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Deteccion de micrometastasis en
médula dsea de pacientes con
cancer de vesicula biliar

Juan C Roa S?, Xabier de Aretxabala U?, Angélica Melo A,
Gaspar Faria?, Juan C Araya O', Miguel A Villaseca H',
Pablo Guzman G, Ivan Roa E1.

Detection of bone marrow
micrometastases in patients with
gallbladder cancer

Background: There is a very strong documented correlation be-
tween the appearance of cancer cells in blood and occurrence of metastasis in gastrointestinal
cancer. Aim: To determine MUC1, CK19, CK20 and CEA mRNA expression in bone marrow of
patients with gallbladder cancer and evaluate its clinical significance. Material and meth-
ods: Sixty eight samples were analyzed, 38 bone marrow samples of gallbladder cancer pa-
tients, 20 healthy donors, and 10 frozen samples of gallbladder cancer. Nested reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (nested RT-PCR) was used to analyze mRNA expres-
sion. Results: All frozen tumors were positive for CEA, CK19, and MUC1 mRNA and 70% were
positive for CK20. Seventeen of 20 donor samples were positive for MUC1 and only one sample
from donors was positive for both CK20 and CK19 mRNA. Among the 38 blood and bone mar-
row samples of gallbladder cancer patients, the expression of MUC1, CK19, CK20, and CEA,
mRNA was 60.5% (23/38), 31.6% (12/38), 7.9% (3/38), and 7.9% (3/38), respectively. Disre-
garding the MUC1 results. 37% (14/38), 13% (5/38) and 5% (2/38) were positive for one, two
and three markers respectively. Not significant differences were found in survival with a follow
up to 12 months. Conclusion: Our results indicate that the molecular detection of tumor cells
in bone marrow in patients with gallbladder carcinoma is technically possible, being CEA,
CK19 and CK20 gene expression the best markers. The MUC1 gene expression marker was high-
ly unspecific and it should not been considered. The detection of bone marrow micrometastasis
might be helpful in prognosis and the selection of clinical treatment but a larger series with a
longer follow-up should be studied (Rev Méd Chile 2004; 132: 1489-98).
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| cancer de vesicula biliar es muy comudn en

Chile, siendo la primera causa de muerte por
cancer en mujeres sobre los 40 afios. A pesar de
los avances del tratamiento del cancer gastrointes-
tinal el pronéstico de éstos y de los carcinomas
avanzados de vesicula biliar, en particular, es ain
muy malol?2,

Los modelos de metastasis indican que las
células tumorales se extienden desde los tumores
primarios via la circulacién (sangre y vasos linfati-
cos) a otros 6rganos, y por invasion local hacia el
higado y hacia los érganos vecinos. Por tanto,
parece ser que existe una muy fuerte asociacion
entre la aparicion de células tumorales en la
sangre y el desarrollo de metastasis.

Actualmente la extensiéon hematégena de los
canceres solidos representa una de las principales
fallas del tratamiento oncolégico. Con el mejora-
miento de las técnicas diagndsticas se han intro-
ducido métodos de biologia molecular para
identificar el proceso con mayor exactitud y
sensibilidad. Las células tumorales pueden disemi-
narse hacia la circulacion aun en las primeras
etapas del tumor3. Sin embargo, el ndmero de
tales células es muy pequefio y ellas no pueden
ser detectadas por métodos diagnésticos conven-
cionales tales como los estudios de imagenes o
test de marcadores serolégicos®.

