacion del GC detectado mediante técnicas moleculares.

Tabla de contingencia

Recuento
PCR
NEGATIVO | POSITIVO Total
GRADO 1y 2 305 148 453
GRADO 3 126 88 214
Total 431 236 667

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética| Sig. exacta| Sig. exactal
Valor gl (bilateral) (bilateral) | (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson| 4,539° 1 ,033
Correccion por continuidz; 4,177 1 041
Razoén de verosimilitud 4,491 1 ,034
E_stadlstlco exacto de 037 021
Fisher
Asociacion lineal por linea] 4,533 1 ,033
N de casos validos 667

a. Calculado so6lo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada

es 75,72.

Recuento

GRADO 1y2vs3

PCR

ErosiTivo

I NEGATIVO

Grafico 20: Histograma comparativo del resultado del analisis molecular del GC y el grado

histologico — grado 1 y 2 agrupado vs 3 - (%).

Si analizamos la afectacion ganglionar comparando tumores de grado 1 o 2 (agrupado),

con tumores de grado 3, comprobamos que independientemente de la técnica empleada que

los tumores de grado 1 o 2 muestran menor probabilidad de afectacion (35%), frente a los

tumores de grado 3 (45%). Estos valores alcanzan la significacion estadistica, p<0,011 (Tabla

71, Gréfico 21).
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Tabla 71: Analisis de la asociacion entre el grado histologico (grado 1 y 2 agrupado vs 3) y la
presencia de afectacion del GC detectado mediante técnicas anatomopatoldgicas y
moleculares.

Tabla de contingencia

Recuento
EVALUACION TOTAL
NEGATIVO | POSITIVO Total
GRADO 1y 2 294 159 453
GRADO 3 117 97 214
Total 411 256 667
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintética| Sig. exacta| Sig. exactal
Valor gl (bilateral) (bilateral) | (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson| 6,429 1 ,011
Correccion por continuidgd 6,003 1 ,014
Razén de verosimilitud 6,371 1 ,012
E_stadlstico exacto de 013 007
Fisher
Asociacion lineal por linea] 6,419 1 ,011
N de casos validos | 667

a. Calculado so6lo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima espere a
es 82,13.

Recuento

EVALUACION TOTAL

[ErosiTivo

IINEGATIVO

GRADO 1y 2

GRADO 3

GRADO 1y2vs 3

Grafico 21: Grafico 22: Histograma comparativo del resultado del analisis anatomopatologico
y molecular del GC y el grado histolégico — grado 1 y 2 agrupado vs 3 - (%).
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2.4. RELACION PERMEACION VASCULAR Y AFECTACION

GANGLIONAR.

Al estudiar la relaciéon entre la presencia de permeacion vascular en los tumores y la

afectacion de los ganglios centinela, todos los métodos empleados confirman que la presencia

de permeacion se asocia con un riesgo elevado de afectacion ganglionar.

Mediante estudio anatomopatoldgico rutinario, el 54% de los tumores con presencia de

permeacion vascular muestran ganglios centinela positivos, p<2,6E!(Tabla 72, Grafico 23).

Tabla 72: Andlisis de la asociacion entre la presencia de permeacion vascular en el tumor
primario y la afectacion del GC detectado mediante técnicas anatomopatoldgicas.

Tabla de contingencia

Recuento
ANATOMIA PATOLOGICA
NEGATIVO POSITIVO Total
PERMEACION  AUSENCIA 526 103 629
VASCULAR PRESENCIA 25 29 54
Total 551 132 683
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintética| Sig. exacta| Sig. exactal
Valor gl (bilateral) (bilateral) | (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson| 44,445° 1 2,6E-11
a
Correccion por continuidad| 42,083 1 ,000
Razoén de verosimilitud 35,171 1 ,000
E§tad|st|co exacto de 1000 000
Fisher
Asociacion lineal por linea] 44,380 1 ,000
N de casos validos 683

a. Calculado so6lo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima espere a

es 10,44.
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Grafico 23: Histograma comparativo del resultado del analisis anatomopatoldgico del GCy la
presencia de permeacion vascular en el tumor primario (%o).

Mediante técnicas moleculares, el 54% de los tumores con presencia de permeacion

vascular muestran ganglios centinela positivos, p<0,003 (Tabla 73, Grafico 24).

Tabla 73: Andlisis de la asociacion entre la presencia de permeacion vascular en el tumor
primario y la afectacion del GC detectado mediante técnicas moleculares.

Tabla de contingencia

Recuento
PCR
NEGATIVO POSITIVO Total
PERMEACION AUSENCIA 416 213 629
VASCULAR PRESENCIA 25 29 54
Total 441 242 683
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintétical Sig. exacta| Sig. exactal
Valor gl (bilateral) (bilateral) | (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson| 8,557 1 ,003
Correccion por continuidad|  7.712 1 ,005
Razoén de verosimilitud 8,169 1 ,004
E§tad|stico exacto de 005 003
Fisher
Asociacion lineal por linea] 8,544 1 ,003
N de casos validos 683

a. Calculado solo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esper: a
es 19,13.
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Grafico 24: Histograma comparativo del resultado del analisis molecular del GC y la presencia
de permeacion vascular en el tumor primario (%).

Mediante analisis combinado, el 59% de los tumores con presencia de permeacién

vascular muestran afectacion ganglionar, p<0,001 (Tabla 74, Grafico 25).

Tabla 74: Andlisis de la asociacion entre la presencia de permeacion vascular en el tumor
primario y la afectacion del GC detectado mediante técnicas anatomopatolégicas y

moleculares.
Tabla de contingencia
Recuento
EVALUACION TOTAL
NEGATIVO POSITIVO Total
PERMEACION AUSENCIA 399 230 629
VASCULAR PRESENCIA 22 32 54
Total 421 262 683
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintética| Sig. exacta| Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) | (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson| 10,831P 1 ,001
Correccién por continuideai\d 9,893 1 ,002
Razén de verosimilitud 10,476 1 ,001
E_stadl’stico exacto de 001 001
Fisher
Asociacion lineal por linea] 10,815 1 ,001
N de casos validos | 683

a. Calculado solo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima espere a

es 20,71.
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Grafico 25: Histograma comparativo del resultado del analisis anatomopatolégico y
molecular del GC y la presencia de permeacion vascular en el tumor primario (%).
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2.5. RELACION MULTICENTRICIDAD O BILATERALIDAD Y
AFECTACION GANGLIONAR.

La multicéntricidad y la presencia de tumores contralaterales, en el momento del

diagndstico, no estan relacionadas con la afectaciéon ganglionar.

El 27% de los tumores multicéntricos frente al 19% de los tumores Unicos,
presentan  afectacion del ganglio centinela, detectado mediante técnicas
anatomopatoldgicas de rutina (p<0,204). Si el analisis de los ganglios centinela se efectda
mediante técnicas moleculares, el 47% de los tumores multicéntricos muestran ganglios
centinela afectados, frente al 35% (p<0,107). En el analisis combinado, el 47% de los

tumores multicéntricos muestran ganglios centinela afectados, frente al 38% (p<0,239).

Al analizar los tumores que presentaban una mama contralateral afectada en el
momento del diagndstico inicial, en el estudio anatomopatoldgico rutinario, el 9% de los
tumores contralaterales, presentan afectacién ganglio centinela frente al 20% de los
tumores sin afectacion contralateral (p<0,701). Mediante estudio molecular, la tendencia
anterior se invierte, y el 45% de los tumores con afectacion contralateral muestran
enfermedad residual en el ganglio centinela frente al 35% de los tumores no contralaterales
(p<0,533). En el andlisis combinado, el 45% de los tumores con afectacion contralateral
muestran afectacién del ganglio centinela frente al 38% de los tumores no contralaterales

(p<0,757).
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2.6. RELACION EXPRESION DE RECEPTORES HORMONALES
(ESTROGENOS Y PROGESTERONA), FACTOR DE PROLIFERACION Y
AFECTACION GANGLIONAR.

La expresion de receptores hormonales en el tumor primario, detectada mediante

inmunohistoquimica, no esta relacionada con la afectacion ganglionar.

El 22% de los tumores RE negativos muestran afectacidon ganglionar detectada
mediante técnicas histopatoldgicas, frente al 19% de los tumores con RE positivos (p<0,587).
El 40% de los tumores RE negativos muestran afectacion ganglionar detectada mediante
técnicas moleculares, frente al 36% de los tumores con RE positivos (p<0,470). El 42% de los
receptores negativos muestran afectacion ganglionar detectada mediante analisis combinado de

las dos técnicas, frente al 39% de los RE positivos (p<0,676).

El 20% de los tumores RP negativos muestran afectacion ganglionar detectada
mediante técnicas histopatoldgicas, al igual que el 20% de los tumores con RP positivos
(p<0,822). El 41% de los tumores RP negativos muestran afectacion del ganglio centinela
detectada mediante técnicas moleculares, frente al 35% de los tumores RP positivos (p<0,160).
El 43% de los tumores con RP negativos muestran afectacion ganglionar detectada mediante

andlisis combinado de las dos técnicas, frente al 38% de los tumores RP positivos (p<0,215).

Al estudiar la expresion del factor de proliferacion nuclear, Ki67, ninguna de las
variables muestra significacion estadistica. El 20% de los tumores Ki67 positivo presentan
ganglios afectados mediante rutina histopatoldgica, frente al 18% de los negativos (p<0,722).
El 36% de los tumores Ki67 positivo presentan afectacion ganglionar detectada mediante RT-
PCR, frente al 35% de los tumores negativos (p<0,891). El 40% de los tumores con Ki67
positivo presentan afectacion del centinela detectado por cualquier técnica, frente el 38% de los

tumores negativos (p<0,761).
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2.7. RELA,CION SOBREEXPRESION/AMPLIFICACION HER2-
neu Y AFECTACION GANGLIONAR.

La sobreexpresion/amplificacion del oncogén HER2/neu en el tumor primario, no
estd relacionado con la positividad del ganglio centinela. Mediante el estudio
anatomopatoldgico  rutinario, el 27% de los tumores con el HER2
sobreexpresado/amplificado muestran ganglios centinelas positivos frente al 17% de los
HER2 negativos (p<0,086). Mediante el estudio molecular, el 38% de los tumores con el
HER2 sobreexpresado/amplificado muestran ganglios centinela positivos, frente el 35% de
los HER2 negativo (p<0,710). Mediante el estudio combinado, el 42% de los tumores con el
HER2 sobreexpresado/amplificado muestran ganglios centinela positivos, frente el 38% de

los HER2 negativo (p<0,576).

