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RESUMEN

Introduccion: La biopsia del ganglio centinela (GC) es actualmente el
procedimiento estandar para la estadificacion axilar del cancer de mama en
estadios precoces, lo que permite reducir la morbilidad de la linfadenectomia
axilar (LA). La incidencia de afectacion tumoral de ganglios linfaticos axilares no
centinela cuando el GC es positivo varia entre 40-60%. En pacientes con ganglio
centinela positivo numerosos estudios han reportado los factores de riesgo que
influyen en la afectacion del resto de ganglios axilares para determinar qué
pacientes con ganglio centinela positivo pueden evitar una LA. Se ha demostrado
que uno de estos factores es el tamafio de las metastasis en el ganglio centinela
determinado mediante la histologia convencional. Sin embargo, el examen
histopatolégico del GC varia considerablemente y no esta estandarizado.
Recientemente se han introducido técnicas moleculares para el estudio
intraoperatorio de los GCs como alternativa al estudio patoldgico convencional. La
técnica molecular denominada One Step Nucleic Acid Amplification (OSNA)
permite detectar metastasis en el GC mediante la determinacién cuantitativa de la
expresion del ARNm de la citoqueratina 19 (CK-19).

El objetivo de este estudio es determinar si la técnica OSNA para la deteccion
intraoperatoria de ganglios linfaticos metastasicos es comparable a la
histopatologia convencional (primera fase); y cuantificar la carga tumoral total
(TTL) en los GC positivos evaluados por la técnica OSNA y determinar si esta TTL
predice la presencia de metastasis en ganglios no centinela (segunda fase) en

pacientes con estadios precoces cancer de mama.

Material y métodos: En la primera fase se analiz6 una cohorte de 609 pacientes
con cancer de mama diagnosticados en 2009 y 2010 en dos centros espafioles. El
estudio intraoperatorio del GC se llevé a cabo mediante el estudio histopatolégico
convencional en 303 pacientes y mediante la técnica OSNA en 306 pacientes. Las
caracteristicas de los pacientes se evaluaron en ambos grupos y se compararon
las tasas de metastasis detectadas por ambos métodos. En la segunda fase se
incluyeron 306 pacientes con cancer invasivo de mama estadio cT1-3 cNO en las
cuales la evaluacion intraoperatoria del GC se realizé mediante la técnica OSNA.
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La TTL se defini6 como la sumatoria de copias de ARNm de CK19 cada GC

positivo.

Resultados de la primera fase: Al comparar la técnica OSNA con la histologia
convencional, en el estudio definitivo se detectaron 100 GCs metastasicos en el
grupo de estudio convencional (47 macrometastasis y 33 micrometastasis), en
comparacion con los 142 GC positivos (61 macrometastasis y 47
micrometastasis) en el grupo OSNA, diferencias no estadisticamente significativas
(p=0,17). La afectacion de los GC se detectd en 80 pacientes (26.4%) mediante la
histologia convencional y en 108 (35.3%) por la técnica OSNA (p=0,11). La LA
después de un resultado positivo del GC se realiz6 en 185 pacientes, en 108
(35.8%) en el grupo OSNA y en 77 pacientes (25.4%) en el grupo de histologia

convencional.

En todos los pacientes de la técnica OSNA la LA complementaria se realizo en el
mismo acto quirurgico; mientras que en el grupo de estudio convencional del GC,
solo en 50 pacientes (64.9%) la LA se realiz6 en la misma cirugia y en 27
pacientes (35,1%) se realizé6 en una segunda intervencion quirurgica (p<0,001).
En el grupo de la técnica patolégica convencional con LA en la misma cirugia, 42
pacientes (84%) tuvieron macrometastasis en el GC y 8 pacientes (16%)
micrometastasis en el GC. Mientras que de los pacientes con la LA en una
segunda cirugia por falso negativo del estudio intraoperatorio convencional, 5
pacientes (18,5%) tuvieron una macrometastasis y 22 (el 81,5%) tuvieron una
micrometastasis en el estudio de anatomia patologica definitivo.

Resultados de la segunda fase: La TTL actua como factor predictivo de
metastasis de ganglios no centinela en la LA complementaria, con un OR 1,67 (IC
95 %: 1,18 — 2,35). En el analisis multivariado, la TTL es un predictor de
metastasis de ganglios no centinela en pacientes con receptores hormonales
positivos con OR 1,69 (IC del 95%: 1,19 — 2,41), p<0,003. En nuestra cohorte de
pacientes, con una TTL 1,2x10° copias/ml, se determind una especificidad del
85,3% y un valor predictivo negativo de 80%. Si tenemos en cuenta solo los
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pacientes con receptores hormonales positivos, con una TTL < 5x10° copias/ml la

especificidad es del 86,7% y un valor predictivo negativo del 83,7%.

Conclusiones: La técnica OSNA puede detectar metastasis del GC de forma
estandarizada sin aumento en la deteccion de GCs positivos y sin falsos
negativos comparado con la técnica anatomopatoldgica convencional. Es un
método nuevo de evaluacién del GC en pacientes con cancer de mama que
reduce la necesidad de una segunda cirugia en el 35,1% de los pacientes con
estadios precoces de la enfermedad que presentan ganglio centinela positivo. La
TTL determinada en los GC mediante la técnica OSNA predice metastasis
adicionales de ganglios no centinela en la axila y puede guiar las decisiones sobre
la realizacion de una LA complementaria en pacientes con cancer de mama y

ganglio centinela positivo.

