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RESUMEN

La biopsia selectiva de ganglio centinela es el método estdn-
dar de estadificacion axilar en pacientes con cdncer de mama
inicial por su menor morbilidad respecto a la linfadenectomia.
El ganglio o ganglios obtenidos pueden examinarse mediante los
métodos convencionales basados en la tincién con hematoxili-
na-eosina y la inmunohistoquimica. Sin embargo, en los tltimos
afios ha emergido con fuerza la técnica molecular denominada
OSNA, que aporta multiples ventajas respecto a los métodos his-
topatolégicos cldsicos, de forma que su uso se ha extendido des-
de el entorno intraoperatorio, donde se desarroll$ inicialmente,
hasta el estudio ganglionar en diferido. Ademads, es vélido tanto
en cirugia primaria como tras un tratamiento neoadyuvante.

En este trabajo trataremos de resumir en qué consiste la
técnica OSNA y sus potenciales ventajas a nivel clinico y para
el sistema sanitario, as{ como sus principales limitaciones.

PALABRAS CLAVE: Céancer de mama. Técnica OSNA.
Ganglio centinela. Ventajas. Andlisis intraoperatorio.

INTRODUCCION

La biopsia selectiva del ganglio centinela (BSGC)
como procedimiento de estadificacién ganglionar apli-
cado al cdncer de mama en estadios iniciales es una
técnica que desde su implantacién progresiva a partir
de los afios noventa del siglo pasado ha supuesto una
importante reduccion en la morbilidad de las pacien-
tes con respecto a la linfadenectomfia axilar (LA), que
fue durante décadas el procedimiento estandar para el
estudio y el tratamiento de los ganglios axilares inde-
pendientemente de la sospecha clinica de su afecta-
cién (1).
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ABSTRACT

Selective sentinel lymph node biopsy is the usual method of
staging breast cancer in early stages due to its lower morbidi-
ty compared to axillary lymphadenectomy. The node or nodes
obtained can be examined by different methods, classically
hematoxylin-eosin staining and immunohistochemistry have
been used. In recent years, the OSNA technique has emerged
strongly, a molecular method that provides many advantages
over conventional methods, and its use has spread from the in-
traoperative setting, where it was initially started, to deferred
lymph node study and is valid in primary surgery and after
neoadjuvant treatment.

In this work we will try to summarize what the OSNA
technique consists of, its possible advantages at a clinical
level and for the health system, as well as its main limita-
tions.

KEYWORDS: Breast cancer. OSNA technique. Sentinel
lymph node. Advantages. Intraoperative assessment.

Con la BSGC se obtiene un ntimero limitado de gan-
glios que pueden analizarse con diferentes técnicas, desde
la clésica tincién con hematoxilina-eosina (HE) e inmuno-
histoquimica hasta las técnicas moleculares como la deno-
minada one-step nucleic acid amplification (OSNA), que es
actualmente la técnica recomendada, especialmente cuan-
do se requiere conocer el resultado del andlisis del ganglio
de forma intraoperatoria, aunque su empleo se aconseja
también para el andlisis ganglionar en diferido (2).

Se describird a continuacion la técnica de procesa-
miento de un ganglio mediante OSNA, sus potenciales
aplicaciones y ventajas a nivel clinico y para el sistema
sanitario, asi como sus principales limitaciones.
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TECNICA OSNA
FUNDAMENTOS

La técnica OSNA es un método de patologia mole-
cular que consiste en la solubilizacién completa de un
ganglio linfético seguida de una amplificacién isotérmi-
ca mediada por bucle acoplada a transcripcion inversa
o reverse-transcription loop-mediated isothermal am-
plification (RT-LAMP) de un ARN mensajero (ARNm)
diana, en concreto, del ARNm que codifica la proteina
citoqueratina-19 (CK19) (3).

