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DETECCION DE METASTASIS EN GANGLIO CENTINELA
DE CARCINOMA MAMARIO MEDIANTE
CITOLOGIA INTRAOPERATORIA, HISTOPATOLOGIA
Y TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Dres. Daniela Allende, Valeria Denninghoff, Fernando Paesani,
Alejandra Avagnina, Eduardo Abalo, Gabriel Crimi, Boris Elsner.

RESUMEN

Introduccion: El estudio del ganglio centinela (GC) en cancer de mama es una técni-
ca que permite la evaluacion del estado axilar de la paciente. El objetivo de este estudio es
desarrollar una técnica de biologia molecular (BM) para la deteccion de micrometastasis y
hallar un perfil clinico-quirdrgico en las pacientes con GC que expresen mamaglobina.

Métodos: Entre junio de 2004 y diciembre de 2005 se estudiaron prospectivamente
17 GC de pacientes con tumores mamarios menores y/o iguales a 2 cm, sin adenopatias
axilares palpables. Se realiz6 citologia intraoperatoria, técnicas de hematoxilina-eosina
(HE), inmunohistoquimica (IHQ) y BM para determinar mamaglobina (MAG) Ay B.

Resultados. El estudio con las técnicas de rutina mostré la presencia de metastasis
en 2/16 casos. Se detectaron 3/16 casos con IHQ, uno de ellos negativo para HE. Median-
te BM se detectaron 6/16 GC positivos, que incluian los 3 casos anteriormente mencio-
nados.

Conclusiones. Las técnicas de IHQ y BM permiten aumentar la deteccion de mi-
crometastasis. No hallamos correlacion entre los parametros clinicos evaluados, las ca-
racteristicas del tumor y la presencia del marcador molecular. Estas técnicas quizas per-
mitan en un futuro cercano modificar la estadificacion y tratamiento de las pacientes con
cancer de mama.
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SUMMARY

Introduction: Breast cancer sentinel lymph node (SLN) study allows a proper analysis
of patients” axillary status. The purpose of this study was to develop molecular biology
techniques (MBT) for micrometastasis detection, to determine patients’ clinical and patho-
logical features of SLN expressing mammaglobin.

Methods: Sentinel lymph nodes from 16 patients with a diagnosis of breast cancer
were prospectively studied between June 2004 and December 2005. Breast tumors lower
than or equal to 2 cm, with no palpable axillary adenopathies were included. Lymph nodes
were all examined by intraoperative cytology, hematoxilin-eosin (HE), immunohistochemis-
try (IHC), and MBT were used to determine mammaglobin (MAG) A and B presence.
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Results: Conventional techniques showed metastases in 2/16 cases. We found 3/16
cases by IHC, one of them negative by HE. Molecular biology techniques revealed 6/16
positive SLN, which comprised the 3 above mentioned cases.

Conclusions: Detection of micrometastases was increased by IHC and MBT. There is
no correlation between clinical findings, tumor features and molecular marker detection.
The use of these techniques could potentially modify staging and treatment of breast can-

cer patients.

Key words: Breast cancer. Sentinel node. Molecular biology. Mammaglobin.

INTRODUCCION

El cancer de mama es el primer tumor en
frecuencia a escala mundial en mujeres y repre-
senta el 22% de todas las neoplasias femeninas.
El estado axilar junto al tamano tumoral conti-
ndan siendo los factores de pronéstico més im-
portantes. El compromiso de los ganglios axila-
res esta intimamente relacionado con la sobre-
vida y recurrencia de la enfermedad, y tiene im-
plicancias en el tratamiento adyuvante.”* La lin-
fadenectomia axilar fue y continGia siendo, en
determinadas pacientes, parte del tratamiento
quirtrgico conservador del cancer de mama. Es-
ta técnica presenta diversas complicaciones pos-
quirtgicas, como el linfedema crénico, que se
puede observar hasta en un 37% de las pacien-
tes. También debe considerarse que entre un
60% a 70% de esas linfadenectomias son nega-
tivas en el examen histopatolégico por diferido.”
La presencia de metastasis, en la mayoria de los
casos, es un proceso secuencial y continuo, que
comienza con el crecimiento del tumor primario.
Las células tienden a penetrar el sistema linfatico
al nivel de los pequerios saculos iniciales de los
capilares linfaticos, a través de pequenos poros
entre las células endoteliales. Los ganglios lin-
faticos permiten a las células pasar o ser reteni-
das temporaria o permanentemente. Por lo tan-
to, la habilidad para detectar las células metas-
tasicas en los ganglios linfaticos es importante
porque determina el estadio, la terapia adyuvan-
te y los procedimientos de seguimiento.® Basan-
dose en esta Ultima premisa, se establecié el co-
nocimiento del estado de los ganglios linféticos
regionales en individuos con tumores sélidos co-
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mo uno de los factores de prondstico mas rele-
vante.” El primer ganglio en el trayecto principal
entre el tumor primario y el grupo ganglionar re-
gional, habitualmente es el sitio de asentamiento
maés probable y a menudo exclusivo de metas-
tasis temprana. Morton y col. desarrollaron en
1992 un método denominado linfadenectomia
selectiva que consiste en la identificacion del pri-
mer ganglio que recibe drenaje linfatico del area
del tumor y que fue llamado ganglio centinela
(GC).® Su identificacién permite el estudio mi-
nucioso de metastasis subclinicas en el examen
anatomopatolégico. En los ultimos anos varios
estudios han validado la basqueda del GC de
mama.”'? Debe entenderse por GC de mama a
aquel o aquellos ganglios linfaticos a los cuales
drena inicialmente el tumor mamario.”* Anélo-
gamente a lo descripto en el estudio del GC pa-
ra tumores como el melanoma maligno cutaneo,
esta técnica permite una evaluacién certera y
confiable del estado axilar.'* La identificacién
intraoperatoria del GC permite la deteccién de
metastasis en el examen anatomopatoldgico, se-
leccionando los pacientes que se beneficiaran
con el tratamiento quirdrgico y adyuvante. En la
actualidad somos capaces de determinar metés-
tasis, micrometastasis (entre 0,2 v 2,0 mm), sub-
micrometastasis (<0,2 mm) y células neoplasi-
cas aisladas. El hecho de que estas categorias
hayan sido incluidas en la Gltima estadificacion
TNM del American Joint Committee impulsa el
empleo de nuevas técnicas, mas sensibles que
las anteriores, en la busqueda de células tumo-
rales en el GC de mama. Las técnicas de biolo-
gia molecular (BM) para la determinacién de
metastasis en GC de mama abren un nuevo ho-