VIII



IX



ABSTRACT




ABSTRACT

Introduction: The sentinel node (SLN) is currently the standard procedure for
axillary staging of breast cancer in early stages, reducing the morbidity of axillary
lymph node dissection (ALND). When the SLN is positive the incidence of tumor
involvement of non-sentinel axillary lymph nodes varies between 40-60 %.
Numerous studies have reported the risk factors that influence the allocation of the
remaining axillary nodes to determine which patients with positive SLN can avoid
an ALND. One of them is the SLN metastasis size by conventional histology.
However, histopathological examination of SLN varies considerably and is not
standardized. Recently, molecular techniques have been introduced for
intraoperative study of SLN as an alternative to conventional pathological study.
The OSNA assay (One Step Nucleic Acid Amplification) is a molecular technique
of SLN metastases by quantitation of mMRNA expression of cytokeratin 19 (CK19).

The aim of this study was to determine whether intraoperative OSNA technique for
detection of metastatic lymph nodes is comparable to conventional histopathology
(first phase); and to quantify the total tumor load (TTL) of the positive SLN
assessed by OSNA and to determine if this TTL predicts the presence of non-SLN

metastases in patients with early stage breast cancer (second phase).

Material and methods: In the first phase a cohort of 609 patients with breast
cancer diagnosed in 2009-10 in two Spanish centers was analyzed. Intraoperative
study of SLN was carried out by conventional histopathological in 303 patients and
by OSNA assay in 306 patients. Patients characteristics in both groups were
evaluated and metastasis rates detected by both methods were compared. 306
patients with invasive breast cancer cT1-3 cNO stage in which SLN intraoperative
assessment was performed by OSNA technique were included in the second
phase. The TTL was defined as the addition of CK19 mRNA copies of each
positive SLN.

Results of the first phase: WWhen comparing OSNA technique with conventional
histology, 100 metastatic SLN were detected in the conventional group study (47
macrometastases, 33 micrometastases), compared with 142 positive SLN (61
macrometastases and 47 micrometastases) in the OSNA group, with no
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statistically significant difference (p = 0.17). Involvement of the SLN was detected
in 80 patients (26.4%) by conventional histology and in 108 (35.3%) by OSNA
assay (p=0.11). The ALND was performed on 185 patients after a positive SLN, in
108 patients (35.8%) in the OSNA group and in 77 patients (25.4 %) in the
conventional histology group.

In all patients with positive SLN by OSNA assay the complementary ALND was
performed in the same surgical procedure, whereas in the conventional study
group, only in 50 patients (64.9%) the ALND was performed in the same surgery
and in 27 patients (35.1%) was performed in a second surgical intervention
(p<0.001). In the conventional histology group with an ALND performed in the
same surgery, 42 patients (84 %) had macrometastases in the SLN and 8 patients
(16%) had micrometastases. While in patients with ALND done in a second
surgery due for intraoperative false negative result by convectional pathological
study, 5 patients (18.5%) had macrometastases and 22 (81.5%) had
micrometastases in the definitive pathology study.

Results of the second phase: The TTL is an independent predictor of non-SLN
metastases in the complementary ALND, with an OR 1.67 (95%ClI: 1.18 - 2.35). In
the multivariate analysis, the TTL is a predictor of non-SLN metastases in patients
with positive hormone receptor OR 1.69 (95%CI: 1.19 - 2.41), p<0.003. In our
cohort of patients, with a TTL 1,2x105 copies/ml, a specificity of 85.3% and a
negative predictive value of 80% was determined. Considering only patients with
positive hormone receptor, with a TTL < 5x105 copies/ml the specificity is 86.7%
and a negative predictive value of 83.7%.

Conclusions: The OSNA assay can detect SLN metastasis more standardized
than conventional intraoperative pathological technique, with no increasing in the
detection of positive SLN and with no false negatives. It is a new method of
evaluation of SLN in patients with breast cancer that reduces the need for a
second surgery in 35.1% of patients with early stage disease who have a positive
sentinel node. TTL assessed by OSNA assay predicts for additional non-SLN
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metastasis and this intraoperative tool can help guiding decisions on performing a

complementary ALND in breast cancer patients.
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INTRODUCCION

El cancer de mama es el cancer mas frecuente en las mujeres. En Europa, se
diagnostican alrededor de 429.900 nuevos casos de cancer de mama cada afo,
con un riesgo estimado de desarrollar cancer de mama en las mujeres europeas a
lo largo de la vida de 1 de cada 9.1 Las tasas mas bajas se encuentran en el este
y sur de Europa (62,4 casos/100.000 h/afio); y las mas altas, en el norte y oeste
de Europa (de 82,5 casos/100.000 h/afio).

En Espana se diagnostican unos 22.000 nuevos casos de cancer de mama al
afno, lo que representa casi el 30% de todos los tumores de la mujer en nuestro
pais, con una tasa de 50,9 casos/100.000 h/afio. La mayoria de los casos se
diagnostican entre los 35 y los 80 afios, con un maximo entre los 45 y los 65 afios.
Existe una distribucién geografica de incidencia notablemente variable segun las
provincias. Asi en Catalufa la tasa de incidencia es de 83,9 casos/100.000

h/afio.?!

La supervivencia global por cancer de mama en Espafia es del 80,3% a los 5
afios.”! Esta es superior a la media Europea, que se sittia en el 76%, y proxima a
la de paises mas desarrollados, como Francia, Suecia, Suiza, ltalia, incluso

EE.UU., que presenta una supervivencia a los 5 afios del 81%.