La amplificacién en cadena mediada por la
polimerasa (PCR) puede detectar marcadores ce-
lulares que se expresan especificamente en estas
células y que son indetectables por otros medios
en los pacientes con céncer metastasico o con
enfermedad localizada. Dos diferentes estrategias
han sido usadas para detectar las células tumora-
les diseminadas en la circulacion o en la médula
6sea®®, La primera corresponde a blancos en la
secuencia del ADN, esto se refiere fundamental-
mente a alteraciones gendmicas tales como muta-
ciones especificas en oncogenes, andlisis de
microsatélites y amplificacién génica. La segunda,
al andlisis en las alteraciones en la secuencia de
ARN, béasicamente referido a transcriptos especifi-
cos de ARN mensajero en las células tumorales y
de cada tejido en particular. Para estos analisis se
requiere de una reaccién de transcripcion reversa
que transforma el ARN a ADNc y luego lo
amplifica en forma regular, lo que se conoce
como RT-PCR. En este sentido varias reacciones
de RT-PCR han sido descritas para el antigeno

carcino-embrionario (CEA), la citoqueratina 19
(CK19) y la citoqueratina 20 (CK20) para la
deteccién de células circulantes de cancer colo-
rrectal y cancer gastrico®’; mamaglobina para los
canceres de mama®9 MAGEs para melanomalo,
mutacion de K-ras para canceres pancreaticos y
de colén!t12) antigeno prostatico especifico (PSA)
para canceres de mama y de prostatal314. De esta
manera el RT-PCR esta ofreciendo una significati-
va promesa de mejorar la deteccion de enferme-
dad residual minima en la circulacién periférica,
médula 6sea y ganglios linfaticos.

Las micrometastasis en médula ésea estan
presentes en sobre un cuarto de los pacientes que
son sometidos a resecciones curativas por cancer
gastrointestinal®. En relacién a su validez como
factor pronéstico, las micrometéstasis en los gan-
glios linfaticos estan asociados con una significati-
va reduccion en la sobrevida a 5 afios de los
pacientes en estadio Il con cancer colorrectal,
especialmente interesante, si consideramos los
pacientes en el grupo Ill de Dukes, los cuales no
muestran metastasis ganglionares linfaticas en las
secciones rutinarias teflidas con hematoxilina y
eosinal®. En otros estudios, la deteccion de micro-
metastasis en aspirados de médula 6sea ha de-
mostrado utilidad como un predictor de mal
pronéstico en pacientes con cancer bronquial no
células pequefias'®l7. Los pacientes con microme-
tastasis en médula 6sea o con células circulantes
tumorales en sangre periférica son comparables a
pacientes con metastasis, en términos de la locali-
zacion del tumor primario, patrén de recidiva y
prondstico de la enfermedad?6.18-20,

Esta evidencia sugiere que una etapificacion
mas precisa basada en el diagnostico de las
micrometastasis de médula 6sea mediante RT PCR
puede ser un mejor predictor de la recurrencia y
de la sobrevida a corto plazo, que el método
histolégico convencional, con tincion de hema-
toxilina y eosina y puede servir como un criterio
para tomar decisiones clinicas.

Las muestras de médula 6sea o de sangre
periférica, que se obtienen antes de la manipula-
cién quirdrgica de los tumores primarios, ofrece el
mejor indicador de diseminacion sistémica de la
enfermedad. Sin embargo, en la mayoria de los
canceres de vesicula biliar, los pacientes en etapas
iniciales son diagnosticados sélo después del
estudio de la pieza quirdrgica de la colecistecto-
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mia. Usualmente la etapificacién de estos pacien-
tes son completados con un mapeo total de la
muestra quirlrgica y en pacientes con formas
potencialmente curativas (invasion restringida a la
pared vesicular hasta en la subserosa) se realiza
una segunda cirugia con diseccion ganglionar
selectiva mas reseccion hepética parcial?®,

Este estudio fue disefiado para desarrollar un
método sensible para la deteccién de micrometas-
tasis en médula 6sea en pacientes con cancer de
vesicula biliar mediante la técnica de RT-PCR.
Estudiamos la expresion de CEA, CK19, CK20 y
Mucina sialada 1 (MUC1) en médula ésea y
exploramos la asociacion entre los 4 genes con
algunas caracteristicas clinico-patolégicas y sobre-
vida de los pacientes con carcinoma de la vesicula
biliar.