214 DANIELA ALLENDE, VALERIA DENNINGHOFF, FERNANDO PAESANI'Y COL.

rizonte de posibilidades en el estudio, diagnés-
tico y tratamiento de estas pacientes, asi como
también plantean diversos interrogantes con re-
lacién a su implicancia. El primer desafio en es-
te campo fue encontrar un marcador lo suficien-
temente sensible y especifico. Se postularon in-
finidad de marcadores, entre los que se men-
cionan CEA, PIP, CK19, mucl, PSE, mama-
globina (MAG) A y MAG-B."* De todos ellos
MAG-A fue el mejor marcador individual por su
alta especificidad y sensibilidad.'®'*'* Grandes
estudios han mostrado desventajas en la sobre-
viva de pacientes con micrometastasis en gan-
glios axilares.”>'® El significado pronéstico de
determinar la presencia de colgajos celulares y
células neoplésicas aisladas continia ain sin
consenso."’

El objetivo de este estudio es desarrollar una
técnica molecular para la deteccién de microme-
tastasis y hallar un perfil clinico-quirtrgico en las
pacientes con GC que expresen mamaglobina.

MATERIALES Y METODOS

Entre junio de 2004 y diciembre de 2005,
fueron estudiados en forma prospectiva los GC
de 16 pacientes con diagnéstico de cancer de
mama, intervenidas quirtrgicamente en CEMIC.
Se incluyeron los tumores mamarios menores
y/o iguales a 2 cm, sin ganglios axilares palpa-
bles. La media de edad al diagnéstico fue de
57 anos (rango: 41-77 anos). La media de se-
guimiento fue de 10 meses (rango: 5-16 meses).
La media del tamafio tumoral fue de 0,82 cm
(rango: 0,01-1,80 cm). Se consideraron otros
datos como el tipo y grado histoldgico, los re-
ceptores hormonales, el estado del HER-2/neu,
el estado de los mérgenes y la invasién linfo-
vascular del tumor primario. También se eva-
luaron la edad de menopausia, la edad de me-
narca, el estado hormonal (pre- o posmenopau-
sica), los embarazos y partos, la presencia de
cancer de mama contralateral, los antecedentes
familiares, los antecedentes personales y la in-