La mortalidad por cancer de mama en Espana, al igual que la incidencia, es de las
mas bajas de Europa: la tasa ajustada en 2007 fue de 26,3 muertes/100.000
h/afo. En Espafia mueren unas 6000 mujeres al aiio por cancer de mama, lo que
representa el 16,7% de todos los fallecimientos por cancer en las mujeres, y el
3,3% del total de muertes entre las mujeres. La edad media al fallecimiento por
cancer de mama en Espafia es de 66 afios.” La tasa de mortalidad varia segtn
las diferentes comunidades autonomas, donde la menor se presenta en Melilla
con una tasa ajustada de 11,6 muertes/100.000 h/afio comparado con la mayor
en el Principado de Asturias del 36,6 muertes/100.000 h/afio en el ahno 2007. En
Catalufia ese mismo ano, la tasa de mortalidad por cancer de mama fue del 26,6
muertes/100.000 h/afio.”! No obstante, no disponemos de un sistema nacional de

registro de tumores para conocer las cifras exactas.
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Tanto el numero de casos como las tasas de incidencia aumentan lentamente en
Espafia y en el mundo, probablemente debido al envejecimiento de la poblacion y
a un diagnostico cada vez mas precoz.? ® "' El aumento de la incidencia se estima
en un 1-2% anual y es constante desde 1960 en Estados Unidos. Sin embargo, la
mortalidad por cancer de mama ha disminuido ligeramente, debido en parte a la
incorporacion de la mamografia como técnica de screnning y a la mejora de las

terapias sistémicas.

1.2 Tratamiento local en el cancer de mama

El tratamiento del cancer de mama se ha dirigido de forma local a tratar la mama
y los ganglios axilares y de forma sistémica a destruir las metastasis. A nivel
mamario, la mayoria de las pacientes tienen la opcién de elegir entre la cirugia
conservadora asociada a radioterapia de la mama, 6 la mastectomia. Estudios
randomizados han demostrado que la cirugia conservadora ofrece la misma
supervivencia que la mastectomia, uno de ellos con mas de 25 anos de
seguimiento.® ° El segundo componente de la cirugia local es la cirugia de los
ganglios axilares. El objetivo principal de la cirugia axilar es el control local, la
estadificacion del cancer y de forma controvertida un pequefio beneficio en la
supervivencia.l' " La linfadenectomia axilar ha sido considerada durante la
mayoria del siglo XX como el tratamiento quirurgico estandar para lograr estos
objetivos.

1.2.1 La linfadenectomia axilar

El cirujano americano William Stewart Halsted fue el primero en describir la
mastectomia radical (MR) en estudios publicados en 1894 y 1907.['> '3 Esta
técnica incluia la reseccion quirdrgica de la glandula mamaria y el musculo
pectoral incluyendo una linfadenectomia axilar completa, como procedimiento
terapéutico del cancer de mama, demostrando que el 31% de las pacientes
(proporcion significativa para la época) persistia libre de enfermedad a los 5 afios
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del tratamiento, coincidiendo con una reduccion de la recurrencia locorregional
(del 51% al 82% de recidivas en otras series al 6% en sus series). Estos
resultados en el control local de la enfermedad y su impacto en la supervivencia
hicieron que la mastectomia radical fuera el tratamiento quirdrgico estandar
durante los 70 afos siguientes. Este tipo de cirugia se basa en la teoria
halstediana de diseminacion del cancer de mama en forma centrifuga, segun la
cual, el tumor empezaba localmente, infiltraba los conductos linfaticos hacia los
ganglios regionales y de ahi generaba metastasis a distancia. Este concepto
mecanicista de diseminacion explicaba la tactica de esta cirugia radical. El
objetivo de la linfadenectomia axilar en la era Halstediana (al igual que la
mastectomia) era maximizar la tasa de curacibn minimizando la recidiva
locorregional. Aunque estas técnicas surtieron efecto para el control local de la
enfermedad, la realidad es que a pesar del tratamiento las pacientes morian por

las metastasis.

Coincidiendo con la aceptacion de cirugias menos radicales como la mastectomia
radical modificada (MRM), la reseccién quirurgica de la glandula mamaria y los
ganglios axilares en bloque,''¥ en los afios *70 Bernard Fisher propone que la
supervivencia del cancer de mama esta relacionado con la biologia del tumor y no
con la extension de la técnica quirdrgica.l' Fisher et al.,"® demostraron que los
ganglios linfaticos no son una barrera para la diseminacion de las células
tumorales. Ellos indicaron la importancia bioldgica de los ganglios linfaticos y
mostraron que hay razones biolégicas mas que anatdmicas por lo que ciertos
ganglios linfaticos en cancer de mama contienen metastasis y otros no. Estos
hallazgos les llevaron a concluir que no hay un patron de progresién en la
diseminacion tumoral. Esta teoria esta evaluada en el estudio NSABP (National
Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project) B-04 entre 1971 y 1974;1'> '] donde
582 pacientes con cancer de mama y ganglios clinicamente afectos fueron
randomizados a MRM versus mastectomia total asociada a radioterapia, y 1.079
pacientes con ganglios clinica-mente negativos fueron randomizadas a MRM
versus mastectomia total asociada a radioterapia versus mastectomia total. Este
trabajo demostrd, después de 25 anos de seguimiento, que no habian diferencias

estadisticamente significativas en la tasa de recurrencia local y locorregional
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(figura 1), en la supervivencia total, supervivencia libre de enfermedad ni

supervivencia libre de enfermedad a distancia entre las dos ramas de pacientes

A Pacientes con ganglios negativos B Pacientes con ganglios positivos
[ — Fpdical mssteciomy
S ] == Toll imesisoiomy + orodistbon
£ seas Tobid imEstsolomy
F R
]
= 1 Drintanl Focanin moam
Pom Qi
r e e it Skt kL2
.E Loosl or reqinnal recurrenoe
ko P=0.003
E ............................
L&

