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POR BIOLOGIA MOLECULAR
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RESUMEN

El estudio del ganglio centinela (GC) en cancer de mama, es una evaluacion
confiable del estatus axilar. EI motivo del presente estudio es evaluar mediante
técnicas de biologia molecular (BM), la presencia del RNA mensajero de mama-
globina (MAG) A y B, en GC de mama y correlacionar estos hallazgos con las
caracteristicas del tumor mamario, intentando identificar un subgrupo de individuos
con mayor riesgo de tener metastasis en ganglios axilares.

Fueron estudiadas prospectivamente (junio 2004-agosto 2007) 43 pacientes
con cancer de mama (tumor menor de 3 cm y axila clinicamente negativa). Se
realiz6 citologia intraoperatoria, seleccionandose casos con GC negativo, para
estudio con hematoxilina-eosina (HE), inmunohistoquimica (IHQ) y BM. Se realiz6
seguimiento clinico.

Con técnicas de rutina se observaron micrometastasis en 3 casos, con IHQ
5 casos (2 de ellos negativos con HE) y con BM 21 casos GC positivo.

En conclusion, el agregado de la IHQ y méas aun de la BM, aumenta la sen-
sibilidad para la detecciéon de micrometéastasis en el GC. No hallamos una relacion
directa entre los factores de riesgo analizados en los individuos y la expresién de
MAG. Podria plantearse la posibilidad de que MAG sea un marcador de prondstico
independiente de los factores de riesgo evaluados.
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SUMMARY

The prognosis of breast cancer patients depends on primary tumor resection
and axillary lymph nodes examination. The purpose of this study was to evaluate
by molecular biology (MB) techniques the presence of mammaglobin (MAG) A and
B messenger RNA in breast sentinel lymph node (SLN), and to make a correlation
with tumor characteristics in order to identify a subgroup of patients at a high risk of
metastasis in the SLN.
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Between June 2004 and August 2007, 43 patients with breast cancer (tumor
less than 3 cm and clinically negative axilla) were prospectively studied. Intraopera-
tive cytology was performed in patients with negative SLN, for hematoxylin-eosin
(HE), immunohistochemistry (IHC) and MB techniques. Clinical follow-up was also
included. Metastases were detected with routine techniques in 3 cases, with IHC in
5 cases (2 of them were negative for HE), and with MB in 21 cases positive SLN.

In conclusion, the inclusion of HE and MB allows a higher sensitivity in the
micrometastasis detection in SLN. We found no direct correlation between the risk
factors analyzed and MAG expression. MAG would be a prognostic marker differ-

ent from the other evaluated risks.
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INTRODUCCION

El cancer de mama es el primer tumor en
frecuencia a nivel mundial en mujeres y repre-
senta el 22 % de todas las neoplasias femeni-
nas.' Un alto porcentaje de las mujeres es menor
de 40 afios. EI compromiso de ganglios axilares
esta intimamente relacionado con la sobrevida y
recurrencia de la enfermedad, y tiene implican-
cias en el tratamiento adyuvante.>* Inicialmente
se realizaba una linfadenectomia axilar profilac-
tica en todas las pacientes, conjuntamente con
la cirugia mamaria. Esta técnica presenta diver-
sas complicaciones posquirargicas, como el lin-
fedema crénico, que se puede observar hasta en
un 37% de los casos. También debe considerar-
se que entre un 60% a 70 % de esas linfadenec-
tomias son negativas en el examen histopato-
l6gico por diferido.® La presencia de metastasis
(en la mayoria de los casos) es un proceso se-
cuencial y continuo, que comienza con el cre-
cimiento del tumor primario que aumenta con el
tiempo y tamafio tumoral. Las células tienden a
penetrar el sistema linfatico a nivel de los peque-
flos saculos iniciales de los capilares linfaticos, a
través de pequefios poros entre las células endo-
teliales. Los ganglios linfaticos permiten a las cé-
lulas pasar o ser retenidas temporaria 0 perma-
nentemente. Por lo tanto, la habilidad para de-
tectar las células metastésicas en los ganglios lin-
faticos es importante, porgue no sélo determina