gesta de alcohol al momento del diagnéstico del
cancer de mama. Durante el acto operatorio se
inyectaron 3 ml de azul patente al 3% con agu-
ja 25 gauge, en regién subareolar, realizando a
continuacién un masaje suave para movilizar el
colorante en los linfaticos. Luego de un tiempo
variable de espera, que oscilé entre 10 y 20 mi-
nutos, se realiz6 una pequena incisién sobre el
area axilar. El disefio de la misma debe ser tal
que permita ampliarse en caso de ser necesario
un vaciamiento ganglionar. Identificado el o los
ganglios tenidos de azul, se extraen para realizar
el estudio anatomopatolégico. Los GC reseca-
dos fueron estudiados intraoperatoriamente se-
gln su tamano: si eran pequenos fueron hemi-
seccionados vy si eran de un tamafo mayor se
obtuvieron lonjas finas de aproximadamente
2 mm. Se realizé la impronta de las superficies
de corte resultantes y se colorearon con azul de
toluidina. La evaluacién se realizé mediante es-
tudio citolégico.'® Una lonja central fue conser-
vada en nitrégeno liquido (a —=196° centigrados)
para BM y el resto del GC se fijo en formol-buf-
fer al 10% e incluy6 en parafina. Del taco de pa-
rafina se realizaron cortes seriados de 3 micrones
para hematoxilina-eosina (HE) y estudio inmu-
nohistoquimico (IHQ), con la utilizacién de anti-
cuerpos monoclonales anticitoqueratina (CK)
clon AE1 y AE3 (DAKO, dilucién 1:100).'*%°
Los cortes fueron incubados con el suero prima-
rio, utilizdndose luego el sistema avidina-biotina,
con el kit Vectastain Elite (Vector Labs, Burlin-
game, EE.UU.). Como cromdgeno se utilizé dia-
minobencidina y como contraste hematoxilina.
Se efectuaron los controles positivos y negativos
correspondientes. A partir del RNA mensajero
(RNAm) extraido de los fragmentos de tejido en
fresco del GC utilizando SV Total RNA Isola-
tion system (Promega Corporation, Madison,
WI, EE.UU.), se realiz6 una retrotranscripcién
(RT). El DNA complementario (DNAc) obtenido
fue amplificado mediante la reaccién en cade-
na de la polimerasa (PCR) en el mismo tubo de
reaccion (RT-PCR muiltiplex) usando primers
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especificos. Los primers de MAG-A humana am-
plificaron un producto de 331 pares de bases
(pb) y MAG-B un producto de 245 pb. La inte-
gridad del RNAm se verific6 mediante la am-
plificacion de gliceraldehido-3-fosfato deshi-
drogenasa (GAPD). Los primers usados fueron
GAPD-1 y GAPD-2 que amplifican un producto
de 315 pb.?! Los productos de PCR se analiza-
ron por electroforesis en un gel de poliacrilamida
al 9% con tincién con bromuro de etidio bajo
luz UV. Se consideré como resultado positivo la
presencia de bandas de 331/245 pb para RNAm
de MAG-A/B humana, respectivamente.

RESULTADOS

El estudio diferido con HE mostré la presen-
cia de metastasis subcapsular en 2/16 casos (Fi-
gura 1). Se detectaron 3/16 casos con IHQ, uno
de ellos negativo para HE, donde se observa-
ron escasas células neoplasicas aisladas o en pe-
quenos grupos, ubicadas a nivel del seno sub-
capsular o entremezcladas en el tejido linfoide
nodal. Las células tumorales encontradas en la
regién subcapsular o en el parénquima linfati-
co fueron positivas con CK-AE1-AE3 en todos
los casos mencionados (Figura 2). Mediante BM
se detectaron 6/16 GC positivos, que incluian
los 3 casos anteriormente mencionados. En los
3/16 GC restantes detectados sélo con BM, to-
dos expresaban MAG-B exclusivamente. Las de-
mas formaciones ganglionares estudiadas (10/
16)no mostraron metastasis con ninguno de los
métodos implementados para el estudio (Ta-
bla I). En todas las muestras se obtuvo material
amplificable. Todos los controles dieron los re-
sultados esperados. El tipo histolégico de las 16
pacientes se distribuyé de la siguiente manera:
8 con carcinoma ductal infiltrante; 4 lobulillar;
2 tubular, 1 tabulo-lobulillar; y 1 medular atipi-
co. No existieron diferencias significativas entre
las poblaciones de las pacientes con GC BM po-
sitivos o con GC triple negativos (HE-/IHQ-/
BM-) en la media de edad al diagnéstico, la me-
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Figura 2. Se observan células neoplasicas metastasi-
cas positivas con CK-AE1-AE3 (250x).

dia de edad de menopausia, la media de edad
de menarca, los embarazos y partos, el estado
hormonal (premenopausicas o posmenopausi-
cas), la presencia de cancer de mama contrala-
teral, la media de tiempo de seguimiento, el tipo
histolégico, la media de tamafo tumoral y la his-
toria familiar de cancer de mama. En nuestra
poblacién no encontramos relacién entre los re-
sultados hallados en los GC con los anteceden-
tes personales y la ingesta de alcohol. Los mér-
genes del tumor en todos los casos estaban li-
bres de lesién. Como se puede ver en la Tabla I,
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Caso HE IHQ MAG-A MAG-B RH HER-2/neu
1 Pos Pos Pos Pos E+; P+ Positivo +++
Pos Pos Pos Neg E+; P- Positivo +++
3 Neg Pos Pos Neg E+; P+ Negativo
4 Neg Neg Neg Pos E+; P— Negativo
5 Neg Neg Neg Pos E+; P— Negativo
6 Neg Neg Neg Pos E+; P+ Negativo
7 Neg Neg Neg Neg E+; P+ Negativo
8 Neg Neg Neg Neg E+; P+ Negativo
9 Neg Neg Neg Neg E+; P+ Negativo
10 Neg Neg Neg Neg E+; P+ Negativo
11 Neg Neg Neg Neg E+; P+ Negativo
12 Neg Neg Neg Neg E+; P+ Negativo
13 Neg Neg Neg Neg E+; P+ Positivo +++
14 Neg Neg Neg Neg E+; P+ Positivo débil ++
15 Neg Neg Neg Neg E+; P+ Positivo débil ++
16 Neg Neg Neg Neg E+; P+ Negativo
Neg: Negativo. Pos: Positivo. HE: Hematoxilina eosina. IHQ: Inmunohistoquimica. MAG: Mamaglobina.
RH: Receptores hormonales. E: Receptores de estrogeno. P: Receptores de progesterona.