Aios luego de la cirugia

Figura 1: Incidencia acumulada de recidiva local o regional (Local or regional recurrence) y a
distancia (Distant recurrence) durante los 25 afios de seguimiento después de la cirugia en mujeres
con ganglios axilares clinicamente negativos (Grafico A) y mujeres con ganglios axilares
clinicamente positivos (Grafico B), segun el grupo de tratamiento. En el grafico A, los valores de p

so[rg] para las tres curvas de comparacion entre los grupos de tratamiento. Modificado de Fisher et
al.

con ganglios clinicamente afectos y las tres ramas de pacientes con ganglios

clinicamente negativos (figura 2).°!

A  Supervivencia libre de enfermdad a distancia B Supervivencia global
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Figura 2: Supervivencia libre de enfermedad a distancia (Grafico A) y la supervivencia total (Grafico
B) durante los 25 afios de seguimiento después de la cirugia en mujeres con ganglios axilares
clinicamente negativos 6 positivos. No hubo diferencias significativas entre los grupos de mujeres
con ganglios negativos o entre los grupos de mujeres con ganglios positivos en cualquiera de los
dos analisis. Modificado de Fisher et al.®®

En este estudio, 68 pacientes (19%) con axila clinicamente negativa asignados

aleatoriamente para no recibir tratamiento en la axila (cirugia o radioterapia)
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desarrollaron una recidiva en los ganglios linfaticos axilares en la evolucion,
aproximadamente la mitad de la tasa esperada de la incidencia de ganglios
positivos en la rama de MR; la reseccion de la recidiva axilar posterior en 68
pacientes (98%) demostré también la viabilidad del tratamiento quirurgico de la

recidiva axilar.

El estudio B-04 confirmd el significado pronostico de las metastasis en los
ganglios axilares, lo que llevo a incluir la linfadenectomia axilar en los estudios
posteriores del NSABP sobre cancer de mama. En la era Fisheriana del
tratamiento del cancer de mama, el objetivo primario de la LA fue la evaluacion
pronostica para la seleccion de tratamiento adyuvante; y como objetivo

secundario, el control local y su impacto en la supervivencia.

Posteriormente, una cohorte retrospectiva de la Columbia Britanica realizada
entre 1989 y 1990 que incluy6 8.038 pacientes tratadas por cancer de mama cT1-
2, evidencid un beneficio de supervivencia para la LA."® En esta serie se
comparo la omision de la LA en el tratamiento quirurgico en el 4, 8 y 22% de las
pacientes entre 50 a 64, 65 a 74, y mas de 74 anos de edad, respectivamente. La
falta de diferencias en la utilizacion de tratamiento sistémico, la recaida regional, y
la supervivencia especifica por cancer de mama entre las pacientes de mas de 74
afnos en las que se realiz6 LA en comparacion con las que no fue realizada,
sugiere que la LA podria ser omitida de forma selectiva en esta cohorte de edad
avanzada. Sin embargo, la menor supervivencia asociada con la omision de la LA
en el grupo de 65-74 afos, y la falta de ventaja en la supervivencia en las mujeres
de 50-64 anos a pesar del uso de tratamiento sistémico comparable entre ambos
grupos, apoya la hipétesis que la terapia locorregional definitiva puede tener un

impacto en la supervivencia.

Una relacion similar entre diseccion axilar y la supervivencia se evidencié en el
estudio retrospectivo de mas de 250.000 pacientes diagnosticadas con cancer de
mama entre 1988 y 2000 de la base de datos del programa SEER (Surveillance,
Epidemiology and End Results)."" La supervivencia fue significativamente mejor
entre las mujeres en que se realizé LA, aun controlando por edad, tipo de cirugia,
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el estado de los receptores hormonales, estadio y RT adyuvante; concluyendo
que la mejora de la supervivencia en los casos con ganglios negativos en la LA
puede ser debido a la eliminacion de micrometastasis no detectadas.

Finalmente, el meta-analisis de Orr et al.,!'" realizado con la literatura disponible
hasta ese momento que incluye el B-04, demostr6 una pequefa pero
estadisticamente significativa ventaja en la supervivencia del 5,4% para los
pacientes con cancer de mama con ganglios clinicamente negativos tratados con
diseccion axilar. Este beneficio se observo en seis ensayos clinicos aleatorios,
incluyendo una muestra de casi 3.000 pacientes en un poco menos de cuatro
décadas de reclutamiento. A pesar de las diferencias en el disefio de los ensayos
y sus poblaciones de pacientes, los seis ensayos mostraron resultados similares,
con beneficios de supervivencia que varian entre el 4% al 16%. Este beneficio en
la supervivencia no se limitd a los pocos pacientes con estadio Il incluidos en los
primeros ensayos. De hecho, el mayor beneficio se observé en el estudio Guy’s
11, que se limita a los pacientes con axila clinicamente negativa, cuyo autor
concluye que la mayor ventaja de supervivencia fue evidenciada en aquellos
pacientes que presentaban tumores de menos de 2 centimetros tratados con
mastectomia radical en comparacion con la escision local exclusiva (Figura 3). Sin
embargo este meta-analisis también incluye los resultados del Instituto Curie que
mostraba un beneficio en la supervivencia a los 5 afios que no se demostro en la

actualizacion de los resultados a los 15 afios.?"