el estadio, sino que es util para la eleccion de la
terapia adyuvante y para los procedimientos de
seguimiento.® Basandose en esta Ultima premisa,
se establecio que el conocimiento del estado de
los ganglios linfaticos regionales en pacientes
con tumores sélidos, como uno de los factores
de prondstico més relevantes.” El primer ganglio
en el trayecto principal entre el tumor primario y
el grupo ganglionar regional, habitualmente es
el sitio de asentamiento mas probable, y a me-
nudo exclusivo, de metéstasis temprana. Morton
y cols.? desarrollaron en 1992 un método deno-
minado linfadenectomia selectiva (LS), que con-
siste en la identificacion del primer ganglio que
recibe drenaje linfatico del area del tumor y que
fue llamado ganglio centinela (GC). Su identi-
ficacion permite el estudio minucioso de metés-
tasis subclinicas en el examen anatomopatolé-
gico. De esta manera se pueden seleccionar los
casos que se beneficiaran con el tratamiento qui-
rurgico. Es posible determinar la presencia de
metastasis en el ganglio axilar en pacientes con
cancer de mama, con técnicas histopatolégicas
convencionales en la mayoria de los casos, pe-
ro creemos que en un porcentaje variable po-
demos subdiagnosticar a los individuos debido a
limitaciones propias de las técnicas. Al no iden-
tificar estas metastasis, las pacientes son sub-
tratadas, porque el estatus ganglionar negativo
no permite la utilizacion de tratamientos mas
agresivos, como linfadenectomias o tratamientos
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guimioterapicos. En la actualidad somos capa-
ces de determinar metastasis, micrometastasis
(entre 0,2 y 2,0 mm) y submicrometastasis, cé-
lulas neoplésicas aisladas 0 pequefios grupos
<0,2 mm. En la estadificacion Tumor-Node-
Metastasis (TNM) del American Joint Committee
on Cancer, se han definido subgrupos dentro
del pNO (estadificacion ganglionar de patologia
negativa con hematoxilina-eosina [HE]) de gan-
glios segun la técnica utilizada para la evalua-
cion de los mismos (Tabla 1)." El hecho de que
estas categorias hayan sido incluidas en la ulti-
ma estadificacion, impulsa el empleo de nuevas
técnicas, més sensibles que las anteriores, en la
basqueda de células tumorales en el GC de ma-
ma.® Métodos de biologia molecular (BM) per-
miten una evaluacion mas exhaustiva del gan-
glio. La evaluacion de marcadores moleculares
en elllos ganglio/s permite identificar ganglios
positivos con una mayor sensibilidad.

En la actualidad, este hallazgo no determina
cambios terapéuticos, pero la correlacion de es-
tos resultados con las caracteristicas clinicas y la
sobrevida de las pacientes permitirAn conocer
si tienen significado clinico. Si esto ocurriese, en
un futuro, este grupo con enfermedad temprana
podria beneficiarse con tratamientos mas perso-
nalizados de acuerdo a las caracteristicas y agre-
sividad de su tumor y/o estatus ganglionar, por
lo cual mejorariamos las posibilidades de au-
mentar la sobrevida a largo plazo.

La expresion de la informacién genética al-
macenada es un proceso complejo. Se basa en
el "Dogma de la Biologia Molecular" que repre-
senta el progreso de la informacion desde el aci-
do desoxirribonucleico (DNA) hacia el acido ri-
bonucleico (RNA) y de éste a su vez, a protei-
nas.'® La posibilidad de amplificar a voluntad un
RNA especifico abre perspectivas ilimitadas.'* La
PCR demostro ser la técnica mas sensible para
detectar la minima cantidad de células tumorales
comparada con otros métodos. La RT utiliza-
da conjuntamente con la PCR para la determi-
nacion de metéastasis en GC de mama, abren
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Técnica Estadificacion
Clasificacion adicional TNM
pNO Ninguna pNO
PNO (i -)
HQ pNO (i +)
pNO (mol -)
BM pNO (mol +)

pNO: Estadificacion ganglionar de patologia
negativa con hematoxilina-eosina.

IHQ: Inmunohistoquimica.

BM: Biologia molecular.

(i): IHQ. (mol): BM. (+): Positivo. (-): Negativo.