PACIENTES Y METODOS

Estudiamos 68 muestras correspondientes a 38
muestras de médula ésea de pacientes colecistec-
tomizados con diagnéstico de carcinoma de la
vesicula biliar, 20 muestras de donantes aparente-
mente sanos desde el Banco de Sangre, pareados
por sexo y edad con los casos estudiados y 10
muestras de tumores frescos congelados de vesi-
cula biliar, provenientes de los archivos del De-
partamento de Anatomia Patol6gica, de la
Universidad de La Frontera y del Servicio de
Anatomia Patolégica y Citopatologia del Hospital
Regional de Temuco, entre junio de 2002 y julio
de 2003.

S6lo 2 pacientes recibieron quimioterapia con
gemcitabina antes que la muestra haya sido
tomada. Se obtuvo consentimiento informado en
cada paciente. La etapa TNM clinico patoldgica
fue determinada de acuerdo a la regulacion de la
UICC (1997)22.

Los aspirados de médula 6sea de los pacientes
y las muestras de los donantes fueron procesados
antes de 4 horas desde el momento de su
obtencion. Los leucocitos fueron aislados por una
gradiente de centrifugaciéon usando Linphoprep
(Nycomed Pharma Norway) de acuerdo al proto-
colo sugerido por los fabricantes y luego fueron
almacenados en tiocianato de guanidina a una
temperatura de -75°C hasta el momento de la
extraccion del ARN.

Los tejidos de tumores vesiculares fueron
también obtenidos y almacenados en tubos con
gel criopreservante (Jung, Alemania) a una tempe-
ratura de -75°C antes de proceder a la extraccién
de ARN.

Extraccion ARN. La extraccion total de ARN de
leucocitos concentrados fue desarrollada de acuer-
do al método Chomczyski?3. Para los tejidos se
utilizé el reactivo de crisol (Life Technology USA)
de acuerdo a instrucciones de los fabricantes.
Después de la precipitacion de ARN éste fue
resuspendido en 10 pl de agua tratada con Dietilipi-
rocarbonato (DEPC) y luego almacenada a -80°C.

La cuantificacion del ARN fue determinada por
un espectofotometro Genequant (Amersham US).
Para asegurar la ausencia de contaminacién de
ADN en las muestras de ARN fueron tratadas con
RQ1 DNasa (Promega, USA) por 30 minutos a
37°C.

Reaccién de la transcripcion reversa (RT). Fueron
usados dos microgramos de ARN como templados
en la primera hebra complementaria del ADN
(ADNC) sintesis en 20 ul de volumen de reaccién
el cual consisti6 en random primer (3,75 micro-
moles por reaccién), dNTP (0,5 mM/por reac-
cion), enzima M-MVL (Invitrogen USA) 200
unidades por reaccion. El ARN fue incubado a 60°
por 5 min, después de la mezcla de la reaccion,
incubado luego a 20°C por 5 min, ya 37° por 50
min, seguido por una incubacién a 5°C por 5 min.

Deteccidn de expresion génica mediante PCR. Las
condiciones de amplificacion asi como la secuen-
cia de los iniciadores «rimers?425 se encuentran
en la Tabla 1. Para verificar la integridad y pureza
del ARN se realiz6 un PCR simple para el gen
DRB1, que permite detectar la presencia de ADN
no proveniente de la reaccion de transcripcion
reversa. Basicamente se utilizé 5 a 10 ng de ADN
complementario, y concentraciones de 0,2 mM
nucleétidos y de 1,5 mM de cloruro de magnesio,
adicionando 0,6 U de tag ADN de polymerasa
(Promega) por reaccion, en un volumen total de
15 pl. Los productos finales fueron analizados
mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%.

