Ganglio centinela en cancer de mama. Estudio histologico de 67 casos
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RESUMEN

Fundamento. La extirpacion del ganglio centinela
es una técnica quirtargica muy extendida cuyo objetivo
es evitar el vaciamiento axilar en pacientes con cancer
de mama en estadios iniciales. La determinacion de la
infiltracion tumoral puede ser evidente en caso de
macrometastasis (>2mm), o dificil de detectar en las
micrometastasis (<2 mm). Por ello utilizamos en nues-
tro servicio un protocolo de cortes seriados, para
incrementar nuestra capacidad de deteccion de micro-
metastasis. La realizaciéon de este protocolo resulta
muy laborioso y supone un alto costo, por lo que se
debe estudiar su efectividad y eficacia.

Material y métodos. Hemos revisado los 67 gan-
glios centinelas correspondientes a 48 pacientes con
cancer de mama tratadas en nuestro hospital en los
altimos 3 anos. Todas las muestras recibidas en el Ser-
vicio de Anatomia Patologica se incluyen en su totali-
dad. Sobre cada ganglio se realizan cortes seriados de
3 micras y entre ellos se profundiza 40 micras. Se reali-
zan en total 14 cortes. Se alternan cada 5 cortes con
inmunoticcién con un cocktel de queratinas (AE1/AE3)
con cortes tenidos con hematoxilina-eosina.

Resultados. Se extirparon 67 ganglios centinela de
48 pacientes. Se detectaron 14 positivos (20%). De
dichas metastasis, 6 fueron macrometastasis >2mm, 5
fueron micrometastasis <2 mm y 3 grupo celular aislado
(entre 0,2y 2 mm) . En 6 casos (43%), las metastasis sélo
se hicieron patentes con la tincion de queratina en los
cortes seriados. Se realiz6 reseccion axilar en 44 casos.

Conclusiones. El estudio histologico del ganglio
centinela permite evaluar el estatus de infiltracion
tumoral de los ganglios axilares y reducir en gran medi-
da las linfadenectomias axilares.

El estudio convencional del ganglio centinela (con
un Unico corte) resulta insuficiente para el diagnostico
de la infiltraciéon tumoral. En nuestra serie el estudio
histologico mediante un protocolo de cortes seriados
nos ha permitido detectar un 43% de metastasis en gan-
glio centinela que no eran evidentes en el corte inicial.

Palabras clave. Ganglio centinela. Carcinoma de
mama. Queratina.
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ABSTRACT

Background. The extirpation of the sentinel node
is a widespread surgical technique whose aim is to
avoid axillary resection in patients with breast cancer
at early stages. Determination of tumoral infiltration
can be evident in the case of macrometastasis (>2mm),
or difficult to detect in micrometastasis (<2mm). For
this reason we use a protocol of serialized sections, to
increase our capacity for detecting micrometastasis.
Realisation of this protocol is highly laborious and rep-
resents a high cost, thus its effectiveness and efficacy
must be studied.

Material and methods. We reviewed 67 sentinel
nodes corresponding to 48 patients with breast cancer
treated at our hospital in the last three years. All the
samples received at the Pathology Unit were included.
Serialized sections of three microns were made on
each node and with a depth of 40 microns between
them. A total of fourteen cuts were made. Every five
cuts there was an alternation of immunostaining with a
cocktail of queratines (AE1/AE3) and with haemo-
toxylin-eosin.

Results. Sixty-seven sentinel nodes were extirpat-
ed from 48 patients. Fourteen positive (20%) were
detected. Of these metastases, 6 were macrometas-
tases >2mm, 5 were micrometastases <2mm and 3 were
isolated cellular groups (between 0.2 and 2mm). In 6
cases (43%), the metastases only became evident with
queratine staining in serialized cuts. Axillary resection
was carried out in 44 cases.

Conclusions. The histological study of the sentinel
nodes makes it possible to evaluate the status of
tumoral infiltration of the axillary ganglions and to
greatly reduce axillary lymphadenectomies.