Tabla I. Estadificacion de patologia 2002
del Tumor-Node-Metastasis (TNM)
del American Joint Committee on Cancer.

un nuevo horizonte de posibilidades en el estu-
dio, diagnéstico y tratamiento de estos casos, asi
como también plantean diversos interrogantes
con relacién a su implicancia prondstica, que
esperamos responder en un futuro cercano. El
primer desafio en este campo fue encontrar un
marcador lo suficientemente sensible y especifi-
co. Se postularon infinidad de marcadores, entre
los que se mencionan CEA, PIP, CK19, MUC1,
PSE, mamaglobina (MAG)-A y MAG-B."
Grandes estudios han mostrado desventajas
en la sobrevida de pacientes con micrometasta-
sis en ganglios axilares.**** El Consenso Inter-
nacional de Expertos reunidos en Saint Gallen
en el afio 2005, separd a los casos en tres cate-
gorias de riesgo, para definir el esquema tera-
péutico adyuvante, segun su estado ganglionar
asociado con otras variables como la edad, el
tamafio tumoral, la presencia de invasién linfo-
vascular, el grado histolégico y la expresion de
HER-2/neu. El significado prondstico de deter-
minar la presencia de colgajos celulares y células
neoplasicas aisladas continua adn sin consen-
s0.'® Actualmente se considera a los casos con
micrometastasis o presencia de células aisladas,
como axila negativa para la clasificacion.*® Iden-
tificar a este dltimo grupo, en el cual las técni-
cas convencionales histopatoldgicas no detec-
tan metéstasis que podrian observarse mediante
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BM, podria beneficiarlo con tratamientos adyu-
vantes adecuados, con posibilidades de aumen-
tar la sobrevida a largo plazo.

El motivo del presente estudio, es evaluar
mediante técnicas de BM la presencia del RNA
mensajero de MAG-A y B, en GC de mama y
correlacionar estos hallazgos con las caracteris-
ticas del tumor mamario, intentando identificar
un subgrupo con mayor riesgo de tener metas-
tasis en ganglios axilares.

MATERIALES Y METODOS

Entre junio de 2004 y agosto de 2007, fue-
ron estudiados en forma prospectiva, los GC de
43 mujeres, con diagnostico de cancer de ma-
ma. Se incluyeron los tumores mamarios me-
nores o iguales a 3 cm, sin adenopatias axilares
palpables y con resultado negativo del estudio
intraoperatorio del GC. Se realiz6 linfocentello-
grafia preoperatoria (LCP), inyectando en for-
ma intradérmica LINFO-TEC (99mTc)-Dextrano
70.000 (TECNONUCLEAR, Sociedad An6nima,
Bs Aires, Argentina), en la region del complejo
areola-pezén. Con cadmara gama se identifica-
ron el o los territorios ganglionares de drenaje, y
dentro de éstos, el primer o primeros ganglios en
captar (GC). Durante el acto operatorio se in-
yecto con una aguja 25 gauge, 3 a 5 ml de azul
patente al 1% en forma intradérmica, en la re-
gion del complejo areola-pezon, realizando a
continuacién un masaje suave para movilizar el
colorante en los linfaticos. Luego de un tiempo
variable de espera que puede oscilar entre 5y
20 minutos, se realizé una pequefia incision so-
bre el area ganglionar marcada preoperatoria-
mente. El disefio de la misma debe ser tal que
permita ser ampliada en caso de necesitarse un
vaciamiento ganglionar axilar. Se identificé el
conducto linfatico teflido de color azul verdoso,
éste se siguié cuidadosamente hasta el primer
ganglio coloreado, que es el centinela. Este mé-
todo se combina con la linfocentellografia intra-

operatoria mediante un contador nuclear ma-
nual DGC-Il Gamma Probe (NuclearLab S.R.L.,
Argentina). A continuacion se exploran varios
centimetros alrededor de éste en busca de gan-
glios adicionales tefiidos y/o emisores de radio-
actividad. Inmediatamente se extrae el GC para
realizar el estudio anatomopatoldgico. Se extirpa
el tumor primario con margenes adecuados. El
procedimiento se realiza con anestesia general.
Los GC resecados se estudian intraoperatoria-
mente donde se hemiseccionan, en caso de ser
pequefos, o se obtienen lonjas finas de apro-
ximadamente 2 mm en los ganglios mayores. Se
realizé la impronta de las superficies de corte re-
sultantes y se colorearon con azul de toluidina.
La evaluacion se realizé mediante estudio citolo-
gico.'” Sélo los GC negativos en la evaluacion
intraoperatoria fueron incorporados en el estu-
dio. Se crioconservo el 20% del GC (si el GC es
mayor a 0,5 cm) en nitrégeno liquido (a —196°
centigrados) para el estudio de BM y el resto del
GC se fij6 en formol buffer al 10% y se incluyo
en parafina. Del taco de parafina se realizaron
cortes seriados de 3 micrones para HE e IHQ,
con la utilizacién de anticuerpos monoclonales
anticitoqueratina (CK) clon AE1 y AE3 (DAKO,
dilucién 1:100).***° Los cortes fueron incuba-
dos con el antisuero primario, utilizandose luego
el sistema avidina-biotina, con el kit Vectastain
Elite (Vector Labs, Burlingame, EE.UU.). Como
cromaogeno se utilizé diaminobencidina y como
contraste hematoxilina. Se usaron los controles
positivos y negativos correspondientes.