Estadistica. Se calcularon sensibilidad y especificidad
de la expresion de cada uno de los genes de estudio
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Tabla 1. Listado de los iniciadores tamafio de los productos y las condiciones de PCR usados en este estudio

Nombre Secuencia 5'-3' Tamafio (Pb) Condiciones de PCR

CK-19 A aggtggattccgetecgggea 461 35 ciclos, T° Hibridacién 60°C MgCl 1,5 mM
CK-19R tgctcgagggacaggaagat

CK-20 A cagacacacggtgaactatgg 370 40 ciclos T° Hibridacion 55°C MgCl 1,5 mM
CK-20R gatcagcttccactgttagacg

CEA A tctggaacttctccetggtetctcagetgg 160 40 ciclos T° Hibridacion 60°C MgCl 2,0 mM
CEAR tgtagctgttgcaaatgctitaaggaagaagc

MUC1 A cgtcgtggacattgatggtacc 288 35 ciclos, T° Hibridacién 60-64°C MgCl 2,0 mM
MUC1 R ggtacctcctctcacctectccaa

A=anterogrado R=retrogrado

1T 2 3 8 3 K £ @ F WN
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Ficura 1. Geles de agarosa mostrando los productos de amplificacion mediante RT-PCR de los ARNm de los
genes DRB1, CEA, MUC1, CK19 y CK20. 100 pb. Marcador de ADN de 100 pb. Linea 1= control negativo, Linea
2= control positivo, lineas 3-6 muestras de médula 6sea. En el gel de DRBL las lineas 1-9 Muestras de médula
Osea con amplificacion sélo de ARN (133 pb) y con ADN (linea 10) (603 BP). Linea 11 control negativo.
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respecto de los tumores frescos congelados y sensibi-
lidad de los genes en las muestras de médula ésea.
Para el calculo de sobreviva se construyeron curvas
de Kaplan Meier. Los resultados fueron considerados
estadisticamente significativos con un p <0,05.

REesuLTADOS

Las caracteristicas generales del grupo estudiado
se observan en la Tabla 2. El promedio de edad
de los 48 pacientes con cancer de vesicula biliar
fue de 57,5 afios con rango de 35-77 afios. La
muestra incluyé s6lo 6 hombres (12,5%). En su
mayoria correspondié a tumores avanzados (96%
de tumores subserosos o serosos) histoldgica-
mente moderados o poco diferenciados (96% en
conjunto).

Las 68 muestras correspondientes a 38 aspira-
dos de médula Gsea, 10 tumores de vesicula
biliar congelados y 20 muestras provenientes de
donantes aparentemente sanos, fueron analiza-
das para la deteccion de la expresion génica de
los genes CEA, CK19, CK20 y MUCL. Todas las
muestras estudiadas mostraron calidad y pureza
del ADNc mediante amplificacién de DRB1.

La Tabla 3 muestra los resultados de pacien-
tes con céncer, donantes y tumores congelados.
La expresion de MUC1, CK19, CEA y CK20 en los
aspirados de médula 6sea fue de 23 (60,5%), 12
(31,6%), 3 (7,9%) y 3 (7,9%), respectivamente.
Sin considerar los resultados de MUC1, 37% (14/
38), 13% (5/38) y 5% (2/38) fueron positivos para
1, 2 y 3 genes, respectivamente.

Las muestras congeladas de los canceres vesi-
culares fueron todas positivas para CEA, CK19, y
MUCL. Siete de los 10 fueron positivos para CK20
ARNmM vy todas las muestras reunidas de los 20
donantes fueron negativos para CEA, solo un
control fue positivo para ARNm de ambas citoque-

Tabla 2. Caracteristicas generales de los tumores de
vesicula biliar estudiados (n=48) (38 muestras de
médula dsea + 10 tumores congelados)