2.8. RELACION SOBREEXPRESION/AMPLIFICACION HER2-
neu Y OTROS FACTORES PRONOSTICOS.

Existe una relacion estadisticamente significativa entre la
sobreexpresion/amplificacion del HER2 y el aumento en el grado histolégico tumoral, la
falta de expresion de los receptores hormonales, la elevada actividad proliferativa

(expresion del factor de proliferacion nuclear Ki67), y la presencia de permeacion vascular.

El 100% de los tumores de grado 1, no poseen sobreexpresién/amplificacion del
HER2, mientras que el 4% de los tumores de grado 2 y el 21% de los tumores de grado 3,

poseen amplificacion del oncogén (p<1,71E-09).

El 31% de los tumores con sobreexpresion/amplificacion del HER2, no expresan RE
frente al 9% de los tumores sin sobreexpresion/amplificacion del HER2 (p<3,18E-06). El
44% de los tumores con sobreexpresion/amplificacion del HER2 no expresan RP frente al

21% de los tumores sin sobreexpresion/amplificacion del HER2 (P<2,47E-04).

El 36% de los tumores con sobreexpresion/amplificacion del HER2 poseen
sobrexpresion del Ki67 frente al 11% de los tumores con ausencia de

sobreexpresion/amplificacion del HER2 (p<1,68E-06).
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El 21% de los tumores con sobrexpresion/amplificacion del HER2 muestran
permeacion vascular frente al 6% de los tumores sin sobreexpresion/amplificacion del

oncogen (p<0,002).

La sobreexpresion/amplificacién del HER2-neu en el grupo pNO (pNO, pNO(mol+) y
pNO(i+)), esta relacionada positivamente con el grado histoldgico elevado, con la falta de

expresion de los receptores hormonales y con elevada expresion de ki67.

En el grupo de los pNO, el 4% de los tumores de grado 2 y el 20% de los tumores
de grado 3, poseen amplificacion del oncogén, mientras que el 100% de los tumores de

grado 1, no poseen sobreexpresion/amplificacion del HER2, (p<6,39E-08).

El 32% de los tumores con sobreexpresion/amplificacion del HER2, no expresan el
RE frente al 9% de los tumores sin sobreexpresién/amplificacion (p<4,88E-06). El 46% de
los tumores con sobreexpresion/amplificacion del HER2, no expresan el RP frente al 21%

de los tumores sin sobreexpresion/amplificacion (p<2,23E-04).

El 33% de los tumores con el oncogen sobreexpresado/amplificado poseen
sobreexpresion del Ki67 frente al 11% de los tumores sin sobreexpresion/amplificacion del

HER2 (p<1,75E-04).

2.9. RELACION CLASIFICACION MOLECULAR Y AFECTACION
GANGLIONAR.

Si clasificamos los tumores como luminales, triple negativos o HER2 positivos,
segin los criterios mencionados previamente, no se demuestra relacién entre Ila

clasificacion molecular y la afectacién del ganglio centinela.

Mediante analisis anatomopatoldgico de rutina, presentan afectacion del ganglio
centinela, 17% de los tumores luminales, 23% de los tumores triples negativos y 27% de
los HER2 positivos (p<0,157). Mediante analisis molecular, presentan afectacion del ganglio
centinela, 34% de los tumores luminares, 45% de los triples negativos, y 38% de los HER2

positivos (p<0,364). Mediante analisis combinado, presentan afectacion del ganglio
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centinela, 37% de los tumores luminales, 45% de los tumores triples negativos y 42% de

los HER2 positivos p<0,538.

2.10. RELACION CLASIFICACION RIESGO (St. GALLEN) Y
AFECTACION GANGLIONAR.

Al analizar los tumores infiltrantes clasificados segun los criterios de St. Gallen,

mencionados previamente, comprobamos la relacién entre la clasificacion del tumor primario en

grupos de riesgo de recaida y aumento en el porcentaje de positividad del ganglio centinela.

Mediante estudio anatomopatoldgico rutinario, muestran afectacién del ganglio

centinela, 10% de los tumores de riesgo bajo, 19% de los tumores de riesgo medio y 25% de

los tumores de riesgo elevado p<0,002 (Tabla 75 y Grafico 26).

Tabla 75: Analisis de la asociacion entre la clasificacion de riesgo de St. Gallen y la afectacién
del GC detectado mediante técnicas anatomopatoldgicas.

Tabla de contingencia

Recuento
ANATOMIA
PATOLOGICA
NEGATIVO|POSITIVO Total
RIESGO BAJO 111 12 123
RIESGO RIESGO MEDIO 190 45 235
RIESGO ALTO 225 74 299
Total 526 131 657

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintétical
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson| 12,4152 2 ,002
[Correccion por continuidad
Razoén de verosimilitud 13,619 2 ,001
JAsociacion lineal por lineal|l 12,081 1 ,001
N de casos validos 657

a. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. Lz
frecuencia minima esperada es 24,53.
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Grafico 26: Histograma comparativo del resultado del analisis anatomopatoldgico del GC y la
clasificacién de riesgo de St. Gallen (%).

Mediante analisis molecular, muestran afectacién del ganglio centinela, 25% de los
tumores de riesgo bajo, 37% de los tumores de riesgo medio y 41% de los tumores de riesgo

alto, p<0,010 (Tabla 76, Grafico 27).

Tabla 76: Analisis de la asociacion entre la clasificacion de riesgo de St. Gallen y la afectacion
del GC detectado mediante técnicas moleculares.

Tabla de contingencia

Recuento
PCR
NEGATIVO|POSITIVO Total
RIESGO BAJO 92 31 123
RIESGO RIESGO MEDIO| 148 87 235
RIESGO ALTO 177 122 299
Total 417 240 657
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintétical
Valor al (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson| 9,1852 2 ,010
Correccion por continuidad
Razén de verosimilitud 9,546 2 ,008
Asociacion lineal por linea] 8,195 1 ,004
N de casos validos 657

a. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. L¢
frecuencia minima esperada es 44,93.
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Grafico 27: Histograma comparativo del resultado del analisis molecular del GC y la

clasificacion de riesgo de St. Gallen (%).

Mediante andlisis combinado, muestran afectacion del ganglio centinela, 27% de los

tumores de riesgo bajo, 39% de los tumores de riesgo medio y 45% de los tumores de riesgo

alto, p<0,002 (Tabla 77, Grafico 28).

Tabla 77: Analisis de la asociacion entre la clasificacion de riesgo de St. Gallen y la afectacion

del GC detectado mediante técnicas anatomopatoldgicas y moleculares.

Tabla de contingencia

Recuento
EVALUACION TOTAL
NEGATIVO|POSITIVO|  Total
RIESGO BAJO 90 33 123
RIESGO RIESGO MEDIO| 143 92 235
RIESGO ALTO 164 135 299
Total 397 260 657

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintétical

Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson| 12,2612 2 ,002
Correccion por continuidad
Razén de verosimilitud 12,647 2 ,002
Asociacion lineal por linea] 11,657 1 ,001
N de casos validos 657

a. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. L¢
frecuencia minima esperada es 48,68.
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Grafico 28: Histograma comparativo del resultado del analisis anatomopatolégico y
molecular del GC y la clasificacion de riesgo de St. Gallen (%).

A continuacion mostramos una tabla resumen de las caracteristicas clinico-patoldgicas
de los tumores infiltrantes segun el resultado del analisis del ganglio centinela empleando el

analisis molecular, el andlisis anatomopatoldgico y la combinacién de ambas (Tabla 78).
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2.11. RELACION CLASIFICACION RIESGO (St. GALLEN) Y
ESTADIFICACION GANGLIONAR.

Al analizar los tumores infiltrantes clasificados segun los criterios de St. Gallen,
agrupado en dos grupos de riesgo, (bajo vs. medio y alto, para simplificar el analisis),

comprobamos que la clasificacion del tumor primario en grupos de riesgo de recaida condiciona

la estadificacion axilar.

En los tumores de riesgo bajo el 72,4% de los casos son pNO(sn). El 17,9% de los

casos son pNO(mol+)(sn). El 1,5% son pNO(i+)(sn). El 4,1% de los casos son pN1mi(sn). El 4,1
p p p

% de los casos son pN1la(sn).

En los tumores de riesgo medio y alto el 57,1% de los casos son pNO(sn). El 21% de
los casos son pNO(mol+)(sn). El 6,9% son pNO(i+)(sn). El 5,4% de los casos son pN1mi(sn). El

9,6 % de los casos son pN1la(sn), p<0,011 (Tabla 79, Grafico 29 ).

Tabla 79: Analisis de la asociacion entre la clasificacion de riesgo de St. Gallen (Riesgo medio

y alto agrupado) y la estadificacion axilar (pN).

Tabla de contingencia

Recuento
pN
pNO pNO (mol+)| pNO (i+) pN1mi pNla Total
RIESGO BAJO 89 22 2 5 5 123
RIESGO MEDIO Y ALTO 305 112 37 29 51 534
Total 394 134 39 34 56 657

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintétical
Valor o] (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson| 12,9652 4 ,011
[Correccion por continuidad
Razon de verosimilitud 15,017 4 ,005
Asociacion lineal por linea] 9,847 1 ,002
N de casos validos 657

a. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. Lz

frecuencia minima esperada es 6,37.
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Grafico 29: Histograma comparativo de la clasificacion de riesgo de St. Gallen (riesgo medio y
alto agrupado) y la estadificacion axilar- pN -(%).

2.12. RELACION PERMEACION VASCULAR Y ESTADIFICACION
GANGLIONAR.

Al estudiar la relacion entre la presencia de permeacion vascular en los tumores vy la
estadificacién ganglionar, comprobamos que la presencia de permeacién vascular en el tumor
primario condiciona la estadificacion axilar. Se observa presencia de permeacion vascular en el
tumor primario en el 5,3% de los pNO(sn), en el 2,2% de los pNO(mol+)(sn), en 17,9% de los

pNO(i+), en el 20% de los pN1miy en el 27,3% de los pN1a, p<2,45'° (Tabla 80, Gréfica 30).