Incremento
del 5,4%

15 20 25 30

[t
=

-10 5 o

Beneficio de supervivencia (%)
Figura 3: Analisis Bayesiano del beneficio de sobrevida. Modificado a partir del metaanalisis de Orr
et all'""! La linea oscura representa el resultado del metaanalisis. Los niumeros del 1 al 6 los

diferentes estudios incluidos. 1.Copenhagen; 2.B-04; 3.Curie; 4.Guy’s |; 5.Scotland; 6.Guy’s 2.
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El compromiso de los ganglios linfaticos axilares sigue siendo el factor prondstico
mas importante de pacientes con cancer de mama.*??* En general, existe una
relacion directa entre el numero de ganglios linfaticos afectos y los resultados
clinicos. La figura 4 muestra la supervivencia libre de enfermedad de acuerdo con
el nimero de ganglios linfaticos positivos.*”! Es de destacar que la supervivencia
libre de enfermedad a 5 afos de pacientes con ganglios negativos es
aproximadamente el 80%, es decir 20% de los pacientes en este grupo de bajo
riesgo todavia sufren una recaida. Por otra parte, solo el 20% de pacientes con 10
o mas ganglios axilares afectos permanecen libres de enfermedad a los 5 arios.

1,00

0,75

0,50

0,25 e ————

Tasa de pacientes sin recaida

0
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Meses
Cantidad de -0 = 1a3 429 = +de10

ganglios afectos
Figura 4: Supervivencia libre de enfermedad segun cantidad de ganglios axilares afectos.

Modificado de Edge et al.*®

1.2.2 Complicaciones de la linfadenectomia axilar

La linfadenectomia axilar no esta exenta de efectos secundarios. Las
complicaciones mayores son infrecuentes e incluyen la lesion vascular, la

trombosis de la vena axilar, o las lesiones de los nervios motores de la axila. Sin
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embargo, las menores son muy frecuentes y hasta un 80% de las pacientes

sometidas a una LA presentan algun tipo de complicacion.

LINFEDEMA:

El linfedema es la complicacion que mas interfiere en la calidad de vida de las
pacientes. No hay estudios poblacionales grandes que estimen su incidencia, al
igual que la evidencia en la literatura esta sujeta a una amplia variacién en su
definicion, sus métodos de diagndstico y de evaluacion, las caracteristicas de los
pacientes afectos, la extension de la cirugia, la extension del RT y la duracion del
seguimiento. Dependiendo del tratamiento axilar y del tiempo transcurrido del
mismo aproximadamente, una de cada cuatro mujeres desarrollara edema del

brazo después del tratamiento del cancer de mama.l?”!

En una revision sistematica de diez estudios realizados entre 1991 y 2000, la
incidencia de linfedema fue del 26%, variando del 2 % (en pacientes sin
tratamiento axilar) al 43 % (en pacientes con LA asociada a RT);?® y parece estar
relacionada con la edad del paciente y el indice de masa corporal.l*®!

La prevalencia de linfedema aumenta con el tiempo y la duracion del seguimiento.
En una encuesta de 1.151 mujeres tratadas por cancer de mama, Mortimer et
al.”® evidencié que la prevalencia de edema del brazo aumenta con el tiempo
después de la radioterapia (23% a los 0-2 afios después del tratamiento, al 45% a
los 15 afios 0 mas). Un aumento menor en la prevalencia del linfedema a largo del
tiempo era evidente para el grupo tratado sélo con LA, en el que la prevalencia
aumento del 20% a los 0-2 afnos, al 30% a los 15 afios 0 mas después del
tratamiento. La morbilidad asociada al linfedema va desde hinchazon, limitacion
en la amplitud del movimiento del brazo, dolor y debilidad (asociado al peso que
conlleva), 6 rigidez en la extremidad afectada, interfiriendo en la vida diaria en el
33% de los pacientes.”®

SINDROME DE LA CUERDA AXILAR (AXILLARY WEB SYNDROME, AWS):
Descripto por Moskovitz,*% el AWS se caracteriza por la aparicién de una cuerda

axilar representada por un cordon fibroso subcutaneo a tensién que se extiende
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desde la base de la axila hacia la cara interna del brazo asociado a dolor y
limitacion del movimiento, en el 6% de los pacientes, entre 1 a 8 semanas
después de una linfadenectomia axilar. La interrupcion quirdrgica de vasos
linfaticos y de venas préximas a la axila parecen ser factores importantes en la
etiopatogenia del proceso, teoria apoyada por la evidencia anatomopatoldgica de
trombosis a nivel de venas, vasos linfaticos subcutaneos, o ambos, en las
biopsias de pacientes con AWS. Se trata de un proceso benigno, de resolucion

espontanea, que no requiere tratamiento especifico.

MORBILIDAD SENSITIVA:

Las secuelas sensitivas de la LA estan en gran medida relacionadas con la
seccion quirurgica de los nervios sensitivos, principalmente el nervio
intercostobraquial. Sin embargo las modificaciones de la técnica quirurgica de la
LA que permiten la preservacion del nervio intercostobraquial no ha demostrado
cambios sustanciales. Freeman et al.®" en un estudio randomizado que comparé
la preservacion del nervio intercostobraquial con su seccion quirdrgica demostro
que solo un sintoma diferia entre ambos grupos, la sensacién subjetiva de
“sensacion diferente” (p=0,006). No se observé ninguna diferencia significativa en
otros sintomas sensitivos, dolor, movimiento del hombro, la circunferencia del
brazo 6 la presencia de neuromas; sin embargo el area medida de déficit sensitivo
fue mayor en las pacientes en las cuales se seccioné el nervio en comparacion en

las que fue conservado (p=0,009).