Género
Femenino 42/48
Masculino 6/48
Edad
Promedio 57,5
Rango (afios) 35-77
Grado de diferenciacion
Bien 2 (4%)
Moderado 23 (48%)
Poco 23 (48%)
48
Nivel de infiltracion
Tunica muscular 2 (4%)
Subserosa 16 (33%)
Serosa 30 (63%)
48
Estadio
Incipiente 2 (4%)
Avanzado 46 (96%)
48
Diseminacion extravesicular
Positiva 13 (26%)
Negativa 18 (38%)
No evaluado 17 (36%)
48

ratinas, CK19 y CK20. Sin embargo, 17 de los 20
donantes fueron positivos para MUC1. En relacion
con los tumores frescos congelados la sensibilidad
de las mediciones de expresion génica CK19, CEA
y MUC fue de 100% y para CK20 de 70%, sin
embargo la especificidad de la medicion en la
expresion génica de MUC1 fue sélo de 15% en
comparacion con el 95% de CK19 y CK20 y del
100% mostrado por CEA. Debido a la baja especi-

Tabla 3. Expresion génica de los diferentes genes en los diferentes tipos de muestras

Tipo de muestra n CK-19 CK-20 CEA MUC1
a) Tumores congelados 10 10 7 10 10
b) Donantes de banco de sangre 20 1 1 0 17
¢) Aspirado de médula 6sea 38 12 3 3 23
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ficidad de MUCL1, sus resultados no fueron consi-
derados para su analisis en este manuscrito. En la
Tabla 4 se muestra el detalle de los valores de
sensibilidad, en muestras de médula ésea sélo
considera a pacientes con enfermedad disemina-
da, ya que no es posible asegurar que hubiese
sido posible detectar tumor en pacientes someti-
dos a cirugias potencialmente curativas y los
valores de especificidad para cada gen se obtuvie-
ron en relacion con los donantes.

Doce de las 38 (27,4%) muestras de sangre de
los pacientes con cancer fueron positivas para uno
de los tres genes estudiados. En aquellos donde la
médula 6sea fue positiva para los tres genes (2/38),
todos se encontraban en un estado metastasico
avanzado.

Analizamos separadamente grupos de pacien-
tes con prondstico diferente, basado en factores
tales como el nivel de infiltracion de la pared o

presencia de metastasis (Tabla 5). De los 8
pacientes con aparente buen prondstico, se obser-
vO expresion de los genes estudiados en 2
pacientes, lo que corresponde a 25%, de este
grupo. Uno tenia un compromiso restringido a la
tdnica muscular, mientras el otro paciente habia
sido sometido a una reoperacion. Sin embargo,
los ganglios linfaticos y el higado se encontraban
sin tumor. Por otro lado, entre los 13 pacientes
con enfermedad avanzada, metastasis hepatica o
diseminacién duodenal, se encontré micrometas-
tasis en 5 pacientes (38%) (Tabla 6). Dos pacientes
de este grupo que resultaron negativos para los
genes estudiados, fueron tratados previo a la toma
de muestra con Gemcitabina.

El promedio del seguimiento de este grupo fue
de 12 meses, nosotros no hemos, hasta ahora,
encontrado diferencia de sobrevida en el grupo
estudiado.

Tabla 4. Valores de sensibilidad y especificidad de los genes estudiados

CK19 CK20 CEA MUC1
Sensibilidad tejidos congelados (a-b) 100% 70% 100% 100%
Sensibilidad médula 6sea (b-c) 40% 13% 13% 76%
Especificidad (a-b) 95% 95% 100% 15%

a= tumores congelados; b= donantes; c= médula 6sea

Tabla 5. Expresion de génica de los genes en estudio en muestras de médula 6sea
de 8 casos potencialmente curativos

Iniciales Nivel de Diseccién Compromiso CK19 CK20 CEA
infiltraciobn  ganglionar  hepético
RL SS - - - - -
SS SS - - - - -
LC SS - - - - -
FO SE - - - - -
AM SS - - + - -
LC ™ Sin cirugia secundaria + - -
NI SS Sin cirugia secundaria - - -
SA ™ Sin cirugia secundaria - - -

TM= Tunica muscular SS= subserosa; SE= serosa
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Tabla 6. Expresién génica en muestras de médula ésea de 13 casos con diseminacion extravesicular
(resecciones no curativas)