Tabla 80: Analisis de la asociacion entre la presencia de permeacion vascular en el tumor
primario y la estadificacion axilar (pN).

Tabla de contingencia

Recuento
pN

pNO pNO (mol+) PNO (i+) pN1mi pNla Total
PERMEACION  AUSENCIA 396 133 32 28 40 629
VASCULAR PRESENCIA 22 3 7 7 15 54
Total 418 136 39 35 55 683

Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintétical
Valor gl (bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson| 50,8432 4 2,4E-10
Correccion por continuidad
Razén de verosimilitud 40,280 4 ,000
Asociacion lineal por linea] 39,625 1 ,000
N de casos validos 683

a. 3 casillas (30,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 2,77.
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Grafico 30: Histograma comparativo entre la presencia de permeacion vascular en el tumor
primario y la estadificacion axilar- pN -(%).
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2.13. ANALISIS MULTIVARIADO.

Se ha empleado el analisis de regresion logistica binaria, para analizar si la deteccién de
micrometastasis en los ganglios centinelas (determinado por diferentes técnicas) esta

determinada por algunas de las caracteristicas del tumor primario.

En la serie de carcinoma invasivo, se han contrastado los datos dicotémicos generados
por las variables APA (analisis histopatoldgico), PCR (analisis molecular) y ET (analisis
combinado de técnicas histopatoldgicas y analisis molecular) y se contrastaron con los cuatro
parametros significativos en los test de independencia: grado tumoral, tamafno tumoral,

permeacion vascular y riesgo de recidiva (Clasificacion de St. Gallen).

Los dos parametros que mantiene la significacion en el analisis de regresion logistica

son: el riesgo de recidiva y la permeacion vascular.

En la siguiente tabla (Tabla 81), mostramos el analisis multivariado de la deteccion de
micrometastasis mediante técnicas histopatoldgicas teniendo en cuenta la clasificacion de riesgo

de St. Gallen como variable categoérica y la permeacion vascular.

Tabla 81: Estudio multivariado mediante regresion logistica de la presencia de afectacion del
GC detectada mediante técnicas anatomatopatoldgicas en funcion de la presencia de
permeacion vascular en el tumor primario y la clasificacion de riesgo de St. Gallen.

Prueba de Hosmer y Lemeshow

Paso | Chi-cuadrado gl Sig.
1 1,036 2 ,596

Tabla de contingencias para la prueba de Hosmer y Lemeshow

ANATOMIA ANATOMIA
PATOLOGICA =0 PATOLOGICA=1
Observado| Esperado| Observado| Esperado Total
RIESGO BAJO 103 103,964 11 10,036 114
Paso RIESGO MEDIO 182 185,646 44 40,354 226
1 RIESGO ALTO 207 202,390 45 49,610 252
PRESENCIA PERMEACION VASCULAR 25 25,000 28 28,000 53
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Variables en la ecuacion

1.C. 95,0% para EXP(B
B E.T. Wald gl Sig. Exp(B) Inferior Superior
RIESGO 7,062 2 ,029
RIESGO(1) 812 ,361 5,060 1 ,024 2,252 1,110 4,568
PASO RIESGO(2) 932 352 7,021 1 ,008 2,539 1,275 5,059
PERMEAVA(1)] 1,591 ,304 27,368 1 ,000 4,908 2,704 8,908
Constante -2,338 ,320 53,385 1 ,000 ,097

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: PERMEAVA.

Deteccion de micrometdastasis mediante técnicas moleculares teniendo en cuenta la

clasificacion de riesgo de St. Gallen como variable categdrica y la permeacion vascular (Tabla

82).

Tabla 82: Estudio multivariado mediante regresion logistica de la presencia de afectacion del
GC detectada mediante técnicas moleculares en funcion de la presencia de permeacion
vascular en el tumor primario y la clasificacion de riesgo de St. Gallen.

Prueba de Hosmer y Lemeshow

Paso | Chi-cuadrado gl

Sig.

1 ,300 3

,960

Tabla de contingencias para la prueba de Hosmer y Lemeshow

PCR = PCR NEGATIVO | PCR = PCR POSITIVO
Observado | Esperado | Observado | Esperado Total
RIESGO BAJO 86 86,138 28 27,862 114
Paso RIESGO MEDIO _ 141 143,679 85 82,321 226
1 RIESGO BAJO CON PERMEACION 2 1,862 1 1,138 3
RIESGO ALTO 158 155,183 94 96,817 252
RIESGO MEDIO Y ALTO CON PERMEACION 23 23,138 27 26,862 50
Variables en la ecuacién
1.C. 95,0% para EXP(B)
B E.T. Wald gl Sig. Exp(B) Inferior Superior
RIESGO 7,238 2 ,027
Paso RIESGO(1) ,572 ,254 5,085 1 ,024 1,771 1,078 2,912
13 RIESGO(2) ,657 ,248 7,028 1 ,008 1,929 1,187 3,135
PERMEAVA(1) ,636 ,294 4,671 1 ,031 1,890 1,061 3,365
Constante -1,129 ,215 27,664 1 ,000 ,323

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: PERMEAVA.

Deteccion de micrometastasis mediante técnicas histopatoldgias y moleculares teniendo

en cuenta la clasificacion de riesgo de St. Gallen como variable categérica y la permeacion

vascular (Tabla 83).
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Tabla 83: Estudio multivariado mediante regresion logistica de la presencia de afectacion del
GC detectada mediante técnicas anatomopatolégicasa y moleculares en funciéon de la
presencia de permeacion vascular en el tumor primario y la clasificacion de riesgo de St.

Gallen.
Prueba de Hosmer y Lemeshow
Paso | Chi-cuadrad gl Sig.
1 ,450 3 ,930
Tabla de contingencias para la prueba de Hosmer y Lemeshow
EVALUACION TOTAL = |EVALUACION TOTAL =
0 1
Observado | Esperado | Observado | Esperado Total
RIESGO BAJO 84 84,257 30 29,743 114
RIESGO MEDIO 136 139,048 90 86,952 226
saso RIESGO BAJO CON PERMEACION 2 1,743 1 1,257 3
RIESGO ALTO 148 144,695 104 107,305 252
RIESGO MEDIO Y ALTO CON PERMEACION 20 20,257 30 29,743 50
Variables en la ecuacion
1.C. 95,0% para EXP(H
B E.T. Wald gl Sig. Exp(B) Inferior Superior
RIESGO 9,348 2 ,009
Paso RIESGO(1) 572 ,249 5,275 1 ,022 1,771 1,087 2,886
1‘§ RIESGO(2) 742 ,243 9,338 1 ,002 2,101 1,305 3,382
PERMEAVA(1) 714 ,297 5,766 1 ,016 2,042 1,140 3,658
Constante -1.041 210 24576 1 .000 353

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: PERMEAVA.
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3. TUMORES INTRADUCTALES Y MICROINVASIVOS

Al analizar la serie de los carcinomas intraductales, detectamos en el conjunto de 73

tumores analizados, un 13,7% de ganglios centinelas clasificados como pNO(mol+).

Al contrastar las caracteristicas tumorales disponibles con el resultado molecular del

ganglio centinela, no encontramos correlaciones estadisticamente significativas.

No existen diferencias entre el porcentaje de positividad de los ganglios en relacion a

carcinoma intraductales de alto y bajo grado (14 y 13%).

Tampoco cuando contrastamos la expresion de receptores hormonales (29 muestras).
El 11% de los tumores con RE negativos, muestran ganglios positivos frente al 15% de los
tumores que son RE positivos. En el caso del RP, el 21% de los tumores sin expresion del RP,

muestran positividad frente al 7% de los tumores con RP positivo.

Al analizar la serie de tumores microinvasivos (14 tumores), con las caracteristicas
tumorales disponibles, no encontramos relaciones significativamente estadisticas entre dichas
caracteristicas y el estado del ganglio centinela. El 25% de los tumores de grado 3, muestran
ganglios afectados mediante el analisis histopatoldgico, este porcentaje sube al 50%, en el caso

de los ganglios centinela analizado mediante técnicas moleculares.

En el caso del estudio de la relacion con los receptores hormonales, el 20% de los
casos con RE positivos presentan ganglios centinela afectados, cuando se evallan mediante
técnicas patoldgicas. Cuando se utilizan técnicas moleculares, el 67% de los tumores sin
expresion de RE muestran afectacion del centinela frente al 40% de los tumores que si

expresan RE. El reducido nimero de casos, no permiten extraer conclusiones al respecto.

Cuando analizamos la expresion del RP, el 13% de los tumores sin expresion del RP,
muestran metastasis en el ganglio centinela, detectado por técnicas histopatoldgicas, frente al

20% de los tumores con expresion del RP. Al utilizar técnicas moleculares, el porcentaje de
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tumores sin expresion de RP, que muestran afectacion del centinela es del 63%, frente al 20%

de los tumores con expresiéon de RP, que muestran afectacion ganglionar.

Al estudiar el riesgo de recidiva del tumor primario, en funcién de la expresion de los
receptores hormonales y el grado, el 22,2% de los tumores de riego elevado presentan ganglios

centinelas con afectacion histoldgica.

En el analisis molecular de los ganglios centinela de tumores microinfiltrantes, el 55,6%

de los tumores con riesgo elevado de recidiva, muestran afectacion ganglionar.

Si analizamos como se distribuyen las muestras en funcion de la estadificacion axilar y
el riesgo de recidiva, vemos que el 100 % de los casos clasificados como pNO(mol+) y pNla

son de riesgo elevado frente a un 57% de los casos clasificados como pNO.
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4. ESTUDIO COSTO- EFICACIA
Se ha realizado el estudio de costo-eficacia (CEA) de las técnicas de la
inmunohistoquimica y la RT-PCR. Para ello se ha tenido en cuenta el coste del material
empleado y el porcentaje de deteccion de ambas técnicas, expresandolo como cociente entre el

coste de la técnica y la eficacia en la deteccion de micrometastasis.

El coste en la evaluacion de un caso es de 30,05€ para la técnica de
inmunohistoquimica, y de 20,63 € para la RT-PCR. El incremento en la deteccién de la
inmunohistoquimica fue del 5,6%, mientras que el incremento de deteccion de la RT-PCR fue

de 19,9%. Dichos datos quedan recogidos en la siguiente tabla (Tabla 84).