La RT-LAMP es una técnica de amplificacion de
ARN altamente especifica, eficiente y rapida que, a di-
ferencia del método de reaccion en cadena de la polime-
rasa o polymerase chain reaction (PCR), se produce en
condiciones isotérmicas (unos 65 °C) (4.5).

Una importante ventaja de la RT-LAMP sobre los
métodos basados en PCR es que se evita la amplifica-
cién de ADN gendmico de doble cadena, lo que limita la
aparicién de resultados falsos positivos (3,5).

La amplificacién de dcidos nucleicos en la RT-LAMP
genera una gran cantidad de ion pirofosfato (PPi) como
subproducto y, a su vez, el PPi reacciona con el ion mag-
nesio presente en la soluciéon de tamponado, lo que da
lugar a un precipitado de PPi de magnesio que otorga
turbidez a la disolucién (6). La técnica OSNA permite
monitorizar la amplificaciéon del ARNm de CK19 me-
diante la medicidn de la turbidez de la disolucién duran-
te la propia reaccion de amplificacion (3).

Las citoqueratinas (CK) son proteinas que constitu-
yen los filamentos intermedios del citoesqueleto de las
células epiteliales normales y de las células de carcino-
ma; en concreto, la expresion de CK19 mediante inmu-
nohistoquimica (IHQ) es positiva en un 98,4 % de los
carcinomas de mama (7). Se recomienda comprobar me-
diante THQ que al menos un 30 % de la celularidad del
tumor primario expresa CK19 antes de realizar el méto-
do OSNA para evitar posibles falsos negativos (aunque
puede encontrarse ARNm de la CK19 también en casos
en los que no existe expresion proteica de CK19) (8).

PROCESAMIENTO DEL GANGLIO

Una vez tomada la BSGC, la muestra debe introdu-
cirse rapidamente en un contenedor estéril estanco bien
cerrado para evitar su contaminacién, su deshidratacion
y la degradacién del ARN. La muestra ird en fresco, sin
ningtn liquido fijador, conservante u otros. La forma
ideal para almacenar y transportar la muestra desde el
quir6fano hasta el laboratorio de patologia serd en hielo
(entre 0 y 4 °C) y en un tiempo inferior a 15 minutos.

Siguiendo el protocolo del dltimo consenso de la
Sociedad Espafiola de Senologia y Patologia Mamaria
(SESPM) sobre la BSGC (2), la muestra debera estar
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convenientemente identificada con los datos de la pa-
ciente y acompafiada de una solicitud de estudio de
BSGC mediante método OSNA, que debera incluir los
datos de filiacion de la paciente, diagndstico histolégico
del tumor, topografia de la biopsia (axilar, intramamaria
y mamaria interna) y lateralidad, nimero de ganglios
centinelas extraidos y si la paciente ha recibido terapia
preoperatoria sistémica. En caso de que alguno de los
ganglios centinelas remitidos cuente con marcador me-
talico o semilla, este dato deberd especificarse también
en la solicitud y el ganglio en cuestién deberd remitirse
de forma individualizada.

Una vez en el laboratorio de patologia, el ganglio o
los ganglios centinelas serdn aislados del tejido adiposo
extraganglionar. El tejido adiposo se fijard en formali-
na y se incluird en parafina para un anélisis histolégico
convencional en diferido que permita objetivar la even-
tual extension extracapsular de la metdstasis.

Si existe indicacion de estudio intraoperatorio de la
BSGC, cada ganglio centinela se procesard de forma
inmediata. En caso de estudio diferido, las muestras po-
dran permanecer refrigeradas (de 2 a 8 °C) durante un
maximo de 8 horas. Para tiempos mayores, las muestras
deberdn conservarse a -80 °C.

Cada ganglio centinela serd completamente solubi-
lizado y homogeneizado en una disolucién de lisado
tamponada (habiendo retirado el marcador metalico
o semilla en aquellos casos en que los que el ganglio
cuente con ellos). Posteriormente, esta muestra se afia-
de a una segunda disolucién previamente preparada que
contendra todos los elementos necesarios para que se
lleven a cabo las reacciones de transcripcién inversa y
de amplificacién del gen diana, si este estuviera pre-
sente en la muestra. Este procedimiento se realizard a
una temperatura ambiente inferior a 20 °C y durante un
tiempo de alrededor de 2 minutos (9).