INFECCION:

La celulitis del brazo, de la pared toracica o de la mama es un efecto secundario
bien documentado pero relativamente poco frecuente de la LA, que
presumiblemente refleja una alteracion de la inmunidad local producida por la
cirugia. La incidencia de la celulitis es desconocida. El estudio de Roses et al.,!*?
de las 200 pacientes seguidas uno o mas afos después de la LA por cancer de
mama, el 5,5% desarrollo celulitis y el 2% varios episodios. La celulitis puede
aparecer después de una lesion cutanea no esteéril (corte, abrasién 6 quemadura),
pero a menudo aparece sin una lesion de continuidad obvia. En ocasiones, los

episodios repetitivos de celulitis aumentan el riesgo de linfedema, aunque no
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queda claro en este contexto, si la infeccion es una causa del linfedema o una

consecuencia propia del mismo.

MORBILIDAD MOTORA:

El riesgo de lesion nerviosa motora durante una LA es menor al 1%. En general
pueden ser temporales o definitivas, causadas por compresion o lesidon quirurgica
del nervio afectado. Su gravedad dependera de la funcion que desemperie el
nervio dafiado. La paralisis del serrato como consecuencia de la lesién del nervio
toracico largo o nervio respiratorio de Bell causa la "escapula alada”, pudiendo
llevar a sintomas como dolor, debilidad 6 limitacion de la movilidad del hombro,
sobre todo al levantarlo a mas de 90 grados, condicion que puede ser
incapacitante en la vida diaria de los pacientes.”® La lesién del nervio
toracodorsal debilita la abduccion y la rotacion interna del brazo y la lesion del
nervio pectoral lateral y medial produce limitaciéon de la movilidad del hombro con

impacto cosmético por la atrofia secundaria.

1.2.3 Biopsia selectiva del ganglio centinela

En las ultimas décadas, la biopsia selectiva del ganglio centinela (BSGC) ha
reemplazado a la linfadenectomia axilar. Esta técnica fue descrita por primera vez
por Krag et al.®* en 1993 y Giuliano et al.*® en 1994. La introduccion de la BSGC
se ha convertido en una alternativa validada para la estadificacion ganglionar
axilar, con una menor morbilidad para la poblacion creciente de pacientes con
ganglios clinicamente negativos. Aunque inicialmente algunos estudios sugerian
una mejoria de la supervivencia de las pacientes sometidas a una linfadenectomia
axilar en comparacion con las pacientes en las que no se realizaba ninguna
cirugia axilar, la probabilidad de que la eliminacion de ganglios linfaticos negativos

pueda mejorar los resultados ha sido cuestionada.®

En la actualidad, en
pacientes con cancer de mama y ganglios linfaticos clinicamente negativos, el
mapeo linfatico intraoperatorio y la BSGC son procedimientos minimamente
invasivos aceptados como alternativa a la linfadenectomia axilar para la

estadificacién de los ganglios linfaticos axilares.®®
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El primer estudio piloto que investigd el uso de radioisotopos (tecnecio99) para la

identificacion del GC en cancer de mama fue realizado por Krag et al.[*¥

quienes
demostraron una precision del 100% en la deteccion del GC. Este mismo grupo
llevd a cabo la validacion de la técnica en un estudio multicéntrico con 443
pacientes y demostré que la BSGC podia predecir la presencia o ausencia de
ganglios axilares metastasicos en pacientes con cancer de mama y que el éxito

de la técnica dependia de los cirujanos y de las caracteristicas de la pacientes.?*”!

Giuliano et al.,®® fueron los primeros en estudiar la viabilidad de identificacion
intraoperatoria del GC en cancer de mama utilizando un colorante azul. En 1991,
el grupo comenzd a investigar la factibilidad de mapeo linfatico mediante la
inyeccion de un colorante vital, el azul de isosulfan, y la identificaciéon y
linfadenectomia del ganglio centinela con un enfoque de estadificacion mas
preciso y con menor morbilidad en pacientes con cancer de mama en estadios
precoces. Este estudio piloto demostré que la BSGC era técnicamente factible,
segura y sin complicaciones afadidas; y que con una técnica adecuada y
experiencia se lograba hasta un 100% de precision para predecir el estado de la
axila.®> %! Estos autores demostraron que la probabilidad de detectar un ganglio
axilar afecto era significativamente mayor con la técnica del GC (61,9%) que

mediante muestreo aleatorio de ganglios axilares (17,5%) (p<0,0001).1*"!

En un estudio posterior establecieron la hipétesis de que no sélo la BSGC era
valida para la clasificacién del cancer de mama, sino que ademas podia facilitar la
estadificacion de la axila permitiendo al patdlogo analizar uno o dos ganglios que
tenian mas posibilidades de tener metastasis, en vez de estudiar al azar todos los
ganglios de la LA.P%