The conventional study of the sentinel node (with
a single section) is insufficient for the diagnosis of
tumoral infiltration. In our series, histological study
using a protocol of serialized sections has enabled us
to detect some 43% of metastases in the sentinel node
that were not evident in the initial section.

Key words. Sentinel node. Breast carcinoma.
Queratine.
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INTRODUCCION

La técnica de deteccion del ganglio
centinela (GC) fue descrita en 1992 en
pacientes con melanoma, y desde enton-
ces se utiliza como método habitual para
el estadiaje de estos enfermos'. Esta técni-
ca se basa en la detecciéon mediante un
contraste del primer ganglio de drenaje de
una neoplasia. Krag comenz6 a aplicar el
sistema de deteccién con Tecnecio al car-
cinoma de mama en 1993 En la actualidad
el estudio del ganglio centinela esta siendo
evaluado en pacientes con axila clinica-
mente negativa, para determinar el grado
de afectacion de los ganglios axilares, es
decir la presencia o no de metastasis axila-
res. Con el estudio del GC se intenta reem-
plazar a la resecci6n axilar y reducir asi la
alta morbilidad de esta diseccién axilar.

Como el grado de afectacion de los gan-
glios linfaticos axilares, junto con el tama-
fno tumoral son los dos principales facto-
res pronosticos para el cancer de mama®,
resulta necesario que el ganglio centinela
sea un reflejo fidedigno del grado de afec-
tacién ganglionar.

Para que el estudio del GC refleje con
fiabilidad el estadio de extensiéon de la
enfermedad, éste no puede limitarse a un
Gnico corte que no abarca mas de 5 micras
de tejido que no representan mas de 1% de
un ganglio de 1cm de diametro, tal y como
precisa Dowlatshahi>. Muchos trabajos
retrospectivos y prospectivos, han eviden-
ciado que resulta necesario el estableci-
miento de un protocolo de cortes seriados
y inmunotincién con queratinas para la
deteccion de metastasis ocultas®.

En el presente trabajo, queremos refle-
jar nuestra experiencia de dos afos de
puesta en marcha de un protocolo, y los
resultados obtenidos en 67 casos.

MATERIAL Y METODOS

Hemos seleccionado 48 pacientes que
fueron intervenidas en el Hospital de Nava-
rra por carcinoma de mama con axila clini-
camente negativa. Por tratarse del periodo
de aprendizaje de la técnica se realiza
tanto la reseccion del ganglio centinela
como la linfadenectomia axilar en los
casos que estaba clinicamente indicado
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(44 casos). Por ello, no se utiliz6 en esta
fase una restriccion respecto al tamano
tumoral.

El ganglio centinela se secciona trans-
versalmente cada 3 mm, cuando la longi-
tud maxima es mayor de 5 mm (Fig.1).
Todas las secciones se colocan en los cas-
settes de plastico para una inclusién in
toto. Si se trata de ganglios menores de
5mm se realiza un corte longitudinal y se
divide en dos mitades (Fig. 2).

Una vez incluido en parafina, se realiza
un primer corte que se tifie con hematoxi-
lina—eosina para después, profundizando
40 micras entre los cortes, realizan 13 cor-
tes mas, de los cuales 10 se tifien con un
cocktel de queratinas (alto y bajo peso
molecular) AE1-AE3 en preparado predilui-
do de Biogenex (Ab.No.071M, Biogenex,
San Ramén, CA) que marca el citoplasma
de las células epiteliales. Con ello, se trata
de facilitar la basqueda de dichas células
en el interior de los ganglios.

En la pieza de linfadenectomia axilar se
realiza una diseccién minuciosa de los gan-
glios. Los ganglios disecados menores de
5mm se incluyen en su totalidad. De los
ganglios mayores de 5 mm y macroscopi-
camente negativos se cortan secciones
transversales y se colocan en una Gnica
capsula. Se debe especificar que corres-
ponden los cortes a un Gnico ganglio para
no alterar el recuento final del nimero de
ganglios estudiados. Si los ganglios son
grandes y tienen infiltracién macroscoépi-
ca, se incluye la mitad del ganglio. Si el
nimero es inferior a 10 se trata la grasa
con un disolvente para realizar una nueva
basqueda de ganglios®.