El resultado del procedimiento previo, denominado
“disolucién de reaccién”, serd incubado a 64 °C para
provocar la reaccién de RT-LAMP. Cuanto mayor sea
la concentracion del gen diana en la muestra, su ampli-
ficacién se realizard mds velozmente y la turbidez de la
disolucién de reaccién aumentard de forma mas rdpida.
La turbidez de la disolucién se medird de forma simul-
tdnea a la reaccién de amplificacién génica a través de la
emisién de un haz de luz de una longitud de onda central
de 465 nm dirigido hacia la disolucién de reaccion y de-
tectando la luz transmitida a través de esta. Una vez que
la turbidez alcanza un umbral determinado, se obtiene el
tiempo que este fendmeno ha tardado en producirse, lo
que se conoce como “tiempo de subida” (3.9).

Previamente a todo este proceso (o de forma simul-
tdnea fuera de un contexto intraoperatorio), se habra
elaborado una curva estdndar de relacion entre la con-
centraciéon en nimero de copias de ARNm de CK19/
L logaritmica y los tiempos de subida a partir de tres
muestras de calibracién con concentracion de ARNm
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de CK19 conocida. A partir de esta curva estdndar, puede
calcularse el nimero de copias de ARNm de CK19/uL
de nuestra muestra conociendo el tiempo de subida que
hemos medido en la disolucién de reaccién del ganglio
centinela (9).

Toda la manipulacién de la muestra y el aparataje ne-
cesario deben realizarse por personal cualificado y en-
trenado para ello y manteniendo las medidas necesarias
para evitar la contaminacién de la muestra y las medidas
de seguridad especificas dirigidas frente a riesgos labo-
rales en el laboratorio.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

A partir del nimero de copias de ARNm de CK19/uL
determinado mediante el método OSNA, podran ofre-
cerse los siguientes resultados clinicos (3):

— Macrometdstasis: més de 5000 copias de ARNm
de CK19/uL equivalen a un foco metastdsico ma-
yor de 2 mm de didmetro en un estudio histolégi-
co convencional.

— Micrometdstasis: entre 250 y 5000 copias de
ARNm de CK19/uL equivalen a un foco metasta-
sico de entre 0,2 y 2 mm de didmetro.

— Células tumorales aisladas o isolated tumour
cells (ITC): entre 160 y 250 copias de ARNm de
CK19/uL equivalen a grupos tumorales inferiores
a 200 células 0 0,2 mm de diametro.

APLICACIONES DE LA TECNICA OSNA
ANALISIS INTRAOPERATORIO DE LA BSGC CON OSNA

La BSGC tiene como objetivo detectar la presencia
de metastasis en el ganglio linfatico y cuantificarlas por
su tamafo, informacion relevante a la hora de estable-
cer el prondstico y el tratamiento complementario. En
muchas ocasiones de este resultado también depende la
decisién de proceder o no al vaciamiento axilar. En es-
tos casos surge la conveniencia de procesar el ganglio
o los ganglios obtenidos con una técnica con suficiente
sensibilidad y en un tiempo que permita tomar la deci-
si6n de forma inmediata durante el acto quirdrgico del
tumor primario, lo que evita una segunda intervencion
de considerarse adecuada la linfadenectomia.