Tabla 84: Estudio costo eficacia de las técnicas de IHQ y RT-PCR.

Técnica Coste Deteccion CEA

(€) (%)
IHQ 30,05 5,6 5,36
RT-PCR 20,63 19,9 1,03

La RT-PCR es la técnica que tiene una relacidon coste eficacia mas baja, debido a su

menor coste y su mayor eficacia detectora.

Si analizamos la ocupacion temporal que generan ambas técnicas. La técnica
inmunohistoquimica conlleva una serie de pasos que se inician con la fijacién del tejido y
concluye con el montaje de la laminilla una vez revelada, el proceso global dura unas 40,7h. La

siguiente tabla recoge los diferentes procesos con la duracién de cada uno de ellos (Tabla 85).
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Tabla 85: Etapas y duracion de la técnica IHQ.

PASO PROCESO DURACION (h)
1 FIJACION 24
2 INCLUSION PARAFINA 8
3 CORTE SECCIONES 2
[ ]
4 MONTAJE SECCION Y H&E 1
5 . DESPARAFINACION 1,30
6 PRETRATAMIENTO 0,20
[ ]
7 . INCUBACION ANTICUERPOS 2
8 REVELADO Y TINCION 1
9 MONTAJE SECCIONES 1
10 INTERPRETACION 0,20
[ ]
TOTAL 40,7

La técnica de la RT-PCR conlleva una serie de pasos que se inician con la congelacién o

procesamiento inmediato de la muestra y concluye una vez analizados los niveles de expresion,

el proceso global dura unas 6,6h. La siguiente tabla recoge los diferentes procesos con la

duracion de cada uno de ellos (Tabla 86).
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Tabla 86: Etapas y duracion de la técnica RT-PCR.

PASO PROCESO DURACION (h)

1 CONGELACION MUESTRA 0,10

2 HOMOGENIZACION TEJIDOS 1

3 EXTRACCION RNA 1

4 CUANTIFICACION ESPECTOFOTOMETRO 1

5 . REACCION RETROTRANSCRIPCION 1,30

6 . REACCION REAL-TIME 2

7 INTERPRETACION 0,20
TOTAL 6,6

Si comparamos las dos técnicas a través de una escala temporal, la técnica de la RT-

PCR, supone una sexta parte de la duracion de la técnica inmunohistoquimica.
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Discusion

VI. DISCUSION

La mayor fuente de informacién prondstica en cancer de mama, proviene de la
estadificacion clinico-patoldgica. El estado de los ganglios linfaticos axilares es el factor de

mayor valor prondstico y junto con el tamano suministra informacion sobre la estadificacion.

Una cuarta parte de los pacientes diagnosticados como ganglios negativos presentan
enfermedad metastasica a los 5-10 afos del diagndstico inicial. Se cree que las recaidas, en
parte podrian ser el resultado de la difusion de metastasis no detectadas en el diagndstico

convencional inicial.

Numerosos estudios de caracter retrospectivo han puesto de relevancia que la
deteccion de metastasis en ganglios linfaticos que pasaron desapercibidas durante el examen
patoldgico estandar, identifican a pacientes con peor supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia global. Por lo tanto uno de los objetivos ha sido desarrollar técnicas que

incrementen la sensibilidad de deteccion.

La técnica del ganglio centinela permite evaluar el estado de la axila centrando el
estudio en uno o pocos ganglios. Reduciendo asi la morbilidad asociada a las linfadenectomias y
permitiendo concentrar los recursos técnicos y econdmicos, al realizar el diagnostico sobre un
volumen tisular menor. En el Instituto John Wayne Cancer demostraron un incremento en la
deteccién de metastasis del 13%, al comparar su tasa de deteccidn (realizada sobre ganglio
centinela) con series de pacientes con caracteristicas tumorales similares sobre las que se habia
realizado linfadenectomia. Comprobaron de esta forma que el examen de volimenes tisulares

mucho mayores disminuia la eficacia en la deteccion de metastasis (Giuliano et al., 1995).

El tratamiento quirtrgico de las pacientes con cancer de mama ha evolucionado hacia la
conservacion del érgano. En la actualidad, se realizan menos mastectomias que han sido
reemplezadas por tumorectomias y radioterapia, como tratamiento estandar con un buen

control local sin influencia sobre la la supervivencia global.
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La linfadenectomia permitia obtener informacién sobre el estado axilar y control de la
enfermedad a nivel local, pero sin efecto directo sobre la supervivencia global. La informacién
que suministraba es en la actualidad ofrecida por la técnica del GC, alternativa eficaz y sensible
con menor morbilidad asociada. Se ha estimado que el porcentaje de falsos negativos asociados
a la técnica ronda el 5% (Theodore Kim, 2006), al ser la tasa de recidivas locales muy baja —
entre el 0,3 y el 0,12% - se acepta la no aplicacién de la linfadenectomia en pacientes con GC
negativo (Park et al., 2007). En los casos de GC positivo (macrometastasis), varios estudios han
demostrado que entre el 48 — 87% de las pacientes poseen otros ganglios axilares afectados,
por lo que la practica habitual consiste en realizar la linfadenectomia como control loco-regional
(Chu et al., 1999; Menes et al., 2005; Reynolds et al., 1999; van Deurzen et al., 2007; Viale et

al., 2005).

Los diferentes estudios publicados muestran que las tasas de recidivas locales son bajas
(Tabla 87), por lo que se empieza acuestionar el beneficio de la linfadenectomia, al menos en
grupos de pacientes con caracteristicas tumorales favorables.

Tabla 87: Estudios sobre tasas de recaidas locales en pacientes con GC positivo y sin
linfadenectomia.

Autor y Ao N SEGUIMIENTO MEDIO RECIDIVAS (%) TAMA!"]O DE LA
(meses) METASTASIS
Guenther et al., 2003 46 32 0 Micrometastasis en
su mayoria
Fan et al., 2005 38 31,1 2,63% (1 caso de GC (27 micrometastasis,
con micrometastasis) 11 macrometastasis)
Jeruss et al., 2005 73 28 0
Naik et al., 2004 210 31 0,25 No especidifcado
Hwang et al., 2007 196 9,5 0 recidivas locales, 0,5% Micrometastasis en
supraclavicular. 1,5 met. a sy mayoria
distancia

Con este proposito algunos centros han desorrallado nomogramas que permiten

estimar las tasas de recaida axilar en pacientes con GC positivos, en funcién de los factores que



Discusion

son predictivos de afectacion axilar: como la permeacion vascular, el tamano y el grado
histoldgico tumoral, el tamafio de metastasis axilar y el nimero de ganglios positivos y omitir en

los casos considerados de bajo riesgo la diseccion axilar (Park et al., 2007).

Existen varias guias con diferentes recomendaciones sobre el estudio histopatoldgico
del ganglio centinela, pero no hay un consenso comun. Es mas, dentro del EWGBSP (European
Working Group for Breast Screening Pathology), formado por 240 departamentos de patologia,
los criterios no son homogéneos (Cserni, 2006). Existen diferencias de criterio sobre el nimero
de secciones por ganglio que deben ser procesadas, el nimero de niveles examinados, la

distancia entre niveles, y si se debe o no procesar la muestra hasta la extincion total.

En la mayoria de instituciones un primer abordaje al diagndstico del ganglio centinela se
efectla durante la intervencion quirdrgica, donde se realiza de forma rapida secciones
congeladas o bien improntas citoldgicas. En el primer caso, la sensibilidad oscila entre el 55-
91%, y el porcentaje de falsos negativos entre el 9-45%. En el caso de las improntas
citoldgicas, la sensibilidad es del 46-99% vy la tasa de falsos negativos del 5-70% (Cserni et al.,
2003). Ambos métodos preoperativos son adecuados para detectar metastasis de gran tamano,

pero no lo son para detectar micrometastasis (Zgajnar et al., 2004).

El analisis anatomopatoldgico ha intentado incrementar la deteccion de micrometastasis

a través de la introduccion de técnicas como los cortes seriados y la IHQ.

Los cortes seriados aumentan la deteccion a medida que profundizamos en el nimero
de cortes y en los niveles examinados. La frecuencia de metastasis detectadas es proporcional
al nimero de secciones histopatoldgicas analizadas. La IHQ aumenta la deteccion al ser una
técnica mas sensible, aunque no completamente especifica; lo que facilita la detecciéon de

micrometastasis y células tumorales aisladas.

Las citoqueratinas se han empleado como marcador epitelial de micrometastasis debido

a que la mayoria de los tumores de mama infiltrantes expresan dichas proteinas. En el epitelio
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mamario normal, las células luminales del ducto, expresan KRT8, 18 y 19. La mayoria de
tumores de mama infiltrante, muestran fenotipo luminal, expresando una o mas de estas KRTs.
El estudio sobre TMAs (microarrays de tejido), utilizando anticuerpos, ha mostrado la frecuencia
de cada subtipo de KRTs en los tumores infiltrantes de cancer de mama - Abd EI-Rehim - sobre
una poblacion de 1944 tumores, muestra que la mayoria de tumores infiltrantes son de origen
luminal, y expresan KRT 7/8, 18 y 19, en el 98,3%, 88,7% y 92,8% de las ocasiones (Abd El-

Rehim et al., 2004).

En el diagndstico de micrometastasis mediante IHQ, la mayoria de grupos utilizan una
combinacion de anticuerpos que reconocen varios antigenos de KRTs diferentes, aunque
también se puede utilizar anticuerpos que reconocen un epitopo comun a diferentes KRTs.

(Pantel & Brakenhoff, 2004; Ring et al., 2004).

En el diagndstico molecular, el marcador mas utilizado ha sido la KRT19. La KRT19 es
un marcador de elevada sensibilidad, pero dependiendo del disefio experimental del estudio,
puede resultar un marcador especifico o no. La falta de especificidad puede ser debida a la
transcripcion ilegitima (solucionable con los termocicladores Rea/ 7ime) y a la presencia de
pseudogenes (solucionable con un disefio apropiado de los primers). Otras factores que pueden
reducir la especificidad de dicho marcador y que afectan especialente al diagndstico de células
circulantes en sangre periférica son: la contaminacién durante la extraccién de la muestra y la

sobrexpresion debido a condiciones inflamatorias y neutropenia (Ring et al., 2004).