Tabla I. Deteccion de micrometéastasis en ganglios linfaticos centinela de pacientes con cancer de mama
(histopatologia, inmunohistoquimica y biologia molecular).

no se encontrd relacién entre los resultados de
HE, [HQ v BM, con los receptores hormonales
y/o el estado del HER-2/neu. Ninguno de los tu-
mores con micrometéastasis detectados por BM
presentaba invasion linfovascular.

DISCUSION

El cancer de mama produce metéstasis gan-
glionares axilares en un alto porcentaje de las
pacientes. Hasta un 30% de las pacientes con
ganglios linfaticos negativos estudiadas con HE
tienen recurrencias dentro de los 10 anos. El es-
tudio retrospectivo con cortes seriados ha reve-
lado metéstasis en hasta un 30% de los casos."’
Estas metastasis ocultas tienen un impacto su-
mamente negativo en el prondstico y sobrevida
global.>'® Buscando una tactica que permita una
certera seleccién de pacientes y una solucién pa-
ra evitar los vaciamientos axilares innecesarios,
Morton y col. describieron el mapeo linfatico pa-
ra deteccién y estudio del GC o primer ganglio
que recibe el drenaje linfatico del area del tumor
primario.® El mapeo linfatico y biopsia del GC
parecen ser actualmente el mejor camino para

establecer el estado de los ganglios linfaticos sin
la remocién de la cadena linfatica con notables
ventajas: ofrece uno o unos pocos ganglios para
un estudio mas exhaustivo, con adecuada rela-
cién costo/beneficio, que serfa impracticable en
todos los ganglios de un vaciamiento y es un
proceso seguro y de bajo costo.?? Diferentes es-
tudios internacionales, nacionales y reuniones
de consenso, han validado la técnica de iden-
tificacién del ganglio centinela en pacientes con
cancer de mama, mostrando un porcentaje de
identificacién del GC de hasta 98% en manos
experimentadas, sin recurrencia axilar en un se-
guimiento de 39 meses.”'***** Si el GC no es
estudiado exhaustivamente existen posibilidades
de subdiagndstico. En nuestro trabajo compro-
bamos que es un procedimiento que, una vez
cumplida la curva de aprendizaje, es efectivo y
de bajo costo, logrando la identificacién intra-
operatoria del GC en todos los casos estudiados
en este protocolo. La evaluacién del GC varia
en los distintos trabajos en un amplio espectro
que incluye citologfa, HE e IHQ.?” Hemos estu-
diado intraoperatoriamente por citologia cada
GC con una correlacién con los métodos por di-
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ferido superior al 95%. Cumplida la curva de
aprendizaje de los evaluadores no ha sido nece-
sario el empleo de técnicas adicionales en esta
instancia. Posteriormente comparamos los ha-
llazgos obtenidos con cortes seriados del mate-
rial coloreados con HE e IHQ. Se incrementé en
un 25% la deteccién de metastasis en GC nega-
tivos con HE mediante diferentes CK: CAM 5.2
o CK-AE1-AE3.""#* a CK-AE1-AE3 es el mar-
cador epitelial mas sensible y especifico para re-
conocer células epiteliales neopléasicas en GC,
con un menor nimero de falsos positivos. En
nuestro trabajo usamos CK-AE1-AE3 y detec-
tamos 3/16 casos, si hubiésemos evaluado cada
GC sédlo con HE hubiésemos detectado 2/16 ca-
sos. La técnica de RT-PCR multiplex es altamen-
te sensible y especifica para la deteccion de mar-
cadores moleculares, con lo cual el nimero de
metéastasis y micrometastasis halladas es superior
al diagnosticado con técnicas de rutina (HE y/o
[HQ).?° Nuestros resultados de deteccién con
técnicas de biologia molecular (6/16) son com-
parables a los publicados por otros autores.'**¢°
El empleo de méas de un marcador molecular
(MAG-A y B) aumenté la sensibilidad de la téc-
nica, sin poder hasta el momento delinear la im-
plicancia prondéstica que ello conlleva. Cabe des-
tacar que los tres casos que sdlo fueron positivos
con técnicas moleculares, lo fueron con la isofor-
ma MAG-B. De no haber incluido la misma en
el diseno, estas tres pacientes con micrometéas-
tasis no hubiesen sido detectadas. Comparando
los datos aportados por el estudio histopatolégi-
co y molecular del GC con el perfil clinico-qui-
rdrgico de las pacientes, no hemos encontrado
diferencias en el perfil de pacientes que expre-
san alguna y/o ambas isoformas de MAG. Cier-
tos autores asocian la deteccién de MAG a un
mejor prondstico por estar relacionada con tu-
mores mejor diferenciados, mientras que otros la
asocian a un pronéstico ominoso dado que im-
plica la presencia de células neoplasicas en un
ganglio axilar.’** No hemos podido demostrar
diferencias estadisticamente significativas en los
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pacientes con GC positivos tinicamente por IHQ
y/o por PCR, en cuanto a sus caracteristicas cli-
nicas-histopatolégicas o progresion de la enfer-
medad en el tiempo de seguimiento. Debido a
que numerosos articulos publicados han postu-
lado que la recurrencia de la enfermedad se ma-
nifiesta luego de 10 afios de seguimiento, cre-
emos que estas pacientes deben ser seguidas cli-
nicamente a mas largo plazo.*