Existen diferentes métodos de andlisis intraoperato-
rio del ganglio centinela: los métodos convencionales y
los moleculares, como el OSNA. Por métodos conven-
cionales nos referimos a aquellos basados en la tincién
de HE, como la observacion de impronta citolégica o el
corte por congelacion. La sensibilidad es variable segin
los estudios, pero ronda el 63 % para la impronta (81 %
para macrometdstasis y 22 % para micrometastasis) y el
78 % para el corte por congelacion (94 % para macrome-
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tastasis, 40 % para micrometdstasis). La especificidad
para ambos es del 100 % (10,11). El examen de corte
por congelacién requiere mds tiempo, asi como cierta
habilidad del patélogo, y estd sujeto a la variabilidad
interobservador (12). En la citologia el resultado es mas
rdpido, aunque se examina un nimero limitado de célu-
las. En ambos casos solo es posible examinar una parte
del ganglio durante la intervencion. El resto se estudia
en diferido con tincién histolégica y citoqueratinas. En
ambas técnicas siempre existe un posible sesgo por el
muestreo que se realiza del ganglio (13,14).

Por su parte, la técnica OSNA fue desarrollada ini-
cialmente para mejorar los resultados del andlisis in-
traoperatorio del ganglio centinela. A diferencia de la
citologia y del corte por congelacién, con OSNA se
cuantifica el ARNm de la CK19 del ganglio completo
en un solo acto. Permite detectar y diferenciar la pre-
sencia de micro- y macrometdstasis en los ganglios con
una concordancia del 98,2 % con los métodos histo-
patologicos cldsicos empleando HE y citoqueratinas,
practicamente en ausencia de falsos positivos, segin
los primeros resultados publicados por Tsujimoto en
2007 (3). Actualmente es un método estandarizado y un
metaandlisis del conjunto de los estudios muestra que,
cuando se estudian por OSNA, se detecta una propor-
cion ligeramente mayor de ganglios positivos, a expen-
sas de un aumento en la deteccion de micrometastasis,
con una sensibilidad del 87 % y una especificidad del
98 % para la deteccion de macrometdstasis (15), supe-
rior a los métodos cldsicos.

Con respecto al tiempo que se requiere para llevar a
cabo el procedimiento, segin los estudios varia desde
menos de 30 minutos a 39,6 minutos para analizar un
ganglio con OSNA, lo que aumenta en 5-10 minutos
el tiempo por cada ganglio adicional incluido (14). Por
tanto, es factible su realizacién durante el acto quirdrgi-
co, cuyo tiempo medio de duracidn se acorta si se utiliza
el método molecular en comparacién con el examen de
corte por congelacion (de 70 = 10,5 a 42,1 + 5,1 minu-
tos) (16).

Por todo ello, se confirma que, empleando la técnica
OSNA, es posible realizar la LA (en caso de estar indi-
cada) en el mismo acto quirdrgico del tumor primario en
la gran mayoria de los casos, lo que reduce el nimero de
linfadenectomias axilares en un segundo tiempo frente
a los métodos convencionales de andlisis de la BSGC
(17,18), asi como el potencial impacto para el sistema
sanitario y para la paciente que deriva de realizar la LA
en una segunda intervencién y la demora en el inicio del
tratamiento adyuvante (19).

A nivel de coste-efectividad, se considera que el em-
pleo de OSNA como técnica intraoperatoria mejora los
resultados a corto plazo en cuanto a la pérdida de cali-
dad de vida en las pacientes en relacion con la ansiedad
del retraso diagndstico y una segunda operacién conse-
cuencia del estudio diferido del ganglio centinela (14).
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Aunque el coste directo de la técnica OSNA es ma-
yor, ahorra tiempo de recursos humanos frente al andlisis
histolégico convencional, especialmente cuando se ana-
lizan mds de dos ganglios (2),y, segun diferentes andlisis
econdémicos, supone también un ahorro para el sistema
sanitario, asociado fundamentalmente a la reduccion de
los gastos que comportan un segundo ingreso e inter-
vencién quirtrgica (20-22). Otros autores ponen en duda
el ahorro de costes para el sistema sanitario y para las
pacientes a largo plazo y asumen que el aumento de sen-
sibilidad de la técnica OSNA implicaria un coste adicio-
nal por cada caso detectado y la morbilidad asociada al
aumento en el nimero de linfadenectomias (14), aunque
este aspecto es cuestionable, como se verd mds adelante.