El RNA total celular (RNAt) fue extraido de
los fragmentos de tejido en fresco de GC utili-
zando SV Total RNA Isolation system (Promega
Corporation, Madison, WI, EE.UU.). La pureza
y calidad del RNAt fue medida por espectrofo-
tometria, y 2 microgramos del RNAt se usaron
en la RT. El cDNA de MAG-A y B se amplifico
en el mismo tubo de reaccion (PCR mudltiplex)
usando primers especificos.”® Para la puesta a
punto de esta reaccién se utilizaron como con-
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troles positivos un adenocarcinoma de mama y
tres GC con metastasis identificadas con técnicas
de rutina, y como controles negativos dos GC
con metéastasis de melanoma maligno cutaneo.
La integridad del RNAm se verific6 mediante la
amplificacion de gliceraldehido-3-fosfato deshi-
drogenasa (GAPD).?° Como GAPD es una enzi-
ma clave en la glucdlisis, su RNAmM se expresa
en todas las células, lo que la hace un control de
purificacién de este acido ribonucleico e indica
la presencia de RNA viable para la amplifica-
cién. Los productos de PCR se analizaron por
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 9%,
seguido de la tincién con bromuro de etidio, y
luego fueron fotografiados. Se empled como re-
ferencia de tamafio un marcador de peso mole-
cular de 100 pb (Promega Corporation, Madi-
son, WI, EE.UU.). La presencia de bandas de
331/245 pb para RNAmM de MAG-A/B huma-
na, respectivamente, se consider6 como resul-
tado positivo. Se secuenciaron los fragmentos
de las MAG-A y B amplificados por la técnica
RT-PCR, para verificar si el producto obtenido
es el RNAm de ambas MAG. El secuenciado se
realizd con un kit comercial DYEnamic ET Ter-
minator Cycle Sequencing Kit (Amersham Bio-
sciences, Little Chalfont, Buckinghamshire, Eng-
land). La secuencia fue separada por electrofo-
resis capilar (ABI PRISM™ 310 Genetic Analyz-
er, Applied Biosystem-Perkin Elmer Corpora-
tion, Foster City, CA, EE.UU.). La secuencia ob-
tenida fue analizada con el ABI PRISM® DNA
Sequencing Analysis Software (Applied Biosys-
tem-Perkin Elmer Corporation, Foster City, CA,
EE.UU.).

Se obtuvieron los datos clinico-quirdrgicos:
edad al diagnéstico, edad de menarca, estado
hormonal (pre- o posmenopausica), historia fa-
miliar, antecedentes familiares y personales, em-
barazos y partos, cancer de mama contralateral,
tiempo de seguimiento, tipo y grado histolégico
del tumor, tamafio tumoral, margenes quirurgi-
cos, receptores hormonales, score del HER-2/
neu, invasion vascular y clasificacion de riesgo
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bajo, intermedio y alto, segun el consenso de
Saint Gallen.

RESULTADOS

El estudio diferido con las técnicas de ruti-
na mostré la presencia de micrometastasis sub-
capsulares en 3 casos. Se detectaron 5 casos
con IHQ, incluyendo los 3 GC ya mencionados,
donde se observaron escasas células neoplasicas
aisladas o en pequefios grupos, ubicadas a nivel
del seno subcapsular o entremezcladas en el te-
jido linfoide nodal. Las células tumorales encon-
tradas en la region subcapsular o en el parén-
quima linfatico fueron positivas para CK-AE1-
AE3 en todos los casos mencionados. Mediante
BM se detectaron 21/43 GC positivos, que in-
cluian los 5 casos anteriormente mencionados
(Tabla Il).

Las demés formaciones ganglionares estu-
diadas (22/43) no mostraron metastasis con nin-
guno de los métodos implementados para el es-
tudio. En todas las muestra se obtuvo material
amplificable, el cual fue verificado mediante la
reaccion de RT-PCR del GAPD. Todos los con-
troles dieron los resultados esperados. La se-
cuencia de los productos de la RT-PCR con los
primers MAG-A concord6 con NCBI Reference
Sequences: NM002411, y con los primers MAG-
B concorddé con NCBI Reference Sequences:
AF0712109.