En 1996, Albertini et al.l¥ utilizaron la combinacién de colorante azul y
radioisotopos para localizar el GC con una tasa de identificacion del 92% y con

una precision del 100%. Finalmente Veronesi et al.*"

propusieron el uso de la
linfocentigrafia preoperatoria junto con radiolocalizacion intraoperatoria para
aumentar la precision e identificar el drenaje extra axilar antes de la cirugia. Estos

autores demostraron que el GC se identificd en el 98% de los casos y predijo el
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estado de la axila en el 97,5%. Concluyeron que la BSGC en cancer de mama era
una técnica factible, segura y predictiva del estado ganglionar axilar. Todos estos
primeros estudios demostraron que el estado del GC reflejaba en mas del 95% el
estado de los ganglios axilares. Se precisaban nuevos estudios randomizados
que compararan los resultados oncoldgicos de la BSGC y la LA en pacientes con

ganglio centinela negativo

1.2.4 Rol del GC en la estadificacion axilar

Varios estudios han demostrado la viabilidad de la BSGC como un procedimiento
estandar de estadificacion axilar de pacientes con cancer de mama con axila
clinicamente negativa reportando su tasa de identificacion, que varia del 86% al
97%, con una precision del 96% al 98% y una tasa de falsos negativos entre el
4% y el 16,7%.1*9 E| meta-analisis de Kim et al.,®® demostré que el estado de
los GC pueden predecir con exactitud el estado axilar con una tasa de falsos
negativos promedio de 7,3%. La técnica del GC fue rapidamente aceptada por las
comunidades quirurgicas y oncoldgicas incluso antes que la evidencia definitiva
de los ensayos controlados aleatorios estuviera disponible para demostrar su
seguridad a largo plazo. Esto ocurrié debido a que la BSGC ha demostrado ser
una prueba diagndstica precisa para evaluar el estado de los ganglios linfaticos
axilares, lo que ha llevado a que sea incorporada en el sistema de estadificacion
del cancer de mama de la American Joint Committee on Cancer (AJCC) en su
actualizacion de 2002.1°"

En este sentido, el estudio de Veronesi et al.®? fue el primer ensayo aleatorio que
reportd sus resultados después de 10 afios de seguimiento de pacientes con
BSGC con o sin LA complementaria. Se trata de un estudio de un solo centro que
incluyd mas de 500 pacientes con tumores de mama < 2 cm de tamano,
randomizadas a BSGC seguido de LA, 6 a BSGC solo, y con diseccion axilar sélo
si el GC fuera positivo. Los resultados iniciales de este estudio fueron publicados
en 2003, donde la tasa de falsos negativos del GC fue del 8,8%, con una
precision global del 96,9%.°% En la actualizacion del seguimiento a los 79
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meses,®™ posteriormente confirmada en la de los 102 meses® no hubo
diferencias entre los grupos con respecto a la supervivencia libre de enfermedad
(89,9% en el grupo GC solo vs. 88,8% en el grupo LA), con una supervivencia
global ligeramente mayor en el brazo de GC en comparacion con el brazo de LA
(del 93,5% vs. 89,7%, respectivamente) sin evidenciar diferencias
estadisticamente significativas (p=0,15). Se evidenciaron un total de 49 eventos
relacionados con el cancer de mama, 23 en el brazo GC y 26 en el brazo de la LA
(p=0,52). Es de destacar que en este estudio hubo solo dos recidivas axilares
(0,39%), ambas se produjeron en el grupo con GC exclusivo (0,77%), diferencia

no estadisticamente significativa comparada con la LA (p=0,17).

Por otro lado, el estudio de la National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project
(NSABP) B-32 fue disefiado para determinar si la reseccion del GC logra los
mismos resultados terapéuticos que la linfadenectomia axilar, pero con menos

efectos secundarios.®® %

El objetivo primario del estudio fue evaluar la
supervivencia, el control regional, y la morbilidad. Mas de 5.500 pacientes fueron
asignadas al azar a los grupos de tratamiento: la reseccion del GC mas LA; 6 la
reseccion del GC exclusiva, asociada a LA solo si los GC fueran positivos. Los
resultados actualizados de la cohorte de pacientes con GC negativo evidenciaron
que la supervivencia global en ambos grupos no demostré diferencias
estadisticamente significativas con un hazard ratio (HR) de 1,20 (0,96-1,50; IC del
95%, p=0,12). Las estimaciones de supervivencia global a los 8 anos fueron del
91,8% en el grupo con GC exclusivo y del 90,3% en el grupo de GC mas LA. La
supervivencia libre de enfermedad evidencio un HR de 1,05 (0,90-1,22; IC del
95%, p=0,54), a los 8 afnos de 82,4% en el grupo con GC exclusivo y del 81,5%
en el grupo de GC mas LA.®® Hubo ocho recurrencias en los ganglios regionales
en el grupo con GC exclusivo y 14 en el grupo con GC mas LA (p=0,22). Los
eventos adversos mas comunes fueron reacciones alérgicas, sobre todo
relacionados con la administracion del colorante azul. La interpretacion de los
resultados llevd a los autores a concluir que, en pacientes con GC negativos, la
supervivencia global, la supervivencia libre de enfermedad y el control regional
fueron estadisticamente equivalentes entre la BSGC seguida de LA y BSGC sola,
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siendo la BSGC una técnica adecuada, segura y efectiva para pacientes con

cancer de mama y axila clinicamente negativa.