CONCLUSIONES

El mapeo linfatico y biopsia del GC parecen
ser actualmente el mejor camino para establecer
la presencia de metéastasis en el carcinoma ma-
mario sin necesidad de la remocién de la cade-
na linféatica. El mismo evita vaciamientos axila-
res innecesarios, reduciendo costos y morbili-
dad. Dado que la técnica de HE es insuficiente
para la identificaciéon de todos los GC que tie-
nen micrometastasis, el agregado de técnicas de
[HQ y de BM aumentan en forma significativa
la sensibilidad del estudio anatomopatolégico.
La técnica RT-PCR multiplex desarrollada para
MAG-A y B es especifica v sensible. Hemos en-
contrado que los individuos que sélo tenfan de-
teccién de micrometastasis por BM, expresaban
MAG-B exclusivamente. No observamos asocia-
cién entre parametros clinicos y la deteccién del
marcador. Este trabajo es un generador de hipé-
tesis. Se requeriran nuevos estudios con mayor
nimero de pacientes y seguimiento a mas largo
plazo para confirmar las mismas. Estas técnicas
quizés permitan en un futuro cercano modificar
la estadificacién y tratamiento de las pacientes
con cancer de mama.
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DEBATE

Dr. Lorusso: Ustedes estudiaron a las pa-
cientes con mamoglobina positiva, équé tipo de

metastasis tenian en el ganglio centinela, si eran
submicrometastasis, ITC o macrometéastasis?, ésa
es una de las preguntas. Otra es, si lei bien en el
trabajo que presenté, éen el estudio intraopera-
torio del centinela hacen cortes cada 2 mm para
la impronta?

Dr. Abalo: Eso depende del tamano del
ganglio; cuando el ganglio es grande se puede,
cuando es chico se hace un corte central y se
hace una impronta de las dos caras solamen-
te. Cuando el ganglio es grande se pueden ha-
cer varios cortes; no sé si cada 2 mm, pero va-
rios cortes para la impronta de varias caras del
ganglio.

Dr. Lorusso: Tal vez el Dr. Elsner lo sabe,
si no comienzan el estudio de la impronta por el
seno, por donde entra el canaliculo aferente,
que es donde habitualmente se encuentran las
submicrometastasis o las micrometastasis.

Dr. Abalo: Si el sefior Presidente me per-
mite yo quisiera trasladar la pregunta al Dr. Els-
ner, porque este es un tema de anatomia pato-
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légica y él va a contestar mejor que yo.

Dr. Elsner: Comenzamos con el ganglio
centinela en melanoma maligno y después lo
trasladamos a mamas unos anos después. En
realidad lo que hacemos como pardmetro es,
como dijo bien el Dr. Abalo, rescatar una lonja
central para biologia molecular. Ahora en esa
lonja central se realiza la impronta en ambos
costados por un lado, ahi se sacan dos impron-
tas; y se sacan otras dos improntas de las hemi-
esferas que quedan de la parte periférica. Asi
que va se queda con cuatro improntas por gan-
glio centinela, que se miran unas tras otra, colo-
readas con azul de toluidina o lo que el patélogo
prefiera. Esa es una pregunta, no me acuerdo
cudl era la otra.

Dr. Lorusso: Una vez que encontraban
mamoglobina positiva por inmunohistoquimica,
¢qué tipo de metéstasis les ofreci6?

Dr. Elsner: Habia tres casos en los que no
habia nada en la microscopia y habia uno que
tenia una micrometastasis, que se detecté por in-
munohistoquimica. Habia dos que tenian metéas-
tasis habituales, que fueron las clasificadas con
hematoxilina comun.

Dr. Lorusso: Mayores de 2 mm.

Dr. Elsner: Claro. Pero lo interesante de
esto, es que para el patélogo es un poco frus-
trante. Para el que esta acostumbrado a ver pre-
parados y ver células tumorales, que el biélogo
molecular le dice, acd es mamoglobina positivo
o tiene oxinasa positivo, o lo que sea positivo, y
usted hace el corte, hace la inmuno y nada.