En nuestro estudio - la deteccion de micrometastasis — se ha llevado a cabo empleando
las KRTs 7/8 (clon CAM 5.2) en el caso del analisis IHQ y de la KRT19 en el caso del analisis
molecular, ambos marcadores se expresan en la mayoria de tumores de mama con fenotipo
luminal y poseen patrones de expresion IHQ, muy similares entre ellos. Se podria especular que
ambos marcadores serian menos Utiles en la deteccion de micrometastasis de origen basal
(KRT5/6 y 14). Willipinski-Stapelfeld et al. analizan 1944 casos utilizando TMAs para determinar
la frecuencia de los diferentes patrones de expresion y observan que 0,8% de los casos
muestran expresion exclusiva de 1 o mas marcadores de tipo basal y 0,4% fenotipo nulo,

mientras que la mayoria de tumores muestran fenotipo luminal exclusivo (71,4%), o un
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fenotipo mixto luminal basal — presencia de expresion de un marcador o mas luminal con un

marcador o mas basal (27,4%)(Willipinski-Stapelfeldt et al., 2005).

Los datos publicados por diferentes autores sobre el analisis histopatoldgico del ganglio
centinela han permitido observar que la combinacién de las secciones seriadas y la IHQ
aumentan las tasas de deteccion de micrometastasis entre el 9 y el 47%. Tanta variabilidad es
reflejo de la heterogeneidad de la metodologia aplicada y de las caracteristicas particulares de

cada una de las series tumorales analizadas (Cserni et al., 2003).

Si comparamos nuestra serie de tumores infiltrantes con series de caracteristicas
tumorales y protocolos histopatoldgicos parecidos, los valores de deteccién son muy similares.
Nuestra serie de 695 tumores infiltrantes con una media de tamafo tumoral de 14,95 mm
(rango entre 2 y 67 mm), con analisis histopatologico de 5 niveles (3 mediante H&E y 2
mediante THQ) identifica en el 19% de los casos analizados, metastasis y micrometastasis.
Estos valores coinciden con los publicados por otros autores como: Wong et al. con 973 casos y
analisis histopatologico de cortes seriados con H&E y 2 niveles mediante IHQ que identifica en

el 18% de los casos analizados, metastasis y micrometastasis (Wong et al., 2001).

Si revisamos la literatura, comprobamos que los indices de deteccién aumentan a
medida que se incrementa el uso de la IHQ. Fréneaux et al., analizan una serie de 103 casos
con una media de tamafio tumoral de 17,4 mm (rango entre 5 y 50 mm), y examinan por
bloque 6 niveles (1 mediante H&E y 6 mediante IHQ). El resultado del estudio revela que el
62% de los casos son positivos mediante técnicas anatomopatoldgicas (Freneaux et al., 2002).
Al comparar con otra serie como la de Dowlatshahi et al. con 54 pacientes - media de tamafo
tumoral de 13,5 mm (rango 2-36 mm) — en donde se estudian los casos mediante seriado
completo del bloque cada 0,25mm con IHQ. El analisis exhaustivo de los ganglios mediante IHQ

es capaz de detectar un 58% de casos positivos (Dowlatshahi et al., 1999).

La mayoria de los depdsitos metastasicos que se ponen de relieve mediante estos
procedimientos intensivos son células tumorales aisladas o micrometastasis, ya que la mayor

parte de metastasis de tamafio grande se evidencian al seccionar al ganglio por la mitad. En
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términos practicos, Fréneaux et al. al analizar la informacidén que suministra la IHQ en cada uno
de los niveles, comprueba que el 95% de los resultados se obtienen con el andlisis de los 3
primeros niveles. En la mayoria de casos, la deteccion de micrometastasis en los niveles

subsiguientes coincide con deteccién en los primeros niveles.

Al margen del disefio del protocolo de analisis histopatoldgico de los ganglios, otro
factor que influye en la variabilidad de los resultados es el examen visual histopatoldgico.
Mediante el método de deteccion celular supervisado por ordenador (CACD), se ha observado
que un 15% de los ganglios diagnosticados como negativos (mediante H&E e IHQ), presentan
metastasis de tamafio entre 0,01 y 0,10 mm y que la probabilidad de no detectarlas aumenta a

medida que disminuye el tamafio de éstas (Weaver et al., 2006).

Parece claro que a medida que se utilizan métodos mas sensibles y se profundiza en el
andlisis histopatoldgico de los ganglios, el porcentaje de micrometastasis y células tumorales
aisladas detectadas aumenta. Se ha de tener en cuenta que el volumen de ganglio no analizado

puede contener células tumorales o micrometastasis no detectadas.

La tendencia a realizar un examen mas exhaustivo en uno o pocos ganglios por
paciente, ha permitido evolucionar hacia la utilizaciéon de técnicas mas sensibles como la IHQ y
la RT-PCR, como técnica de diagndstico molecular ain mas sensible. Esta evolucion queda
reflejada en la estadificacion propuesta por el American Joint Comission for Cancer (AJCC); con
la incorporacion de los pNO(mol+) como aquellos casos con evidencia molecular de enfermedad

metastasica, pero sin traduccion histopatoldgica.

Uno de los principales recelos que despertd la utilizacion de métodos moleculares en el
diagnéstico fue el elevado porcentaje de casos en los que detectaba células tumorales. Una vez
solucionados los problemas de falsos positivos debidos a la deteccion de pseudogenes mediante
la mejora del disefio experimental y a los niveles de expresion minimos con el uso de
termocicladores Real-Time se comprobd que los indices de deteccién moleculares no son tan
dispares, como se habian vislumbrado en un principio. Por otro lado, existe una problematica

similar al analisis histopatoldgico al evaluar las técnicas de diagndstico molecular utilizadas en el
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diagndstico de metastasis. No existen protocolos consensuados entre los distintos grupos y la
variabilidad abarca la cantidad de tejido empleada, el tipo y nimero de marcadores utilizados, y

el establecimiento de un nivel umbral de expresion en el caso de plataformas Rea/ Time.

En nuestro estudio el 19,9 % de los casos analizados son ganglios en los que se ha
detectado afectacion exclusivamente mediante técnicas moleculares - pNO(mol+)(sn) - . De
igual forma que la utilizacion de los cortes seriados y la IHQ contribuyeron al aumento en la
deteccion de metastasis, la utilizacion de la RT-PCR ha demostrado ser una técnica mas
sensible, detectando células tumorales entre el 15 y el 40% de los ganglios negativos

diagnosticados mediante técnicas anatomopatoldgicas (Siziopikou et al., 1999).

La utilizacion de las nuevas plataformas Real-Time nos han permitido establecer un
punto de corte para los niveles de expresion “dudosos” que se observaban en un principio con
la utilizacion de la RT-PCR clasica. Para ello hemos utilizado como gold standard el analisis
histopatoldgico, de tal forma que los valores observados en los porcentajes de deteccion se
aproximan al de las series en las que se han realizado cortes seriados e inmunohistoquimica en
gran numero de niveles, pero se alejan de los valores sorprendentemente elevados, que
generaron recelo (Mori et al., 1995). Podemos pensar que el establecimiento de un punto de
corte mediante técnicas anatomopatoldgicas hace que trabajemos con niveles de expresion

“conservadores”.

En nuestra serie de tumores infiltrantes, mediante técnicas moleculares el 36% de los
casos estudiados son positivos. La contribucidon de las técnicas anatomopatoldgicas y
moleculares a la deteccidon de micrometastasis es del 38%. Dichos valores estan de acuerdo con

la literatura publicada sobre el tema.

En el cancer de mama invasivo la utilizacion de factores prondsticos y predictivos
permite tomar decisiones sobre el manejo y tratamiento de la enfermedad. Se tratan de
factores o parametros que se han podido asociar a una determinada supervivencia, global o

libre de enfermedad, en ausencia de tratamiento adyuvante.
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A través de la serie de tumores infiltrantes hemos evaluado si la deteccién de
metastasis 0 micrometastasis mediante analisis histopatoldgico o/y molecular esta relacionada
con algunas de las caracteristicas histopatoldgicas de los tumores. Para ello analizamos las
principales caracteristicas tumorales que se registran en el estudio anatomopatoldgico de los
tumores de mama como son el tipo histoldgico, el tamafio, la permeacion vascular, la
multicentricidad y la contralateralidad, el grado histoldgico, la expresion de receptores
hormonales, la sobreexpresion o amplificacién del oncogén HER2-neu y otros factores derivados
de la integracion de varios parametros anteriores como son la clasificacion molecular de los

tumores o la clasificacion de riesgo de St. Gallen.

Si estudiamos la serie desde el punto de vista de los tipos histoldgicos de prondstico
favorable; y nos fijamos en los tumores de tipo tubular, coloide, papilar y medular como en
aquellos tumores con bajo riesgo de afectacion axilar, se pueden extraer pocas conclusiones, ya
que el nimero de casos es pequefio y no posee suficiente potencia estadistica. En el caso de
los tumores micropapilares y tubulares, los dos tipos de diagnodstico realizados coincidieron en
las tasas de deteccion. En el caso de los tumores de tipo coloide y medular, mediante estudio
anatomopatoldgico no se detectd ninguna metastasis axilar, aunque el estudio molecular

detectd positividad en dos casos respectivamente.