Iniciales Tumores avanzados CK19 CK20 CEA
AR Metastasis hepatica - - -
MC Metastasis hepatica - - -
RC Metastasis hepatica - - +
CcB Diseminacion duodenal - - *
FE Metastasis hepatica - - -
HU Metastasis hepatica - - -
EA Metastasis hepatica - - *
MM Metastasis hepatica + + +
TLI Metastasis hepatica - - -
NS Metastasis hepatica + - -
MH Metastasis hepatica + - -
MG Metastasis hepatica - - -
MA Infiltracion hepatica + - -

* Pacientes tratados con Gemcitabina previos a la toma de muestra de médula ésea.

Discusion

En este estudio analizamos cuatro diferentes mar-
cadores (MUC1, CEA, CK19, y CK20 mARN), con
el objetivo de determinar los limites que estos
cuatro test ofrecen para la deteccion de células de
cancer de vesicula biliar y si la presencia de
transcriptos de ARN epitelial en los aspirados de
médula 6ésea de los pacientes con cancer de
vesicula biliar se correlaciona con caracteristicas
clinico patolégicas.

MUC 1 (Mucina sialada 1). Corresponde a una
glicoproteina de transmembrana con un gran
dominio extracelular, que se expresa en el fenoti-
po metastatico?628. En el cancer de la vesicula
biliar, la expresion de la mucina sialada 1 (MUC1),
en el estroma que rodea a las glandulas tumorales
puede ser reconocido mediante un nuevo anti-
cuerpo mAb, MY. 1E122°. La expresion de este
antigeno se asocia con una mayor agresividad y
con peor prondstico3%31, En el presente trabajo
los transcriptos de ARN de MUC1 fueron positivos
en 23 de los 38 aspirados de médula 6sea, pero
también fueron positivos en 17 de los 20 donantes
(especificidad de 15%). Aparentemente podria
haber una reaccién cruzada con la expresion de
otros genes expresados en médula Gsea o simple-

mente MUC1 es expresado en la médula ésea de
individuos normales. Dent et al concluyé en
199932 que MUC1 es expresado en forma extensa
en los tejidos hematopoyéticos y, por lo tanto, no
es recomendable como un marcador de microme-
tastasis epiteliales. Debido a estas consideraciones
los resultados de MUC1 no serdn consideradas en
esta seccion.

Antigeno carcinoembrionario (CEA). Es una gli-
coproteina que es normalmente expresada en
ciertas partes del cuerpo y comunmente sobreex-
presada en la mayoria de los carcinomas del
colén, recto, mama, pulmén y péancreas y del
tracto gastrointestinal. Una expresiéon aumentada
del antigeno carcinoembrionario promueve una
mayor adhesion intercelular, lo cual favorece la
aparicion de metastasis33. Actualmente el CEA es
ampliamente usado como un marcador tumoral
para la deteccion molecular de células tumorales
gastrointestinales y de cancer de mama334. En-
contramos expresion en 100% de los tumores
analizados. Debido a esto debiese ser considera-
do un buen marcador para la blsqueda de
células tumorales en sangre periférica y médula
Osea. En nuestro estudio s6lo 3 de 38 casos
(equivalente a 7,9% de los pacientes) con cancer
de vesicula biliar mostré expresion de transcrip-

ARTIiCULO DE

INVESTIGACION

1495



m Rev Méd Chile 2004; 132: 1489-1498

tos de CEA. Los tres pacientes en los cuales el
CEA fue detectado tenian una enfermedad avan-
zada. Mory et al han demostrado que la amplifi-
cacion mediante RT-PCR de los transcriptos de
CEA son un medio eficiente en la deteccién de
células circulantes de tumores sélidos en sangre
periférica y que incluso en los canceres gastroin-
testinales se debiese considerar como un indica-
dor de enfermedad sistémica, aun cuando haya
sido catalogado como incipiente3,