La mediana de seguimiento de las pacientes
seleccionadas fue de 14 meses, con un rango
entre 3y 41 meses. La mediana de edad fue de
61 afios, con un rango entre 36 y 83 afios. La
mediana del tamafio tumoral fue de 1 cm, con
un rango entre 0,01 y 3,00 cm. No existieron
diferencias significativas entre los casos con GC
HE-IHQ-BM positivos y negativos con respecto
a la edad al diagnéstico, edad de menarca, esta-
do hormonal (pre- 0 posmenopdusica), historia
familiar, antecedentes familiares y personales,
embarazos y partos, cancer de mama contrala-
teral, tiempo de seguimiento, tipo y grado his-
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Namero de
HE IHQ BM individuos
+ + + 3 (2AB, 1A) *
+ + 2 (1A, 1B) **
- + 16 (4AB, 1A, 11B)

22

HE: Hematoxilina-eosina.

IHQ: Inmunohistoquimica.

BM: Biologia molecular.

(+): Positivo.  (-): Negativo.

*: Un individuo HE(+) IHQ(+) BM(-).
**: Un individuo HE(-) IHQ(+) BM(-).

Tabla Il. Resultados de los 43 casos reclutados.

tologico del tumor, tamafio tumoral, margenes
quirdrgicos, receptores hormonales, score del
HER-2/neu, invasién vascular, y clasificacion de
riesgo bajo, intermedio y alto, segun el consenso
de Saint Gallen (Tabla Ill). Encontramos mayor
frecuencia de cancer de la mama izquierda en
ambos grupos, coincidiendo con la literatura.
Se calcularon los indicadores estadisticos pa-
ra las técnicas utilizadas. Para la IHQ con rela-
cion a la HE fueron: sensibilidad (Sens) 1; espe-
cificidad (Esp) 0,95; valor de prediccidn positivo
(VPP) 0,60; valor de prediccion negativo (VPN)
1; likelyhoodratio (LRP) 20, que determina el
incremento en la chance de detectar un caso
con IHQ. Para BM con respecto a IHQ fueron:
Sens 0,76; Esp 0,58; TFP 0,24; TFN 1; y LRP
2,38. Del analisis de las variables estudiadas se
desprenden que 21/43 individuos (49%) presen-
taron alguna de las técnicas utilizadas positiva;
de las cuales 3 fueron positivas para MAG-A,
12 para MAG-B y 6 para ambas isoformas. El
analisis segun el Consenso Internacional de Ex-
pertos en Saint Gallen, determiné que 17/21
(81%) pertenecian al grupo de riesgo interme-
dio y 4/21 (19%) al grupo de bajo riesgo. Si eva-
ludsemos los casos triple negativo (HE-IHQ-
BM), 15/22 (68%) pertenecian al grupo de ries-
go intermedio y 7/22 (32%) al grupo de bajo
riesgo. Del seguimiento del total de reclutados se
desprende que dos casos presentaron recidiva

local/regional, uno fue HE (+), IHQ(+), MAG-
A(+) y MAG-B(+) y recay6 a los 23 meses del
seguimiento clinico. El otro fue triple negativo
con una recaida a los 21 meses. Ninguno de los
tumores con micrometéstasis detectados por BM
presentaba invasion linfovascular.