Otro grupo histolégico de prondstico favorable lo constituye la poblacion de carcinoma
in situ (DCIS) y microinvasivos. El tipo histoldgico de los DCIS se definen por una proliferacion
de células tumorales de origen epitelial, limitado a los ductos sin evidencia de invasion de la
membrana basal. Tedricamente, al no producirse dicha invasién, la incidencia de que se
produzca diseminacion a los ganglios axilares o metastasis a distancia es tedricamente cero. Por
lo tanto, se debate el valor de la estadificacion axilar en este grupo de pacientes. No obstante,
cabe recordar que entre 1 y 2% de las pacientes con DCIS mueren debido a la enfermedad y
que la revision histoldgica de linfadenectomias de series de pacientes con DCIS revelan
aproximadamente un 1% de metastasis. La introduccion de la técnica del ganglio centinela ha
permitido también en este grupo de pacientes estudiar de forma exhaustiva un menor volumen

tisular y reducir la morbilidad asociada a la linfadenectomia.
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En pacientes diagnosticados de DCIS puro, la utilizacion de cortes seriados e IHQ en
ganglios centinela incrementan las tasas de deteccion hasta el 18%. Una de las razones
argumentadas a favor de la realizacién del ganglio centinela en pacientes con exclusivamente
DCIS, es la posibilidad rescatar los casos con focos de carcinoma microinfiltrante, ya que
pueden pasar inadvertidos durante el examen histopatologico de la pieza tumoral. En la
siguiente tabla (Tabla 88) se recogen los datos publicados sobre la deteccién de metastasis en
casos de DCIS, exclusivamente mediante técnicas anatomopatoldgicas. El nimero de casos
evaluados (excluyendo nuestro estudio) es de 2196 y el porcentaje de deteccion medio de GC
positivos es del 4% (van Deurzen et al., 2007). Muchos de los casos detectados se trataban de
micrometastasis detectadas mediante IHQ. En los dos estudios que muestran mayor nimero de
casos, el 79% vy el 56% de los ganglios positivos presentaban exclusivamente micrometastasis
(Veronesi et al., 2005; Wilkie et al., 2005). En nuestra serie de tumores de carcinoma in situ,
sobre una muestra de 73 casos se detecté un 16,7% de postividad exclusivamente mediante

técnicas moleculares. Este resultado coincide con los valores publicados.

Hay que destacar que en las revisiones consultadas todos los casos de GC positivo
sobre los que realiz linfadenectomia no presentaron ganglios adicionales con afectacion.
Ademas, en los estudios prospectivos de Lara et al. - analizd una serie de 102 pacientes con
DCIS y detectdé micrometastasis en el 13% de los casos analizados, tras una media de
seguimiento de las pacientes de entre 10 y 28 afos - ninguna de las pacientes con
micrometastasis desarrollé recidiva (Lara et al., 2003). Podemos suponer que el impacto clinico

de las micrometastasis en los tumores DCIS pueda ser menor.
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Tabla 88: Resumen de los estudios realizados sobre GC de pacientes con diagnéstico final de
DCIS.

Notumores  GCpositivo  GCpositivocon  Facientes con

Autor y Afio DCIS (%) linfadenectomia a";ﬁ;?:;?z/i:)
Klauber-DeMore et al., 2000 72 5 (7%) Desconocido Desconocido
Kelly et al., 2003 41 1 (2%) 1 0
Farkas et al., 2004 46 0 (0%) 0
Trisal et al., 2004 15 0 (0%) 0
Buttarelli et al., 2004 41 3 (7%) 4 0
Zavagno et al., 2007 102 1 (1%) 0 0
Mittendorf et al., 2005 34 6 (18%) 2 0
Giard et al., 2004 55 1 (2%) 0
Yen et al., 2005 929 3 (3%) 1 0
Schrenk et al., 2005 29 0 (0%) 0
Wilkie et al., 2005 559 27 (5%) Desconocido Desconocido
Camp et al., 2005 25 1 (4%) 0
Veronesi et al., 2005 508 9 (2%) 8 0
Torok et al., 2006 40 2 (5%) 0
Cserni et al., 2006 36 4 (11%) 4 0
Katz et al., 2006 110 8 (7%) 2 0
Mabry et al., 2006 171 10 (6%) 0
Sakr et al., 2006 39 4 (10%) 4 0
Leidenius et al., 2006 74 5 (7%) 3 0
Fraile et al., 2006 92 1 (1%) 0

UMC Utrecht (no publicado), 2006 8 0 (0%) 0 0
Estudio actual, 2007 73 10 (13, 7%) 0 0

GC = Ganglio centinela.
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El carcinoma microinvasivo (DCISM) es un tipo especial de carcinoma ductal in sity,

poco frecuente, que representa el 1% de todos los casos de cancer de mama. Se caracteriza

por presentar una o mas focos infiltrantes de 1 mm o menos, en su didmetro maximo. El

potencial de este tipo de tumores para metastatizar a la axila ha sido estudiado, y los valores

de deteccion publicados varian entre el 0 y el 27,3% (Tabla 89). Esta variabilidad refleja

probablemente los diferentes criterios utilizados para definir el estado de microinvasion y la

variabilidad de los protocolos histopatoldgicos empleados.

Tabla 89: Revision de la deteccion de afectacion axilar en pacientes con DCISM sobre las que
se realiz6 la técnica de linfadenectomia o ganglio centinela.

Autor y Ao Estadificacion  N© pacientes Afectacion Axilar

axilar (%)

Wong et al., 1990 LA 41 0(0)

Wong et al., 2002 GC 24 2(8)

Rosner & Lane, 1991 LA 36 1(2,7)

Silver & Tavassoli, 1998 LA 38 0(0)

Jimenez & Visscher, 1998 LA 69 5(7,2)

Le Bouedec et al., 1999 LA 60 3(5)

Padmore et al., 2000 LA 11 @o

Wasserberg et al., 2002 LA 57 3(5,3)

Yang et al., 2003 LA 26 0 (0)

Le Bouedec et al., 2005 LA 107 8 (7,5)

Zavotsky et al., 1999 GC 14 2 (14,3)

Klauber-DeMore et al., 2000 GC 31 3(9,7)

Intra et al., 2003 GC 41 4(9,7)

Zavagno et al., 2007 GC 43 4(9,3)

Broekhuizen et al., 2006 LA 11 3(27,3)

Estudio actual, 2007 GC 14 2(14,3)"/4(28,6)""

LA =Linfadenectomia axilar, GC = Ganglio centinela.

(*): pN1a, (**): pNO(mol+)
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Los datos publicados indican que la utilizacién de la técnica del GC ha aumentado las
tasas de deteccion de metastasis en el grupo de tumores DCISM. La aparicion de la técnica del
GC ha permitido ofrecer a este grupo de pacientes un tratamiento alternativo a la

linfadenectomia sin comprometer la informacion pronodstica del estado axilar.

En nuestra serie estudiamos 14 casos de tumores pT1mic (con microinvasion inferior a
0,1 cm en su mayor dimension). El 57,1% de los casos resultaron negativos - pNO - el 28,6%
resultaron positivos mediante PCR - pNO(mol+)(sn) - y se detectaron metastasis en 2 casos
(14,3%) - pNla(sn). Al analizar las caracteristicas tumorales, el bajo nimero de muestras
disponibles no permite encontrar relaciones significativamente estadisticas entre dichas

caracteristicas y el estado del ganglio centinela.

Si analizamos los rasgos clinicopatoldgicos de los tumores pT1mic junto con los tumores
invasivos de menor tamafo, pTla y pT1b, comprobamos que los primeros muestran en nuestra
serie un conjunto de caracteristicas de peor prondstico. Constatamos asi una tendencia al
aumento en el porcentaje de tumores PT1mic que muestran grado histoldgico elevado y la
ausencia de expresion de receptores hormonales, frente a tumores clasificados como pTla y
pT1b. Asi, el 57% de los tumores pT1mic son de grado 3, frente al 25 y 20% de los tumores
pTlay pTib. El 62% de los tumores PT1mic muestran faltan de expresion del RP, frente al 29
y 25% de los tumores pTla y pT1b respectivamente. El 23% muestran faltan de expresion del

RE, frente al 21 y 10% de los tumores pTlay pT1lb.

El analisis histopatoldgico practicamente no distingue en porcentajes de deteccion de
afectacion ganglionar entre los tres grupos. El 14% de los pT1mic son positivos, y el 11% de
los pTlay pT1b. En cambio mediante técnicas moleculares el 43% de los PT1mic son positivos,

frente el 22% de los PT1lay el 27% de los pT1b.
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De igual manera, el analisis histopatoldgico del ganglio centinela no revela diferencias
entre la ausencia de expresion de ambos receptores hormonales en el tumor y la positividad del
ganglio centinela. El 16% de los ganglios metastaticos presentan ausencia de expresion de
ambos receptores hormonales, frente al 12% de los ganglios negativos. Por el contrario el
analisis molecular de los ganglios revela que los tumores con ausencia de expresion de ambos
receptores hormonales presentan una elevada probabilidad de afectacion axilar. El 58% de los
tumores que no expresan receptores hormonales tienen ganglios positivos mediante técnicas

moleculares, frente al 27% de los ganglios negativos (p<0,006).

Al analizar el grado tumoral y la incidencia de positividad en la axila utilizando las dos
estrategias de analisis, el analisis histopatoldgico muestra una tendencia hacia un aumento en
la deteccion de metastasis y un mayor grado histoldgico tumoral (5% de los tumores de grado
1, 9% de los tumores de grado 2 y 21% de los tumores de grado 3). En el caso del analisis
molecular, esta tendencia es estadisticamente significativa, el 24% de los tumores de grado 1,
23% de los tumores de grado 2 y 47% de los tumores de grado 3 resultan positivos (p<0,012).
Es mas si evaluamos dos parametros como son la falta de expresién de receptores tumorales
en tumores de grado 3, el 60% de este tipo de tumores muestran positividad mediante técnicas

moleculares (p<0,016).

Podemos concluir que en nuestra serie los tumores pTimic presentan caracteristicas
clinico-patoldgicas adversas en comparacion con los tumores pTla y pT1b. Esto podria deberse
a que en la valoracién de los focos de microinvasion se este subestimando el valor global de la
carga tumoral, ya sea por que algunos focos pasen inadvertidos durante el examen, o por que

ante la presencia de varios focos se tenga en cuenta el de mayor tamafio, y no la suma.

Aungue nuestra serie de tumores microinvasivos es pequefia, y quizas en una poblacion
de mayor tamafio no se observarian estas caracteristicas, si podemos constatar que entre los
tumores de tamafio <1mm a 10 mm la deteccién de presencia de afectacion ganglionar
mediante técnicas moleculares esta estadisticamente relacionada con el grado tumoral elevado

y la falta de expresion de receptores hormonales.
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En la serie de tumores infiltrantes, los tumores de tipo histoldgico ductal o lobulillar
infiltrante poseen mayor probabilidad de afectacion axilar. El 19,5 % de los carcinomas ductales
y el 34,5% de los lobulilares muestran afectacion ganglionar mediante estudio
anatomopatoldgico rutinario. Los incrementos en las tasas de deteccidén debido al empleo de la
RT-PCR es del 16,7% en el caso de los ductales y del 6,9% en el caso de los lobulillares. La
elevada incidencia de positividad de los lobulillares viene condicionada por la presencia del tipo
histoldgico pleomodrfico, ya que el 80% de este tipo en nuestro analisis, presenta metastasis

detectadas por cualquiera de las técnicas empleadas.