Citoqueratinas (CK19 y CK20). Las citoquerati-
nas comprenden una familia de multigenes de
20 polipéptidos relacionados (CK1-CK20). Codi-
fican los constituyentes de los filamentos inter-
medios de las zonas epiteliales que son
expresados en varias combinaciones, depen-
diendo del tipo epitelial y el grado de diferen-
ciacion. Particularmente la CK19 y la CK20
muestran un perfil muy restringido de expresién
tisular y han sido exitosamente usados para la
deteccion de células circulantes tumorales en
sangre de pacientes con cancer de mama,
cancer pulmonar y carcinomas gastrointestina-
les3:25,35,36

En nuestro estudio encontramos una expresion
de transcriptos de CK19 en 13/38 (34%) de las
muestras y para CK20 en 3/38 (8%) de las
muestras. En nuestro estudio 5 de 13 de los
pacientes con enfermedad masiva diseminada, es
decir, metastasis hepatica, presentaron positividad
para la expresion de al menos uno de los 3 genes
estudiados (CEA, CK19 y CK20).

Estos hallazgos indican que la deteccion
molecular de CEA, CK19 y CK20 en los aspira-
dos de médula 6sea puede tener un valor
pronéstico para pacientes con carcinoma de
vesicula biliar.

Los protocolos basados en PCR aumentan la
sensibilidad de la deteccion de células tumora-
les en circulacién de 1-10 células tumorales en
10 millones de células normales, debemos hacer
notar ademas la especificidad por la casi ausen-
te expresion ya sea de CK19 o CK20 en las
muestras obtenidas de los 20 donantes, aparen-
temente normales de nuestro estudio, alcanzan-
do una especificidad de 95% para CK19 y CK20.
El Unico caso que presentd positividad para

CK19 y CK20, lo hizo en forma simultanea en
un donante y no hemos podido hasta ahora
lograr ubicar a ese individuo para verificar su
actual estado de salud.

Sin embargo, no podemos tampoco dejar de
mencionar que algunos reportes han demostrado
que la CK19 y la CK20, son expresados en
muestras sanguineas de individuos sanos y algu-
nos investigadores demostraron que las diferen-
cias en la sensibilidad de los ensayos y en la
forma de tomar la muestra podrian producir estas
diferencias3":38,

Esto demuestra que los resultados falsos
negativos pueden ser debido a un bajo nivel de
expresion en el gen, que se esta buscando a
pequefias cantidades de células tumorales o a la
presencia de clones poco diferenciados que no
expresan los marcadores titulares especificos que
estan siendo analizados. Por esta razon, es mas
posible que una correlacién positiva se pueda
observar al analizar mas de un gen a la vez, de
manera de minimizar la aparicién de falsos
negativos.

Del mismo modo el discontinuo desprendi-
miento de células tumorales hacia la circulacion
puede también resultar en falsos negativos, de-
pendiendo del momento en que la muestra es
analizada340. Estos problemas deben ser minimi-
zados por el uso de multiples marcadores y
andlisis de sangre y de médula Gsea en diferentes
tiempos.

En conclusién, aunque el namero total de
pacientes es pequefio para obtener conclusiones
definitivas, la determinacion de CEA, CK19 y CK20
mediante RT-PCR podria convertirse en una herra-
mienta poderosa para la deteccion de micrometéas-
tasis de carcinoma de vesicula biliar en los
aspirados de médula ésea, que permita guiar en
forma racional el tratamiento y predecir en forma
oportuna el pronéstico de los pacientes. El foco
de este estudio debiese ser el anélisis de pacientes
con buen pronéstico, con el objetivo de detectar
aquellos en los cuales la diseminaciéon puede ser
precedida o diagndstica en etapas iniciales. Para
lograr este objetivo el estudio de una serie de
mayor tamafio, que incluya mayor cantidad de
pacientes potencialmente curativos, debe ser ana-
lizado.
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