CARGA TUMORAL TOTAL

Con la técnica OSNA no solo es posible detectar la pre-
sencia de metdstasis en el ganglio centinela, también per-
mite cuantificar y sumar la carga de ARNm de CK19 de
todos los ganglios centinelas extraidos, lo que se conoce
como “carga tumoral total” (CTT), valor que se relacio-
na con la afectacion de mas ganglios linfaticos axilares
(23,24), incluso con una mejor capacidad predictiva de
presencia de metdstasis en el ganglio no centinela que el
nimero de ganglios centinelas afectados (25). Se han de-
sarrollado nomogramas para predecir la afectacion de gan-
glio no centinela mediante la CTT (26). Ademads, la CTT
es un factor pronéstico independiente, de manera que una
carga elevada (con un punto de corte de 25 000 copias de
ARNm de CK19 por mL) se correlaciona de forma signi-
ficativa con una menor supervivencia libre de enfermedad
a distancia, supervivencia libre de recidiva locorregional y
supervivencia global a 5 afios (27). En el tltimo consenso
de la SESPM se considera la CTT, antes que el nimero de
ganglios afectos, como el criterio a aplicar para decidir la
indicacion de LA en casos de axila clinicamente negativa
con cirugia primaria si se ha utilizado OSNA (2).

OTRAS SITUACIONES: ANALISIS EN DIFERIDO DE LA BSGC.
TRATAMIENTO SISTEMICO PRIMARIO

En el consenso de 2022, 1a SESPM también considera
que OSNA es el método de eleccidén cuando se haya opta-
do por el examen del ganglio centinela en diferido, pues,
entre otras ventajas, permite analizar el ganglio comple-
to, a diferencia de la tincién de HE (no es posible estu-
diar la totalidad del ganglio por limitaciones de la propia
técnica), y reserva esta alternativa para casos de CK19
negativa por inmunohistoquimica en el tumor prima-
rio (2). Establece como criterios para realizar el estudio
en diferido aquellos casos en los que se considere que el
riesgo de infiltracién ganglionar es bajo y, por tanto, con
pocas probabilidades de que se acabe realizando una LA.
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Por otro lado, OSNA es un método valido tanto en
pacientes con cirugia primaria como en aquellas que han
recibido un tratamiento sistémico primario (TSP), en el
que se considera que, a pesar de los cambios histolégi-
cos que pueda haber inducido la quimioterapia, puede
detectarse la presencia de metdstasis ganglionares con la
misma precision que con los métodos histopatologicos
convencionales, y que al igual que en la cirugia primaria,
reduce la necesidad de una segunda intervencion (28,29).

Se ha publicado que la CTT posneoadyuvancia tam-
bién tiene valor prondstico, de forma que una carga
elevada se asocia con una peor supervivencia libre de
enfermedad y que un nomograma que incluye la CTT
y variables clinico-patolégicas predice la afectacién de
los ganglios no centinelas (30), aunque se necesitan es-
tudios prospectivos para confirmar estos hallazgos.

OSNA Y RELACION CON LA SUPERVIVENCIA

Sobre si el empleo de OSNA puede afectar a la super-
vivencia global y a otras variables clinicas en compa-
racién con otros métodos de estadificacién ganglionar,
hay pocos estudios en la bibliografia que tengan este
tipo de objetivos. Recientemente se ha publicado un
estudio retrospectivo que compara OSNA como andli-
sis intraoperatorio frente al examen de corte por con-
gelacion y el estudio histolégico diferido sin encontrar
ninguna diferencia estadisticamente significativa en su-
pervivencia global, supervivencia libre de enfermedad
o riesgo de recaida local entre los tres grupos (16). En
otro trabajo encuentran que las pacientes con cancer de
mama RE+ Her2- que recibieron tratamiento endocri-
no adyuvante exclusivo, estadificadas como pNO con
el método molecular, tienen una supervivencia libre de
recaida a distancia superior a las que resultaron pNO por
histologia, lo que sugiere que la explicaciéon sea una
posible infraestadificacién en los ganglios analizados
por el método convencional (31).