RESULTADOS

Las 48 pacientes intervenidas para eva-
luacién de GC, habian sido diagnosticadas
de cancer de mama, que fueron clasifica-
dos segin el tipo histolégico: 32 casos
correspondian a carcinoma ductal infil-
trante (66,7%), seguido en frecuencia por
el carcinoma lobulillar infiltrante (15%) y
el carcinoma intraductal (10%) (Tabla 1).
Atendiendo al grado histolégico de los
tumores el 50% correspondian a grado I, y
en un 30% a grado Ill. Los carcinomas
extirpados tenian un didmetro que oscila-
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Ganglio >0,5cm

Figura 1. Esquema sobre la forma de seccionar el ganglio linfatico mayor de 5 mm de eje maximo.

ba entre 3 y 29 mm. La media era de 13 mm
(Tabla 1).

En la mayoria de los casos solo se
detecté un ganglio centinela (71%), pero
en un 21% de los casos fueron dos los gan-
glios que captaron el contraste y fueron
extirpados. En un caso se extirparon 4 gan-
glios centinela (Tabla 2). En total el nime-
ro de ganglios centinela estudiados fue de
67.

De los 67 ganglios estudiados, en 14 de
ellos se encontrd infiltracién por tumor
(20,8%). Los 14 casos positivos correspon-
dian a 14 pacientes. Ocho casos fueron
diagnosticados con hematoxilina—eosina
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(tincién estandar) en el primer nivel de
corte, mientras que en 6 (43%) casos las
metdastasis solamente fueron evidentes
con las queratinas (Tabla 2 y 3).

Clasificando las metastasis atendiendo
a su tamano, el 42% eran macrometastasis
(>2 mm) (Fig. 3), en 5 casos se encontraron
micrometastasis (<2 mm) (Fig. 4) y en tres
ganglios se encontraron grupos celulares
aislados (tamaio entre 0,2 mm y 2 mm)
(Fig. 5) (Tabla 2).

En 44 de las pacientes se realiz6 linfa-
denectomia axilar en el mismo acto quirar-
gico. Se comprob6 la existencia de metas-
tasis en 5 pacientes (11,3%). En las 39
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Figura 2. Esquema sobre la forma de seccionar el ganglio linfatico menor de 5 mm de eje maximo.
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Figura 3. Infiltracion masiva de un ganglio centinela por carcinoma ductal infiltrante de mama (X 200,
Inmunotincién con queratina AE1-AE).
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Ly 2 .

Figura 5. Hallazgo de un grupo celular aislado por carcinoma ductal infiltrante que se hizo patente con

queratinas (X 400).

pacientes restantes los ganglios estudia-
dos sobre la linfadenectomia axilar esta-
ban libres de tumor. En la linfadenectomia
se aislaron una media de 13,32 ganglios.

De los 14 casos de GC positivo, en el
estudio de los ganglios axilares se encon-
tré tumor en 4 casos (35%). En un caso se
encontré infiltraciéon en los ganglios axila-
res y no se evidenci6 infiltracién en el GC.
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Es decir que la exactitud de la prueba de
extirpacién del ganglio centinela es del
96% para determinar el grado de afecta-
cién ganglionar de la axila.

No se ha encontrado ninguna correla-
ciéon entre el tamano del tumor y la pre-
sencia o no de infiltracién. Tampoco existe
correlaciéon con el grado histologico.
Hemos estudiado la correlacién segin el
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Tabla 1. Tabla de frecuencia de los casos estudiados referidos a diferentes caracteristicas.