Se han publicado diferentes estudios sobre la deteccion de afectacion axilar detectada
mediante RT-PCR, y se ha intentado correlacionar la positividad de la PCR con los factores
clinico-patolégicos manejados habitualmente en el diagndstico del cancer de mama, con el fin

de comprobar si la deteccién molecular posee valor clinico (Tabla 90).

En la siguiente tabla se recogen los principales estudios, indicando el nimero de
marcadores empleados, el tipo de ensayo y si se han encontrado correlacion con alguno de los
factores clinico-patoldgicos estudiados. Existe una cierta variabilidad en los resultados de los
diferentes grupos sobre los factores que estan relacionados con la deteccion molecular de
afectacién axilar. Este resultado es sin duda fruto de los diferentes modelos experimentales
seleccionados, desde el nimero y tipo de marcadores propuestos, hasta las caracteristicas

intrinsecas de la serie tumoral analizada y el tipo de RT-PCR empleada.
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Tabla 90: Estudios publicados sobre la deteccion de afectacién axilar mediante RT-PCR.

Autor y Ano N RT-PCR MARCADORES CORRELACION
mRNA FACTORES
CLINICOPATOLOGICOS
Bostick et al., 1998b 41 Cualitativo c-Met,f1—4GalNAc- Lobulillar infiltrante, RE
TT, p97 negativo, Grado histoldgico
elevado
Manzotti et al., 2001 117 Cualitativo Maspina, KRT19, Permeacion vascular, RP
CEA, MMG, M MUC1 positivo
Sakaguchi et al., 2003 108 Cualitativo KRT19, EGP-2 No
Noguchi et al., 1996 126 Cualitativo KRT19 Tamafio tumoral,
Permeacion vascular
Lockett et al., 1998 61 Cualitativo c-myc, KRT19 Tamano tumoral
Gimbergues et al., 2007 67 Real-time KRT19, CEA, MMG Clasificacion de riesgo de
St. Gallen
Gillanders et al., 2004 489 Real-time MMG, MMG B, Grado histoldgico ,
MUC1, CEA, PSE, Clasificacién de riesgo de
KRT19, PIP St. Gallen
Estudio actual, 2007 695 Real-time KRT19 Tamafio tumoral, Grado

histoldgico, Permeacion
vascular, Clasificacion
riesgo de St. Gallen

En nuestra serie de tumores infiltrantes la deteccion de células metastasicas mediante
RT-PCR esta relacionada significativamente mediante andlisis univariante con los factores
clinico-patoldgicos clasicos, predictivos de afectacién axilar como: el tamafio, el grado

histoldgico, y la presencia de permeacién vascular en el tumor primario.

Como seria de esperar, un aumento de la estadificacion tumoral conlleva un aumento
en la tasa de deteccidon de afectacién axilar mediante RT-PCR. Los tumores pTla muestran
ganglios centinelas positivos en un 22% de los casos, los tumores pT1b 27%, los tumores pT1c
un 38%, los pT2 un 39%, los pT3 y pT4 un 58% (p<0,030). La deteccién molecular aumenta
de forma media, los porcentajes de deteccion en un 14,2% respecto al analisis histopatologico

(Grafico 31).

-160-



70 -

60 -

50 - /
—~—APA

40 - / )
==—PCR

S\

9% AFECTACION GANGLIONAR

20
10 i
0 ,
pTia pTib pTic pT2 pT3
ESTADIFICACION TUMORAL

Grafico 31: Incremento de la afectacion del GC a medida que aumenta la estadificacion
tumoral.

Al comparar el grado histoldgico, también observamos que los tumores de grado 1 o 2,
muestran menor probabilidad de afectacién ganglionar que los tumores de grado 3 - 33%
frente al 41%- (p<0,035). Otro factor que esta relacionado con la presencia de afectacion
ganglionar detectada mediante técnicas moleculares, es la presencia de permeacién vascular en
el tumor primario. El 54% de los tumores con permeacion vascular muestran ganglios centinela
positivos mediante técnicas moleculares frente al 34% de los tumores sin permeacion

(p<0,003).

En un esfuerzo por intentar identificar grupos de pacientes con elevado riesgo de
recidiva se utilizd la clasificacion de riesgo de St. Gallen, que tiene en cuenta el tamafo
tumoral, el grado histoldgico y la expresion de receptores hormonales. Encontramos diferencias
significativas entre los tres grupos de riesgo el 25% de los tumores clasificados como de riesgo
bajo presentan afectacion del ganglio centinela detectada mediante RT-PCR, este porcentaje
aumenta para los tumores de riesgo medio con una tasa de deteccion del 37% y para los

tumores de riesgo elevado con un 41% de afectacion detectada mediante RT-PCR (p<0,010).
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En el analisis multivariado, las variables que predicen la afectacion axilar determinada
mediante RT-PCR son: la presencia de permeacién vascular en el tumor (P<0,01, OR= 2,138,
I.C. del 95% [1,203 y 3,799]) v la clasificacion de riesgo de St. Gallen (P<0,04, OR= 1,943, I.C.

del 95% [1,241 y 3,041]).

Merece la pena subrayar que, tanto en el analisis estadistico univariado como en el
multivariado sobre los factores clinico-patoldgicos que estan relacionados con la deteccion de

afectacion ganglionar, el analisis molecular e histoldgico coinciden plenamente.

Un factor prondstico clasico de gran importancia en el estudio de los tumores
infiltrantes de mama, es la evaluacion del HER2-neu, gen que codifica para un receptor de
membrana con actividad tirosin-quinasa de 185 kDa. La sobreexpresion o amplificacion del
HER2 ha sido asociada como factor de mal prondstico en el cancer de mama infiltrante (Slamon
et al., 1987). Numerosos estudios han relacionado la sobreexpresion de dicho oncogén, con
otras caracteristicas tumorales de mal prondstico como el grado histoldgico, el tamario tumoral,
la permeacion vascular, mutacion de p53, ausencia de bcl2, negatividad de los receptores

hormonales y con el nimero de ganglios linfaticos afectados.

En nuestra serie no hemos encontrado relacién estadisticamente significativa entre la
sobreexpresion/amplificacion del HER2-neu vy la afectacion axilar determinada por cualquiera de
las técnicas empleadas. Estos resultados coinciden con los datos publicados por algunos autores
con series grandes de pacientes como la de Taucher - con 923 casos - o Bilous - con 1500
casos -(Bilous et al., 2003; Taucher et al., 2003). Si que existe una relacion estadisticamente
significativa entre la sobreexpresiéon/amplificacion del proto-oncogén y el grado histoldgico
tumoral (p<1,71E%), con la falta de expresion de los receptores hormonales (p<3,18E para
RE y p< 2,47E™ para RP), con elevada expresidn de Ki67 (1,68E) y con la presencia de

permeacion vascular (p<0,002).
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La técnica del ganglio centinela y los avances técnicos han permitido aumentar la tasa
de deteccién de enfermedad metastasica de carga tumoral cada vez menor (desde las
micrometastasis, a los clusters o las células tumorales aisladas). Un tema que ha centrado el
interés, ha sido el de establecer un significado bioldgico para la carga tumoral minima, con el
fin de ofrecer un tratamiento Optimo. A partir del concepto de que las pacientes con cierta
afectacion axilar minima en el momento del diagndstico podrian tener peor prondstico respecto
a las pacientes pNO, se trataria de identificar a aquellas pacientes con riesgo de recidiva que
podrian estar subtratadas. Con este fin se han realizado numerosos estudios retrospectivos para
poder establecer dicho significado clinico (Cserni et al., 2003; Sakorafas et al., 2004). Los
resultados obtenidos son contradictorios. La informacion del valor prondstico de la afectacion
ganglionar en funcion de la carga tumoral es altamente dependiente de los métodos y
protocolos anatomopatoldgicos empleados en su deteccion, del tamafio de la serie estudiada y
del tiempo de seguimiento de las pacientes, entre otros factores. Ademas, en el analisis
rutinario es mas facil obviar alguna micrometastasis o célula aislada que una macrometastasis,
por lo que es posible que el grupo de los pNO, en ocasiones, esté contaminado con casos con
cierta carga tumoral minima que no ha sido detectada, pero que enmascara diferencias sutiles

en el pronostico.

Colleoni et al. analizan una serie de 1959 pacientes, relacionan factores prondsticos
como la permeacion vascular, el grado histoldgico y el tamafio tumoral con el tamafio de la
afectacion ganglionar. Demuestran peor supervivencia libre de enfermedad y riesgo de
metastasis a distancia entre pacientes pNia vs pNO y de las pacientes pNO(i+)/pN1mi vs pNO.
Comprueban asi que la carga minima tumoral correlaciona con peor prondstico (Colleoni et al.,

2005).

En nuestra serie de tumores invasivos, el grupo de los pNO(mol+), reline caracteristicas
de mal prondstico intermedias entre el grupo pNO y el grupo pNO(i+). La comparacién de las
caracteristicas agrupadas en la clasificacion de St. Gallen, nos muestra que los casos detectados
exclusivamente mediante técnicas moleculares estan formados por un mayor nimero de

tumores de riesgo elevado y moderado que los pNO, e inferior a los pNO(i+). El 83,8% de los
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casos pNO(mol+), lo constituyen tumores de riesgo elevado y moderado, frente al 77% de los
pNO o al 94,1% de los pNO(i+) (p<0,020). Un objetivo mas a largo plazo seria establecer el
significado bioldgico de los grupos pNO(mol+) y pNO(i+) con el fin de comprobar si la deteccion
molecular o/y la deteccién inmunohistoquimica de células tumorales aisladas o clusters <0,2
mm tienen efecto sobre la supervivencia global o libre de enfermedad en este grupo de

pacientes.

También hemos comprobado que la sobreexpresion/amplificacién del HER2-neu en el
grupo pNO (pNO, pNO(mol+) y pNO(i+)), esta relacionada con el grado histoldgico elevado
(p<6,39E), con la falta de expresién de los receptores hormonales (p<4,88E para RE y
p<2,23E™ para RP) y con elevada expresién de Ki67 (p<1,75E%), por lo que la
sobreexpresion/amplificacion de HER2-neu estda relacionada con otros factores clinico-

patoldgicos de mal prondstico en pacientes diagnosticados con ganglios negativos.