CONTROVERSIAS Y LIMITACIONES

Probablemente el aspecto mds controvertido de
la incorporacién de OSNA a la prictica clinica sea la
preocupacién por un aumento en la deteccién de me-
tastasis que histolégicamente no se hubieran observado
y que esto conllevara un aumento de linfadenectomias
no indicadas por el método considerado de referencia.
Sin embargo, el aumento de sensibilidad se produce
fundamentalmente a costa de una mayor prevalencia
de micrometastasis en el estudio por OSNA frente al
corte por congelacién y al estudio histolégico definiti-
vo (11,16,18,31), y en estos casos habitualmente (salvo
en el contexto neoadyuvante) la linfadenectomia no se
considera indicada (32).

[REvV CANCER 2022;36(5):232-237]
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En su metaandlisis, Tiernan y cols. postulan que, aun-
que la sensibilidad y la especificidad de OSNA son ade-
cuadas, su valor predictivo positivo para la deteccion
de macrometastasis es del 79 %, lo que supondria que
un 21 % de pacientes con macrometdstasis por OSNA
serian sometidas a una LA cuando por histologia se
hubiese considerado como ganglios sin macrometasta-
sis (11). Pero en la préictica, con la adopcién cada vez
mads extendida del protocolo de manejo de la axila ba-
sado en los resultados de los ensayos clinicos ACOSOG
70011 y AMAROS (33,34), el empleo de OSNA no
tendria como consecuencia un aumento de linfadenec-
tomias axilares, radioterapia axilar o tratamiento sisté-
mico adyuvante (35).

Entre las limitaciones para la aplicacién de OSNA,
en primer lugar, se recomienda que para evitar falsos ne-
gativos se lleve a cabo tinicamente en aquellas pacientes
cuyo tumor primario expresa CK19 al menos en el 30 %
de las células. Los casos negativos en las diferentes se-
ries son de hasta un 4-7 % y puede ser mds frecuente
la ausencia de expresion en tumores de fenotipo triple
negativo o basal-like (7,36).

En segundo lugar, OSNA, en pacientes con TSP, tiene
la desventaja de que, a diferencia del examen histol6gico
convencional, no permite comprobar los posibles signos
de regresién del tumor en relacién con el tratamiento.
Podemos saber, por ejemplo, si un ganglio que era posi-
tivo en la biopsia inicial tras TSP no lo es, pero no si ha
habido algtin grado de respuesta a este, lo que en algunos
casos impide realizar adecuadamente el residual cancer
burden (RCB), con la consiguiente pérdida de informa-
cién prondstica (37). Por este motivo, en el supuesto de
TSP, el ultimo consenso de la SESPM recomienda con-
siderar caso a caso en los comités de mama las ventajas
de OSNA frente a la imposibilidad de calcular el RCB de
forma exacta cuando se considere un dato relevante, ha-
bitualmente tumores cNO o cN1 negativizados (2).

CONCLUSIONES

La técnica OSNA se ha convertido en el método de
elecciéon del estudio del ganglio centinela. Entre las
principales ventajas que se han atribuido a este método
frente al estudio histolégico convencional del ganglio
podemos destacar la automatizacion y la estandariza-
cién del proceso, su elevada sensibilidad, la posibilidad
de andlisis completo del ganglio intraoperatorio y, con
ello, un menor nimero de segundas intervenciones, el
ahorro asociado de recursos humanos y econdémicos y la
posibilidad de determinar la CTT.

Se considera indicada tanto para el andlisis intraopera-
torio como en diferido, asi como en casos de cirugia pri-
maria o tras tratamiento neoadyuvante, con la excepcion
de aquellos casos en los que sea importante conocer con
precision el RCB o los tumores que no expresen CK19.
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