TIPO HISTOLOGICO

FRECUENCIA PORCENTAJE
Carcinoma Ductal Infiltrante 32 66,7
Carcinoma Intraductal 10,4
Carcinoma Lobulillar Infiltrante 14,6
CDI con extenso componente intraductal 8,3
Total 48 100,0
GRADO HISTOLOGICO

FRECUENCIA PORCENTAJE
I 7 14,6
il 19 39,6
11 11 22,9
TAMANO

Minimo Maximo Media Desv. tip.

Tamano en mm 3 29 12,86 5,61

tamafno del tumor y el tamafio de las
metastasis ganglionares y no hemos
encontrado relacion significativa en nues-
tra serie.

DISCUSION

El estudio del GC en cancer de mama se
debe a Krag' y Guiliano’ que comenz6 esta
técnica en 1993-1994, utilizando cortes de
congelacion. La técnica se basa en la inyec-
cion de un contraste radioactivo en la
mama, y la determinacién posterior del
primer ganglio de drenaje en la axila. Te6-
ricamente siguiendo el contraste, realiza-
mos el mismo recorrido que las células
tumorales hacia la axila. Es decir es el pri-
mer ganglio que serad alcanzado por las
células del tumor y sera alli donde se pro-
duzca la primera metéstasis ganglionar.
Por ello si somos capaces de determinar la
ausencia total de infiltraciéon podemos,
tedricamente garantizar que el resto de los
ganglios axilares no han sido alcanzados
por las células del tumor"=.

Todos los esfuerzos por determinar la
situacion de infiltracion de los ganglios
tiene como objetivo ultimo evitar la linfa-
denectomia axilar. La reseccion de los gan-
glios axilares produce gran morbilidad,
con pérdida de fuerza en la extremidad, lin-
fedema, pérdida de sensibilidad y proble-
mas de cicatrizacion entre otros.
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Desde la introduccién de la técnica del
GC han sido varios los métodos de estudio
histopatolégico empleados®. Algunos auto-
res proponen un estudio intraoperatorio
con cortes de congelacién". En este tipo de
estudio se obtiene una frecuencia de falsos
negativos de 9 al 52%"». El estudio intrao-
peratorio se puede realizar también
mediante estudio citolégico de improntas
del ganglio. La frecuencia de falsos negati-
vos es entonces entre 5y 70% . Estos dos
sistemas de estudio intraoperatorio tie-
nen, como Unica ventaja, la posibilidad de
realizacion de la linfadenectomia axilar en
el mismo acto quirtrgico, en los casos de
GC positivo. Pero tiene como inconvenien-
te una baja sensibilidad 40-75%=*. En nues-
tro centro como recoge este trabajo opta-
mos por un estudio diferido mediante cor-
tes en parafina, porque ofrece la ventaja de
una alta sensibilidad (94%)y especificidad
(100%).

En la actualidad, en la mayor parte de
los centros se utilizan protocolos de cor-
tes seriados sobre bloques de parafina.
Esta técnica tiene el inconveniente de deri-
var la realizacion de la reseccion axilar en
los casos que resulten positivos, pero se
acorta el tiempo de la intervencion inicial
en todos los casos®.

Nuestro estudio, se realiz6 aprove-
chando el periodo de aprendizaje y valida-
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Tabla 2. Estudio de los ganglios centinela aislados.

Namero de ganglios centinela aislados

Frecuencia Porcentaje
1 34 70,8
2 10 20,8
3 3 6,3
4 2,1
Total 48 100,0
Infiltracién de los ganglios centinela aislados
Frecuencia
Micrometastasis 5
Grupo celular aislado 3
Macrometastasis 6
Total 14
Técnica de diagnéstico de las metastasis de los ganglios centinela
Frecuencia Porcentaje
Sin metastasis 34 70,8
Queratinas 6 12,5
Hematoxilina-eosina 8 16,7
Total 48 100,0
Tabla 3. Resultados del estudio de los ganglios.
Caso Diagndstico Tamaiio del Tipo de H-E Nivel de Ganglios
tumor metastasis diagnostico axilares
1 CDI 2,9 macro + todos +(11/21)
2 CDI 1,3 macro + todos +(2/11)
3 CDI 2,0 macro + todos -
4 CDI 0,5 macro + todos -
5 CDI 2,0 macro + todos -
6 CDI 1,5 macro + todos +(1/12)
7 CDI 1,2 micro - 1°k—3%k -
8 CDI 0,5 micro + 1°k—3% -
9 CDI 1,1 micro 62 + 6°k—8% -
10 CDI 1,6 micro - 1%k—2%k -
11 CDI 1,2 micro - 3% -
12 CDI 2,0 gca - 1%k -
13 CDI 1,4 gca - 7k +(2/16)
14 CDI 1,2 gca - 3k—T7%k -