Dr. Davalos: Primero me parece intere-
sante la linea de investigacién. Ya se han he-
cho publicaciones sobre las micrometastasis por
polimerasa o por inmunohistoquimica y no se
han encontrado como variables independientes.
Creo haberle escuchado que usted dijo que no
encontraron relacién con otros factores de pro-
ndstico. Los trabajos publicados que yo he visto
estan encontrando una correlacién de presencia
de inmunohistoquimica con factores negativos
de pronéstico. El valor de esta metéastasis con
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inmunohistoquimica o polimerasa se vera en el
protocolo que esté haciendo el Colegio Ameri-
cano de Oncdlogos Cirujanos. Yo le queria pre-
guntar y sobre todo al patélogo, si estas técnicas
de inmunohistoquimica o polimerasa detectan
células cancerosas o células epiteliales.

Dr. Elsner: Estas técnicas, hablamos de in-
munohistoquimica primero, detectan obviamen-
te células epiteliales. En mama se usa una ci-
toqueratina que generalmente es de bajo peso
molecular. Del céctel hay uno de tres; lo que se
usa es la de tres basicamente, lo que reacciona
mas, vy detecta células epiteliales; ojala tuviéra-
mos marcadores que detectasen células cance-
rosas. Con biologia molecular pasa exactamente
lo mismo. No hay un marcador. Yo creo que los
patdlogos y todos estarian muy contentos si hu-
biera un marcador de células cancerosas, pero
no lo hay. Existe toda una gama de factores de
proliferacién, etc., pero no tiene nada que ver
con el hecho de que una célula sea neoplasica
o no.

Dr. Gori: A mi el trabajo me parecié muy
interesante, muy lindo y especialmente porque
estan empezando a hacer algo; es algo que es
bueno. Hay més preguntas que respuestas, co-
mo todo lo que se comienza a hacer, son mu-
chas hipétesis. Pero hay un punto de la meto-
dologia que tal vez seria muy interesante reva-
luar para que todo el esfuerzo después no tenga
un sesgo en los resultados. Ustedes estudian con
hematoxilina eosina muchos cortes, y utilizan
uno solo para los estudios de investigacién; es
decir, no son homogéneas las muestras del pa-
trén versus el elemento a investigar. Entonces,
Yo creo que por razones de costos, por razones
de lo que sea, pero evidentemente es un esfuer-
zo sumamente interesante, pero presentaria un
sesgo dado que son dos elementos diferentes
analizados. ¢Cémo podrian solucionar eso y si
realmente lo han tenido en cuenta?

Dr. Abalo: Lo hemos tenido en cuenta v
tanto, que justamente lo hablé con el Dr. Els-
ner, a quien le voy a dar ahora la palabra. Yo le

pregunté también esto que usted dice. Nosotros
preservamos una franja central del ganglio pero,
qué pasa si la metastasis la tiene subcapsular en
la otra punta. El Dr. Elsner me dio una respues-
ta que ahora le pido que se las dé también a us-
tedes.

Dr. Elsner: Creo que aca hay un poco de
confusién terminolégica ya que lo que se pre-
serva para biologia molecular no es un corte, es
una lonja de tejido. Es una lonja de tejido que
podréa tener un 1 mm de espesor, pero es mucho
mas gruesa que un corte histolégico. Nadie real-
mente sabe si ahi estan las células tumorales o
no, es una cuestién de azar; pero alguna técnica
habia que usar. Al mismo tiempo teniamos la
responsabilidad asistencial en el momento de la
biopsia intraoperatoria de decirle al ginecélogo
o al mastélogo, aca hay células tumorales o no.
Para eso es obvio que, si usted hace cuatro im-
prontas le va a salir un indice positivo mayor
que si hace una. Esas cifras que mencioné el
Dr. Abalo a mi me parece que en manos nues-
tras es mucho mas baja. Hay de vez en cuando
falsos negativos. Desgraciadamente, no se hizo
en ese estudio, ni se puede seguir haciendo con
esto. Mucho de esto es anotar cuéles son los fal-
Sos negativos o positivos, pero es mucho menos
del 25%.

Dr. Abalo: Esas no son cifras nuestras, son
del estudio que tiene méas de 5.000 pacientes
evaluadas con ganglio centinela.

Dr. Elsner: Perddn, si ya sé, pero yo no
creo que en ese momento en manos de paté-
logos entrenados en observar metéstasis y car-
cinomas de mamas, la inmunohistoquimica le
agregue un 25%; le va a agregar mucho me-
nos. Prueba que en la segunda serie que tiene
el Dr. Abalo de maés pacientes, la inmuno no le
agregd6 nada. La inmuno a lo sumo podréa agre-
gar un 10% y probablemente en metastasis sub-
capsulares de lobulillares de bajo grado. Porque
las metéstasis de las ductales, si tiene una buena
técnica, las ve. Hay que tener en cuenta que aca
no se hacen cortes seriados del ganglio, se ha-
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cen cortes de las dos mitades, se hacen cortes en
la parte media, pero eso no es el estudio, como
el famoso estudio Ludwig de hace muchos anos
que derivaron todos los ganglios a un centro en
Alemania e hicieron cortes seriados y terminaron
con un 10% mas de metéastasis. Es decir, cuan-
tos mas cortes se haga y mas estudie, mas me-
tastasis va a tener, esto es obvio. Pero aca cortes
seriados de ganglios no se hace justamente por
motivo de costos. Porque es muchisimo mas
costoso, desde el punto de vista metodolégico,
sobre todo en tiempo del patélogo, tener una
bandeja de cortes seriados de ganglios linfaticos,
de melanoma, metéstasis, mama, cancer gastri-
o, lo que sea, que hacer este tipo de tecnologia.