Algunos autores han propuesto la utilizacion combinada de la sobreexpresion del HER2-
neu con la clasificacion de riesgo de St. Gallen para predecir el riesgo de recidiva en pacientes
con ganglios negativos. Jong-Mu Sun demuestra que las pacientes con sobreexpresion de HER2
y riesgo medio (definido por el autor como tumores con algunas de las siguientes caracteristicas
RE/RP negativo, pT> 2 cm, grado histoldgico 3, o edad <35 afos) doblan en riesgo de recidiva
a las pacientes con riesgo medio y sin sobreexpresion del HER2 - 26.7% vs. 11.6% - (Sun et
al., 2004). Seria interesante poder comprobar a través del seguimiento de estas pacientes pNO
con sobreexpresion/amplificacion del HER2-nevu, si se establecen diferencias en la supervivencia

global y libre de enfermedad en los distintos subgrupos pNO, pNO(mol+) y pNO(i+).

Debemos sefialar que en los Ultimos afios se ha asistido a una autentica revolucion en
el analisis anatomo-patoldgico de la afectacién axilar, gracias a la introduccién de la técnica del
ganglio centinela, la mejora de los protocolos histopatoldgicos (cortes seriados e IHQ) y la
incorporacion de las técnicas moleculares (termocicladores Real-time). Esto ha permitido
estudiar con mas detalle la enfermedad minima en el ganglio axilar. En nuestra opinién la
técnica molecular es Util para detectar la afectacion axilar, resulta costo-efectiva y esta

relacionada con los mismos factores clinico-patoldgicos que las técnicas histopatoldgicas. Junto
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con el analisis histopatoldgico se muestra como una herramienta imprescindible en el

diagndstico futuro.

Aun asi, queda mucho trabajo por desarrollar. La técnica molecular deberia contar con
marcadores de mRNA propios (distintos a los que utiliza el diagndstico IHQ). Los principales
problemas a afrontar en la seleccion de un marcador se deben a las caracteristicas propias de
los tumores de mama, existe una elevada herterogeneidad en los niveles de expresion al
estudiar diferentes casos. Otro factor que se debe sopesar es el balance entre la sensibilidad y
la especificidad del marcador, ya que con frecuencia a medida que aumenta uno de los dos
factores disminuye el otro. Todo ello conduce hacia el desarrollo de paneles de marcadores de

MRNA.

La utilizacién de diferententes marcadores permite aumentar la especificidad del ensayo
molecular, al modular la heterogeneidad de la expresion génica en los tumores de mama. Los
marcadores ideales de panel deberian expresarse a niveles elevados en la mayoria de tumores
infiltrantes de mama y en la correspondiente metastasis ganglionar, pero con niveles nulos o

muy bajos en el ganglio normal.

Con ese fin se han probado diferentes aproximaciones a la blUsqueda de nuevos
marcadores altamente especificos. El analisis en serie de expresion génica (SAGE), junto con la
combinacion de secuenciacion de proteinas, IHQ e inmunoensayo, y los andlisis globales de
expresion - en tumores y lineas celulares metastasicas — han suministrado informacion sobre los
transcritos mas abundantes, los genes que codifican para proteinas secretadas y los genes mas

especificos en el cancer de mama (Lacroix, 2006).

Ademas de la KRT19, se han propuesto otros marcadores mas especificos, para la
formacién de un panel. Uno de los marcadores que ha emergido con mas fuerza en los Ultimos
anos, ha sido la mamaglobina (MMG). Forma parte de la familia de las secretoglobinas, junto
con la mamaglobina B (MMGB) vy la lipofilina B. Aunque ha demostrado ser mas especifico que
la KRT19, muestra una expresion mas limitada. El 61-93% de los tumores y metastasis de

mama, muestran expresion de este marcador (Lacroix, 2006). Desafortunadamente la falta de
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expresion ha sido asociada a tumores de mama de grado histoldgico elevado (G3) y receptores
negativos, todas ellas, caracteristicas de mal prondstico (O'Brien et al., 2005; Roncella et al.,

2006).

En la aplicacion de la MMGB vy la lipofilina B, también se ha demostrado en el tumor
primario una expresion mas restringida que la de la KRT19, y que no es exclusiva del tejido
mamario (Brown et al., 2006). De igual manera, el factor inductor de la prolactina (PIP) exhibe
niveles de expresion en las muestras tumorales muy variables, y no es universal para todos los

tumores de mama (de Longueville et al., 2005).

A medida que se aplican los nuevos marcadores en los distintos estudios se pone de
manifiesto que no existe el marcador con la especificidad y la sensibilidad perfecta, y que en la

mayoria de los casos existe una “cierta” expresién no restringida al tejido de mama.

Las diferentes propuestas de los autores para el disefio de un panel de marcadores de
mRNAs en el diagnostico de metastasis ganglionares utilizando plataformas Real-time queda

recogida en la siguiente tabla (Tabla 91).

Tabla 91: Paneles de marcadores de mRNA utilizados en la deteccion de metastasis en
ganglios axilares de pacientes con cancer de mama, mediante Rea/-time PCR.

Autor y Ao N MARCADORES EXACTITUD COMBINACION DE
mRNA MARCADORES
RECOMENDADA
Mitas et al., 2001 68 MMG, PIP, MMG B, MMG=0,996, MMG, PIP, KRT19,
MUC1, CEA, VEGF,  PIP=0,933, MMG B, MUC1, CEA,
HER2, c-myc, p97, KRT19=0,910
vim, Ki67 MMGB=0,996,
MUC1=0,815,
CEA=0,794
Gillanders et al., 2004 489 MMG, MMG B, MMG,CEA/ MMG ,
MUC1, CEA, PSE, CEA, PIP y KRT19
KRT19, PIP
Hughes et al., 2006 90 43 marcadores MMG=0,896, TACSTD1,
potenciales PIP=0,896, PIP/KRT19,
KRT19=0,979 TACSTD1/
MMGB=0,938, TACSTD1, MMG y
TACSTD;=1,0 TACSTD1/ MMG B
Gimbergues et al., 2007 47 KRT19, CEA, MMG KRT19=0,937, KRT19, CEA, MMG
CEA=0,904,
MMG=1,0
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Otra cuestidon que sera respondida en los préximos afos es el significado prondstico de
las micrometastasis, no esta claro si las pacientes con GC afectado con micrometastasis deben
recibir el mismo tratamiento sistémico que las pacientes con mayor carga tumoral metastasica,
con este fin existen dos ensayos clinicos en marcha — ACOSOG Z0010 y NSABP B32 (Grube &

Giuliano, 2001; Krag et al., 2004).

Las técnicas moleculares han irrumpido en el diagnoéstico molecular del GC, como
técnicas mas sensibles en la deteccion de células circulantes, es probable que en un futuro la
biopsia del GC se utilize para caracterizar genéticamente las células liberadas por el tumor. Con
esta intencion se han comenzado a estudiar las pequefias diferencias a nivel de transcriptoma,
entre el tumor primario y su correspondiente metastasis ganglionar, (Feng et al., 2007), lo que
ayudara a preveer el posible curso de la enfermedad y ofrecer un tratamiento adecuado y

optimo a las pacientes con ganglios positivos.
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1.

VII. CONCLUSIONES

La RT-PCR clasica y la Real-time RT-PCR suponen un incremento en la deteccion de

positividad del 19,62% y del 15,6% respectivamente.

1.1, La cuantificacion relativa de KRT19 en ganglios pNO(sn) y pNO(mol+)(sn) confirma

que existe diferencias estadisticamente significativa entre los niveles de expresion.

1.2 Existe relacion estadisticamente significativa entre los niveles de expresion y el
resultado anatomopatoldgico al comparar los valores de expresién de pNO(sn),

pNO(i+)(sn) y pN1a(sn).

Existe relacion directa, estadisticamente significativa entre los niveles de expresién y el
resultado anatomopatoldgico, independientemente del método de normalizacion utilizado

(eficiencia global de la reaccién o eficiencia individual de la muestra).

2.1. El método de normalizacién que utiliza la eficiencia global tiene mayor capacidad

diagnéstica que el método que emplea la eficiencia individual.

2.2. La relacién entre los niveles de expresion y el resultado anatomopatoldgico es
estadisticamente significativa independientemente de la plataforma Real-Time

utilizada.

Los porcentajes de positividad de los ganglios centinela, detectados mediante técnicas
histopatoldgicas y moleculares estan relacionados estadisticamente con el tamafio tumoral,
el grado (I-II vs. III), la presencia de permeacidon vascular en el tumor primario y la

clasificacion de riesgo de St. Gallen.
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4.

5.

3.1

La multicentricidad y la presencia de tumores contralaterales, la expresion de
receptores hormonales en el tumor primario, detectada mediante
inmunohistoquimica, la sobreexpresion/amplificacion del oncogén HER2/neu en el
tumor primario, la clasificacion molecular de los tumores, son parametros no

relacionadados con la afectacion ganglionar.

Los porcentajes de positividad de los ganglios centinela, detectados mediante técnicas

histopatoldgicas y moleculares estan relacionados estadisticamente con el tamario tumoral.,

la presencia de permeacion vascular en el tumor primario y la clasificacion de riesgo de St.

Gallen.

4.1.

4.2.

4.3.

El grado tumoral, la multicentricidad y la presencia de tumores contralaterales, la

expresion de receptores hormonales en el tumor primario, detectada mediante

inmunohistoquimica, la sobreexpresion/amplificacion del oncogén HER2/neu en el

tumor primario, la clasificacion molecular de los tumores, son parametros no

relacionadados con la afectacion ganglionar.

Los tumores lobulillares de variedad pleomdrfica muestran el porcentaje mas

elevado de positividad de ganglios centinelas, independientemente de la técnica

empleada en su deteccion.

Los dos Unicos factores que se mantienen como variables que predicen la

positividad del ganglio centinela en el analisis multivariado son: la permeacion vascular

y la clasificacion de riesgo de St. Gallen.

La RT-PCR es la técnica mas costo-efectiva en la deteccion de micrometastasis.
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