Gca: grupo celular aislado, K: corte tenido con queratina donde se encuentra tumor.

cién de la técnica. Por ello, disponemos
del estudio del ganglio centinela y ademas
de la linfadenectomia axilar posterior pre-
ceptiva hasta validar la técnica. Este perio-
do de validacion es la tnica situacion en
que se estudian los ganglios axilares en
pacientes con GC negativo.
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En las 48 pacientes estudiados se extir-
paron 67 ganglios. En 14 ganglios que
correspondian a otras tantas pacientes,
pudimos demostrar la presencia de infil-
tracion tumoral. Mediante nuestro sistema
de evaluacion sobre cortes de parafina en
que el diagnéstico se difiere, el 29,2% de
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las pacientes deberian someterse a rein-
tervencién y linfadenectomia. Este valor
puede parecer alto pero no resulta tanto si
comparamos con los porcentajes de rein-
tervencion cuando se utilizan otras técni-
cas histolégicas para el estudio de ganglio
centinela que proporcionan datos inmedia-
tos. En las técnicas de estudio intraopera-
torio de resultado inmediato se producen
falsos negativos (entre el 8 y 30% de los
casos segln las series)»» y estas pacientes
precisaran también de linfadenectomia
posterior en una segunda intervencién
quirargica. Por esta razén a pesar de que
algunas pacientes se deban someter a dos
intervenciones quirtrgicas en lugar de
una, preferimos ofrecer un diagnostico
diferido obtenido mediante técnica de cor-
tes sobre parafina.

El desarrollo de la técnica del GC ha
exigido a los patélogos modificar los siste-
mas tradicionales del estudio de la afecta-
cion ganglionar>. En general, ésta se reali-
za sobre piezas quirtargicas grandes y el
mayor esfuerzo se realiza en el estudio
macroscopico para aislar el mayor nimero
de ganglios linfaticos. De cada ganglio ais-
lado s6lamente se incluye en parafina una
parte que suele corresponder al 50% del
volumen total. Posteriormente se realiza
un Unico corte tefiido con hematoxilina-
eosina. De esta manera se estudia aproxi-
madamente un 1% del volumen total de un
ganglio linfatico. Este sistema es vélido en
neoplasias avanzadas, que tienen afecta-
cién macroscopica de los ganglios®*.

El estudio del GC es totalmente diferen-
te. En general estudiamos un Gnico ganglio
entre 5 y 10 mm de didmetro. Se ha ido
observando que a medida que se amplia el
nimero de cortes realizados, aumenta el
namero de metastasis de pequefio tamafo
que se detectan. Con ello se evitan los fal-
sos negativos, y se consigue el objetivo
altimo del estudio del GC de determinar el
estatus de infiltracién de los ganglios axila-
res22724.

En los estudios sobre el GC se precisan
el porcentaje de casos que son diagnosti-
cados mediante los cortes seriados y las
técnicas complementarias (como las tin-
ciones de queratina), y que no eran visi-
bles en el primer corte tefiido con hemato-
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xilina-eosina, que es la técnica mas tradi-
cional del estudio de ganglios. Los porcen-
tajes de sobre-diagndstico oscilan entre un
10 y un 47%»>»*. En nuestra serie, un 43% (6
casos) fueron diagnosticados gracias al
protocolo de cortes seriados.