Dr. Abalo: Respecto a la diferencia entre
hematoxilina eosina y biologia molecular, es que
la hematoxilina eosina es operador dependien-
te; o sea, depende de una técnica y depende de
un patélogo que lo mira y lo lea. Lo otro es una
técnica que dice que es positivo o negativo. Es
una técnica de laboratorio que da un resultado,
positivo o negativo; elimina el factor humano.

Dr. Nunez De Pierro: Simplemente un co-
mentario para el contexto. Recuerden que cuan-
do hablamos de lo que estamos agregando o
desagregando, esta claro cuanto, pero no sabe-
mos qué. No tenemos la méas minima idea de lo
que estamos agregando o desagregando.

Dr. Lorusso: Ahi iba mi comentario. Todo
el estudio del centinela estd sesgado desde su
comienzo, ¢por qué? El Dr. Elsner lo mencio-
no, los costos de hacer la mamoglobina, todo el
ganglio debe ser muy superior y tal vez imprac-
ticable, punto nimero uno. El punto ndmero
dos, es que ya partimos de la base, como decia
el Dr. Nanez De Pierro, que esto no se sabe si se
esta sobreestadificando, porque pueden ser cé-
lulas epiteliales benignas que migraron por una
puncién, no se sabe. Es raro que una mamoglo-
bina detecte una macrometastasis y que el paté-
logo no la pudo advertir. El sesgo del ganglio
centinela ya es desde su inicio; es decir, el gan-
glio centinela se comenzé a comparar, a cote-
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jar y a conocer su predictibilidad en lo que es la
prediccién, valga la redundancia, del resto de
los ganglios de la axila sobre la base de un estu-
dio exhaustivo del mismo y a un estudio con-
vencional del resto de los ganglios de la axila.
O sea, que ya partimos de la base de que en la
practica en el estudio centinela ya hay un sesgo
que es inevitable. Y como usted bien dijo, este
es un trabajo, es una linea de investigacion, es
algo que obviamente no determina conductas v
que tampoco cambia el estadio, porque como
bien la clasificacién lo dice, sigue siendo un PNO
aungue sea mamaglobina positivo.

Dr. Billinghurst: Un poco lo adelanté el
Dr. Lorusso, sigue siendo un NO, ¢pero ustedes
en el trabajo tuvieron o piensan tener en el fu-
turo algiin cambio de conducta por estos hallaz-
gos? Que es la duda que existe, si vale la pena o
no hacer algo después.

Dr. Abalo: Por ahora no. Estamos dando
los primeros pasos en un trabajo y estamos vien-
do qué es lo que tenemos; el tiempo dird. Nos
falta tiempo y seguimiento. Nimero de pacien-
tes y tiempo de seguimiento; puede que esto sir-
va o no. Puede ser que dentro de 5 afos no lo
hagamos més o que esto sea la técnica habitual
de estudio de un ganglio; son los primeros pa-
sos. De cualquier forma creo personalmente que
todo lo que lleva a mejorar la sensibilidad de un
método, puede llegar a tener algtn éxito futuro,
y creo que lo va a tener. También hablabamos
de todas estas controversias cuando se empezd
a hacer ganglio centinela v deciamos, ¢esto ser-
vird o no servird? Hoy en dia es una técnica ha-
bitual.

Dr. Nuiez De Pierro: Mire la centellogra-
fia 6sea comparada con la radiologia. Ciertas
veces un aumento de sensibilidad indiscrimina-
do conspira tanto contra la especificidad que se
pierde el horizonte.

Dr. Abalo: Pero esto tiene especificidad,
aparentemente.

Dr. Nuiez De Pierro: Para epitelial.

Dr. Abalo: Si.
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Dr. Billinghurst: Entonces, usted cree que
va a tener que hacer vaciamiento axilar cuando
esto se confirme que es desfavorable.

Dr. Abalo: No, no sé.

Dr. Billinghurst: ¢Las pacientes lo saben?

Dr. Abalo: Si, nosotros tenemos un con-
sentimiento informado con las pacientes de que
se hace esta técnica, pero como técnica de in-
vestigacién y nada més. Yo no creo que tenga-
mos que hacer una linfadenectomia, yo tengo
las mismas dudas que ustedes, yo no sé si esto
va 0 no a servir, tengo algin feeling personal
que puede servir, nada mas. Puedo equivocar-
me, légico.