CONCLUSIONES

Este es el primer estudio del ganglio centine-
la mediante técnicas histoldgicas de rutina (HE e
IHQ) y moleculares, en una poblacién de la Ar-
gentina con cancer de mama. La técnica RT-
PCR multiplex desarrollada para MAG-A y B
es especifica y sensible. Comparando los datos
aportados por el estudio histopatol6gico y mole-
cular del GC con el perfil clinico-quirargico de
los casos no hemos encontrado diferencias en
el perfil de individuos que expresan alguna y/o
ambas isoformas de MAG. No hemos podido
demostrar diferencias estadisticamente significa-
tivas en los casos con GC positivo Unicamente
por IHQ y/o por PCR, en cuanto a sus caracte-
risticas clinico-histopatolégicas o progresion de
la enfermedad en el tiempo de seguimiento. Por
lo tanto, se podria plantear la posibilidad de que
MAG sea un marcador de pronéstico indepen-
diente a los factores de riesgo evaluados. En esta
nueva serie y con este seguimiento, estariamos
demostrando el impacto epidemiolégico del es-
tudio incompleto de un GC en pacientes con
cancer de mama. Si un GC se estudia s6lo con
HE, el 18/21 (86%) estarian subdiagnosticados.
En cambio si el GC se estudia con HE e IHQ el
porcentaje de subdiagnosticados desciende al
16/21 (76%). Estudiando el GC con HE, IHQ y
técnicas moleculares, se optimiza la estadifica-
cion de tumores sélidos con patrén de disemi-
nacion ganglionar y eventualmente, se direc-
ciona el tratamiento para que sean operados so-
lamente pacientes con metastasis ganglionares
comprobadas y para que se evite realizar linfa-
denectomia en las que no tienen metéstasis gan-
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Biologia molecular Positivo Negativo
NUmero 21 22
Isoformas MAG 6-AB, 3-A, 12-B
Mediana de edad en afios (rango) 59 (36-76) 61 (41-83)
Mediana de edad de menopausia en afios (rango) 50 (36-54) 51 (36-66)
Mediana de seguimiento en meses (rango) 7 (3-41) 21 (3-38)
Mediana de tamafio tumoral en centimetros (rango) 1 (0,01-3,00) 1 (0,01-3,00)
Porcentaje de receptores de estrégeno (rango) 75 (20-95) 75 (0-90)
Porcentaje de receptores de progesterona (rango) 45 (0-80) 60 (0-90)
HE: Hematoxilina-eosina.
IHQ: Inmunohistoquimica.
BM: Biologia molecular.
MAG: Mamaglobina.

Tabla lll. Resultados obtenidos en los 43 casos estudiados.

glionares, permitiendo que no sufran sobretra-
tamiento. Debido a que numerosos articulos pu-
blicados han postulado que la recurrencia de la
enfermedad se manifiesta luego de 10 afios de
seguimiento, creemos gque estos casos deben ser
seguidos clinicamente a mas largo plazo. En ca-
so de que nuestros hallazgos sean corroborados
en el futuro, determinaciones por BM podrian
modificar la estadificacion y tratamiento de las
pacientes con cancer de mama.
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DEBATE

Dr. Abalo: Muy bien la presentacién Doc-
tor, lo felicito. El Dr. Paesani estd debutando
en este tipo de presentaciones asi que hay que
estimularlo y apoyarlo. Yo queria hacer un co-
mentario. Nosotros presentamos hace 2 afos es-
te trabajo, con menos casos (cuando recién em-
pezdbamos), y nos plantedbamos muchas dudas
y muchas hipaétesis. Por ejemplo, queriamos sa-
ber si esta técnica de biologia molecular permitia
rescatar a algunas pacientes que tenian axila ne-
gativa, por los otros métodos, con esto que no-
sotros encontrabamos. No podria asegurar que

son metastasis, micrometéstasis o células sueltas
dentro de los ganglios. La técnica nos permite
identificar este tipo de cosas y podriamos asi-
milarlo a células sueltas o a micrometastasis, pa-
ra darle un nombre. Realmente la técnica lo per-
mite, porque hasta mas de un 40% de pacientes
gue son negativas para las otras técnicas, se de-
tectan con esto; o sea, que uno de nuestros pri-
meros objetivos, aparentemente estaba cumpli-
do. El segundo de los objetivos, y quizas el més
importante, era ver qué pasaba con el segui-
miento de estas pacientes. En esa época tenia-
MOS Muy POCOoS €asos y muy pocos seguimien-
tos; ahora tenemos un poco mas de casos y un
poco mas de seguimientos. El seguimiento hasta
ahora no nos ha demostrado nada, porque las
pacientes que son biologia molecular positiva o
negativa, tienen una evolucién similar. Tuvimos
dos recurrencias, una en cada grupo, asi que no
podemos sacar de esto ninguna conclusién. Por
eso estamos, en este momento, en una etapa de
seguir 0 no seguir con este proyecto, o de incor-
porarle algin otro marcador molecular para dar-
le un poco mas de especificidad; lo estamos eva-
luando. Hasta acéa llegamos, tenemos dos cami-
nos: o continuamaos con algin otro marcador, o
paramos aca y le damos seguimiento y tiempo a
estas pacientes, a ver si podemos encontrar al-
gun resultado.

Dra. Noblia: Dos preguntas. La primera,
cuando ustedes tienen la biologia molecular po-
sitiva, ¢no toman absolutamente ninguna con-
ducta, tratamiento adyuvante, ni vaciamiento?