Otra controversia suscitada por el
estudio del ganglio centinela es el signifi-
cado clinico y pronéstico de la metastasis
detectadas, cada vez mas pequena. Algu-
nos autores han observado que la presen-
cia de micrometéstasis e incluso de grupos
celulares aislados se asocia con una reduc-
cion del intervalo libre de enfermedad, de
la supervivencia y aumento de recurren-
Ciazsrza‘

El sistema de estadiaje TNM, en lo refe-
rente al estadiaje de la afectacién de gan-
glios en la mama, ha debido ser revisado
en Enero de 2003”. Se han incorporado
nuevos epigrafes especiales que hacen
referencia a las metéastasis de pequeiio
calibre. Se ha incluido un grupo No de no
afectacion ganglionar (con una resefia
especial a los casos de grupos celulares
detectados con técnicas complementarias
como inmunohistoquimica o biologia
molecular) cuando las células tumorales
muestran un diametro entre 0,2 mm y 2
mm. Parece que estos grupos celulares no
son proliferativos y se duda de su viabili-
dad.#»», En este momento los trabajos se
centran en evaluar si existen diferencias
pronésticas en el grupo de pacientes con
metastasis del tipo micrometéstasis y gru-
pos celulares aislados en GCs»##,

En nuestra serie no hemos encontrado
relacion entre el tamafio del tumor prima-
rio y la incidencia o no de metéstasis. Tam-
poco hemos encontrado relacion con el
tipo histolégico y con el grado histol6gi-
co.

Debemos reflexionar sobre un proble-
ma de dificil soluciéon. En casi todas las
revisiones, se reconoce la deteccién de
algln caso de afectaciéon de ganglios axila-
res cuando el GC ha sido negativo. El por-
centaje oscila entre un 1%®=»*=% y hasta un
16%=. Esta circunstancia no puede consi-
derarse un falso negativo del ganglio centi-
nela, sino una limitacién irresoluble de la
técnica del estudio del ganglio centinela,
porque este ganglio es realmente negativo.
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Esto debe considerarse como grado de
exactitud del ganglio centinela para refle-
jar la afectacion tumoral de los ganglios
axilares. Por lo tanto hay que saber que en
un pequeio grupo de pacientes, a pesar de
que su GC sea estudiado por completo y
sea realmente negativo, tendran infiltra-
cion tumoral de otro ganglio axilar.

Se han planteado varias explicaciones
a esta circunstancia. Algunos consideran
que se produce un bloqueo del drenaje
tumoral por un proceso inflamatorio en el
ganglio, o que pueden existir variaciones
anatomicas y varias vias de drenaje simul-
taneas. En otras ocasiones se debe pensar
que realmente el ganglio mostraba infiltra-
ciéon tumoral pero la falta de cortes seria-
dos que permiten el muestreo de practica-
mente toda la superficie del ganglio puede
ser la causa de la falta de deteccién del
tumor.

En conclusién, consideramos que el
estudio del GC permite evaluar el estatus
de infiltracién tumoral de los ganglios axi-
lares (en el 96% de los casos) y reducir en
gran medida la necesidad de realizar la lin-
fadenectomia axilar.

En nuestra serie, los 67 GC que se estu-
diaron correspondientes a 48 pacientes,
resultaron positivos en 14 de ellas (29,2%).
Con lo cual, en un 70% de los casos se
hubiera podido evitar la reseccion axilar,
con la extirpacion tnicamente del ganglio
centinela.

Proponemos un protocolo de cortes
seriados con queratinas, por la alta sensi-
bilidad (94%) y especificidad (100%) de la
técnica, que permiti6 ademas aumentar en
un 43% la deteccion de metastasis.

No hemos encontrado relacion entre el
tamafo del tumor, grado histolégico y tipo
de tumor con el porcentaje de afectacion
de GC, ni con el tamano de las metastasis.
Debemos profundizar en el estudio del sig-
nificado predictivo y pronéstico de las
micrometastasis (<2mm) y de la presencia
de grupos celulares aislados (entre 2 y 0,2
mm).
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