Dr. Gori: Con todo lo que se esta dicien-
do aca, no creo que el trabajo haya querido de-
mostrar nada de las preguntas que le han hecho.
Nadie va a tomar una conducta por un ensayo
de investigacién. Nadie puede saber qué es lo
que estamos midiendo y nadie puede saber cudl
puede ser el resultado final de ello. Es por eso
que en la investigacion es trascendente evitar los
sesgos. Si el costo es alto, la investigacién tiene
resultados malos, si no se realizan. Si el patrén
es medido de una manera, en cualquier trabajo
de investigacion, la comparacién tiene que ser
medida exactamente de igual manera. Si no el
sesgo es muy grande y todo el esfuerzo no va
a llegar a ninguna conclusién. Por eso le decia
que el estudio tiene que ser de la misma cosa y
no de algo parecido, si no vamos a confundir lo
verdadero con lo verosimil. En investigacién no
se puede aceptar.

Dr. Abalo: Le agradezco los comentarios y
los vamos a tener en cuenta con los investiga-
dores jévenes para ver en qué forma podemos
disminuir el sesgo.

Dr. Elsner: Se hablé bastante de costos y
realmente es mucho mas barato hacer una in-
munohistoquimica y mamaglobina en un gan-
glio centinela, que hacer un corte seriado en to-
do el ganglio. Tanto en insumos como en tiem-
po de patélogo basicamente. Asi que, si habla-
mos de costos, si nos contentamos con que los

consensos de mama sugieren que hay que partir
el ganglio por la mitad y sacar un corte de cada
mitad, bueno eso esta bien. Ahora, si algiin pro-
tocolo quiere hacer cortes seriados, de ganglios
linfaticos hacer 40 6 50 cortes de cada ganglio,
eso es mucho mas caro, que lo que expuso el
Dr. Abalo. Mucho mas caro. Especialmente en
tiempo del patélogo, que es el tiempo maés caro
de todos.

Dr. Nuinez De Pierro: Creo interpretar que
lo que el Dr. Gori decia a propésito de los cos-
tos, es justamente que debia haberse abordado
el estudio histolégico, por més que representara
altisimos costos, con la misma minuciosidad que
el estudio inmunohistoquimico. Es decir, no es
que sea mas cara la inmunohistoquimica, no
quiero ser el exégeta del Dr. Gori, pero me pare-
ci6 entender eso.

Dr. Elsner: El que propuso la idea del gan-
glio centinela, que es el Dr. Morton de Santa
Mbnica, en melanoma, justamente se basé en
eso; que era mucho mas barato hacer una de-
teccién de tiroxinasa en un ganglio centinela e
inmunohistoquimica, en comparacién a que el
patélogo le haga cortes seriados de todo el va-
ciamiento axilar o de todo ese ganglio centinela,
para mirarlo.

Dr. Nuiez De Pierro: Estoy de acuerdo.

Dr. Elsner: El costo es a la inversa de lo
que uno puede pensar.

Dr. Nuinez De Pierro: Si uno parte de una
premisa, de un axioma, nunca sabe si al final
era cierto. Que es mas barato, es méas barato.

Dr. Elsner: Con lo otro, ya mas o menos
en mamas sabemos. Hay un estudio de la déca-
da del 70 u 80, que yo mencioné y se llamé el
estudio de Ludwig, que se hizo en Berlin. Ahi
hay institutos de patologia muy avanzados, que
no estan en los hospitales. Ellos decian, manden
sus ganglios axilares, vaciamientos axilares, a
nuestro lugar central y nosotros le vamos a ha-
cer cortes seriados de todo esto. Terminaron con
un 10% mas de posibles metéstasis.

Dr. Gori: La idea no es preguntar cuanto
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cuesta. Si al patrén, el primer estudio de gan-
glios, le hicieron tres cortes, con inmunohisto-
quimica se tiene que estudiar esos tres cortes. Si
le hicieron uno, se tiene que estudiar con uno.
Es decir, no pueden estudiar de una manera el
patrén y el caso a investigar de distinta manera.
No sé si me explico. Si lo parten por la mitad,
nada mas que uno, y le hacen una sola impron-
ta, eso es lo que se tiene que estudiar en inmu-
nohistoquimica v el resultado va a ser mejor que
si a uno lo estudian de una manera vy al otro de
otra manera. El sesgo estd en la diferencia de
estudios, no el costo de cémo se mide.

Dr. Abalo: Yo no sé si técnicamente esto es
posible. Es decir, no sé si se puede hacer a la
mitad del ganglio, incluirlo todo para biologia
molecular, no sé. Supongo que la parte que va
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para inmunohistoquimica va para inmunohis-
toquimica y la que va para la otra técnica, va
para la otra técnica. Probablemente no se pueda
porque lo que se usa para biologia molecular es
material en fresco y lo demas se va a parafina y
es lo que va a inmunohistoquimica, para hema-
toxilina eosina; entonces, no creo que se puedan
aplicar las mismas técnicas al mismo material.

Dr. Lorusso: Como decia, el centinela ya
sali6 sesgado y se aceptd. Todo no debe ser asi.
Es correcto lo que usted estd planteando me-
todolégicamente, pero el centinela ya salié ses-
gado por lo que acabamos de comentar, y se
acepté como procedimiento definitivo. Imagine-
se que le hiciera mamoglobina a los 21 ganglios
que saca, creo que va a encontrar 200% de ma-
moglobina positiva.
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