Dr. Paesani: Ninguna.

Dra. Noblia: Entonces, pregunto, ;cual es
el costo de cada estudio, y cuanto tiempo les de-
manda? Me parecié muy interesante el traba-
jo, muy bien presentado, pero yo realmente me
preguntaba si tiene sentido seguir haciendo esto,
si ustedes no van a tomar conducta y ven que
no hay modificaciones en la sobrevida. Como
usted dice, igual hay que esperar 10 afios para
saber. Realmente, ¢;vale la pena por lo que sale
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econémicamente y en tiempo, y no nos aporta
nada, por lo que veo?

Dr. Paesani: Con respecto a los costos creo
que la Dra. Valeria Deninghoff, que es la bidlo-
ga molecular, va a responderlo mejor.

Dra. Deninghoff: En realidad los tiempos
no son muy largos; entre 4 ¢ 5 dias habiles se
puede informar. En este caso es investigacion,
estamos mas relajados, lo hacemos con tiempo
y cuando la asistencia nos lo permite. El incon-
veniente que yo veo es que es material en fres-
CO; 0 sea, que tienen que estar entrenados en el
quiréfano para guardar ese material, por medio
de nitrégeno liquido o biobanco, o un inhibidor
de RNA, para poder transportarlo. Ese es el in-
conveniente que yo veo, mas que el costo. El
costo en reactivos, como todo lo que es molecu-
lar, podemos hablar entre 200 y 300 pesos; no
seria el punto de impacto, si esto realmente tiene
una implicancia clinica.

Una de las cosas que queria agregar a lo que
dijo el Dr. Abalo, es que los 2 casos que tuvimos
son locales/regionales. El ganglio centinela no es
criterio de evaluacion; o sea, los margenes si son
criterio de evaluacién de local/regional. Estamos
esperando la metéstasis a distancia. Este mismo
trabajo lo hicimos anteriormente en el Servicio,
algo con melanoma. El seguimiento fue mucho
mas corto, tuvimos una buena respuesta. No sa-
bemos si mamaglobina va a ser el marcador, pe-
ro creemos que va a haber un marcador mole-
cular que nos va a permitir poder reestadificar a
las pacientes y poder trabajar sobre el 30% de
éstas. No sabemos si vamos a agregar mas re-
trospectivamente, porque ahora nos permite, ya
tenemos congelado el material, entonces po-
demos volver para atrds con estas mismas pa-
cientes.

Dr. Davalos Michel: Creo que son siem-
pre bienvenidos los trabajos prospectivos. Yo
quisiera hacer algunas preguntas o comentarios.
Uno es que hace 2 afios, en esta misma presen-
tacion, el Dr. Elsner decia que no podia afirmar
si eran células metastasicas o células epitelia-
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les. Ahora parece que con este nuevo marca-
dor MAG-A3, creo que dice que son células me-
tastasicas. Entonces, da la impresién que ahora
con la nueva tecnologia detecta metastasis mole-
culares y no células epiteliales. La otra era hacer
una correlacién entre esta presencia de metasta-
sis moleculares con otros factores histoldgicos de
pronostico. Lo cuarto seria si cambian la con-
ducta ante la presencia de estas micrometastasis
por el MAG-A3. Y segundo, la recidiva mamaria
es local, la recidiva ganglionar es regional. Yo
creo gue si son recidivas mamarias las que tuvie-
ron, son recidivas locales no regionales.

Dr. Paesani: Con respecto al marcador, és-
te es un trabajo que esta recientemente publi-
cado. De todas maneras la inmunohistoquimica
que se utiliza para citoqueratina también es un
marcador epitelial. Cuando usamos técnicas de
inmunohistoquimica también estamos detectan-
do células epiteliales al igual que con mamaglo-
bina. Quizas estos nuevos marcadores y antige-
nos especificos de tumores nos permitan saber a
ciencia cierta que éstas son células tumorales en
el ganglio. Quizas sea una de las proximas lineas
en este trabajo que estamos presentando. En
cuanto a la otra pregunta, no observamos nin-
guna correlacion. Nos llamé la atencion que,
si bien uno espera que los tumores HER-2/neu
positivos sean de peor prondstico y tengan mas
riesgo de tener metastasis, no fue en este caso.
La mayor parte de las pacientes que tenian célu-
las detectadas por biologia molecular en el gan-
glio centinela, no tenian HER-2/neu positivo y
no habia diferencias en el grado histoldgico, en
la invasion linfovascular, ni en los tipos histolo-
gicos tumorales.

Dr. Julian Mosto: Primero, los quiero fe-
licitar porque el trabajo me parecié muy bue-
no. Tengo dos preguntas. Una es, si sobre esos
16 casos que fueron negativos con citoqueratina
y con hematoxilina-eosina, retrospectivamente
al ver que eran positivos con biologia molecular,
se hizo un estudio mas exhaustivo, de mas cor-
tes y con méas inmunohistoquimica, para descar-
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tar realmente que no hubiera, siendo este estu-
dio més exhaustivo, células sueltas o0 microme-
tastasis. La otra pregunta y un comentario, ver si
no hubo contaminacién. Si no pudo haber con-
taminacion o existe la posibilidad de contami-
nacion en la biologia molecular en este tipo de
proteinas. El comentario en cuanto a comparar
la citoqueratina con inmunohistoquimica y bio-
logia molecular; lo que pasa es que con la cito-
queratina, nosotros vemos que realmente son
células neoplésicas, en biologia molecular no
sabemos qué tipo de célula es la que estamos
viendo, solamente sabemos que tiene esa expre-
sién génica.

Dra. Deninghoff: Queria primero contestar
una pregunta anterior, lo del ganglio centinela
y la expresion de la mamaglobina. En realidad
cuando uno busca un marcador molecular, usa
como control negativo el ganglio. En ganglios
normales no habia mamaglobina; tenemos con-
troles negativos. Entonces, no importa si es epi-
telial o no, es un aumento de expresion de algo
gue esta en una célula que no se expresa nor-
malmente en el ganglio; porque es la definicién
de marcador o biomarcador. Nosotros en la ru-
tina siempre hacemos cortes seriados, y cuando
tenemos el caso de biologia molecular, siempre
sabemos que cuando uno corta un pedacito de
biologia molecular puede estar sacando ese pe-
dacito para la inmunohistoquimica. Tenemos en
otro tipo de trabajo, en otro tipo de patologia,
antecedentes que, al cortar una parte, uno pue-
de estar sacando ese pedacito que justo tenga
células aisladas y ese pedacito no va a ser estu-
diado. ;Cémo lo hemos solucionado? Ahora ha-
ciendo en el biobanco criopreservacion en taco,
entonces se saca una viruta y de ese mismo taco
se puede confirmar la inmunohistoquimica con

anticuerpos sobre eso y volver para atras el pro-
ceso; ése es el cambio que vamos a hacer para
adelante. En cuanto a la contaminacion, si hay
contaminacion en el laboratorio, generalmente
se hacen de a tandas. Nosotros tenemos en la
misma tanda calles con positivos, positivos pa-
ra Ay B, negativos; entonces, si hay una conta-
minacion uno lo ve en toda la tanda. Por lo tan-
to, no consideramos que haya contaminacion
en ese aspecto.

Dr. Julian Mosto: ;La inmunomarcacion
la hacen seriada? Por ejemplo, tienen 10 cortes
y le hacen inmunomarcacion a los 10 cortes de
3 ganglios centinela; o sea, serian 30 inmuno-
marcaciones con citoqueratina.

Dra. Deninghoff: Para este trabajo, si.

Dr. Davalos Michel: Hasta ahora, en la
clasificacion no se sabe lo que significan las cé-
lulas sueltas, no se sabe lo que significa la me-
tastasis con inmunohistoquimica, no se sabe lo
que significa la puncién de médula 6sea. Enton-
ces, si tienen medios, hay que seguir investigan-
do para que algun dia sepamos lo que significan
estas alteraciones moleculares o histoquimicas.
Si tienen medios para hacerlo, yo creo que ten-
drian que seguir haciéndolo.

Dr. Allemand: Como ejerzo hoy la presi-
dencia de la Reunién Cientifica, voy a hacer un
comentario. Como decia recién el Dr. Davalos
Michel, y reafirmando lo que decia, creo que es-
te trabajo tiene un gran entusiasmo. En medi-
cina muchas veces se encuentran hallazgos ab-
solutamente casuales. Con ese material y con
esa disponibilidad de recursos, yo seguiria bus-
cando, porque a veces aparecen cosas que nos
sorprenden. Insisto, la ciencia se ha nutrido de
cuestiones casuales. Me parece muy bien y lo
felicito Dr. Paesani por el entusiasmo puesto.

Rev Arg Mastol 2009; 28(99): 112-121