1.2.5 Reduccion de la morbilidad axilar

Varios ensayos clinicos, randomizados y controlados, han demostrado de manera
concluyente que la BSCG se asocia con una menor morbilidad del brazo y el
hombro y con una mejor calidad de vida de los pacientes cuando se compara con
la linfadenectomia axilar.®* ° Tanto la LA como la BSCG o la irradiacién de la
axila presentan complicaciones y secuelas a nivel axilar, pero los estudios
demuestran que éstas son menores en los pacientes sometidos a BSGC en
comparacion con la LA. En la BSGC la incision cutanea es mas pequefia con
menor diseccion del tejido axilar lo que se refleja en menos morbilidad que la LA
completa demostrado en diferentes estudios randomizados.?? 5% %% %8 39 Con |g
BSGC hay menos dolor, menor limitacion de la movilidad del hombro, y menos
secuelas neuroldgicas;®” menor frecuencia de parestesias, infecciones vy
seromas;® se evita utilizar drenajes lo que genera menor malestar al paciente y
menor estancia hospitalaria con un retorno mas rapido a las actividades normales
lo que mejora la calidad de vida.*? Y como mas importante la reduccién en la
incidencia de linfedema, que oscila entre el 0% y el 13% en la BSGC en

comparacion con el 7% y el 77% de la LA

Otros tres estudios también randomizados, demostraron menor morbilidad
sensorial en pacientes con BSGC en comparacién con la LA.*% %3 61 Ep g|
estudio ALMANAC, la incidencia reportada de déficit sensorial a los 12 meses de
la cirugia fue menor en el grupo tratado mediante GC en comparacion con la LA
(11% vs. 31%), con un riesgo relativo de déficit sensorial de 0,37 (IC 95%; 0,27-
0,50)."% La morbilidad sensorial disminuye significativamente a medida que
progresa el tiempo, sobre todo en los primeros tres meses después de la cirugia y

no requiere un tratamiento especifico.
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1.3 Estudio anatomopatolégico del GC

El ganglio centinela es el primer ganglio que contiene metastasis en el cancer de
mama. El numero limitado de ganglios que se obtienen en una biopsia de GC en
comparacion con una LA ha llevado a un analisis mas exhaustivo de los GCs y a

un aumento en la deteccion de micrometastasis.

Cuando el grupo de Giuliano et al.*®! compard la frecuencia de metastasis axilares
en pacientes con LA vs GC seguido de LA complementaria, evidencié que el
29,1% de los pacientes del grupo LA sola presentaban metastasis axilares
comparado con el 42% del grupo GC seguido de LA (p=0,03). El hecho de tener
que analizar uno o dos GC frente a la media de 15 ganglios en la LA ha hecho
que el examen patologico de los GC sea mas exhaustivo. La evaluacion mediante
la técnica de hematoxilina-eosina (H&E) realizada en secciones multiples del GC
aumenta la sensibilidad para detectar micrometastasis frente a las detectadas en
la LA directa (9,2% vs 3%, respectivamente, p=0,004), y cuando se agregan
técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) al estudio por H&E, el aumento de la
sensibilidad es aun mayor (16% vs 3%, p=0,0005).

El objetivo del estudio anatomopatoldgico de los ganglios centinela en pacientes
con cancer de mama no esta tan encaminado a encontrar todas las metastasis,
sino detectar las metastasis clinicamente relevantes, es decir aquellas metastasis
que estan asociadas con mas ganglios metastasicos en la linfadenectomia axilar
(que hace necesario continuar con el tratamiento locorregional) o que indican un

prondstico adverso (que requiere terapia sistémica adyuvante).®?

El estudio anatomopatoldgico de los ganglios centinela puede realizarse durante
la cirugia de reseccion del tumor primario en el estudio intraoperatorio lo que
permite completar la LA en la misma intervencion. O puede realizarse de forma
diferida después de la cirugia, en este caso, si estuviera indicada la LA

complementaria se realizaria en una segunda intervencion.
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1.3.1 Estudio intraoperatorio del GC

El estudio intraoperatorio del GC se puede realizar por diferentes métodos.
Ademas del examen macroscopico cuidadoso, es necesario verificar los hallazgos
macroscopicos con un estudio microscépico. El estudio intraoperatorio
anatomopatologico del GC se puede realizar por dos métodos: el corte por

congelacion y la impronta citologica.

Corte por congelacion:

El analisis de corte por congelacion generalmente se realiza mediante la
congelacién de una sola seccion del GC tefiida con H&E (figura 5). Es bien
conocido que a partir del estudio postoperatorio mediante secciones multiples del
GC asociado a técnicas de IHQ, hasta el 15-20% de las metastasis del GC puede
pasar desapercibidas en el estudio intraoperatorio, por lo que la sensibilidad
tedrica para la deteccion de metastasis mediante esta técnica no es superior al
80-85%. En la practica, la sensibilidad sera aun menor en condiciones no

apropiadas relacionadas con la técnica de seccion por congelacion.
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Figura 5: Técnicas de estudio anatomopatoldgico intraoperatorio del ganglio centinela mediante
cortes por congelacion. A: corte por congelacion. B: metastasis subcapsular en el estudio en
parafina.

El primer estudio que evalué la utilidad intraoperatoria de los cortes por
congelacion para la valoracion del GC en 54 pacientes con cancer de mama,
detectd 27 de 31 metastasis del GC mediante este procedimiento.®® Estos
autores describieron una sensibilidad del 87%, con una especificidad del 100%,
un valor predictivo positivo del 100% y un valor predictivo negativo del 91%. Sin
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embargo, estos buenos resultados iniciales han elevado las expectativas
demasiado altas con respecto a la sensibilidad de esta técnica. En un estudio
posterior mas grande, la sensibilidad se redujo alrededor del 60% cuando se
agregaban pacientes con carcinomas lobulillares, 6 cuando el estudio era
realizado por los patélogos menos experimentados.®*®"! En general, la capacidad
del estudio intraoperatorio por congelacion del GC es claramente superior para

detectar metastasis en el caso de macrometastasis que el de micrometastasis.®®
68, 69]

Durante el procesamiento intraoperatorio por congelacion del GC se debe tener
especial precaucidén en la técnica de congelado y el corte de la muestra para
evitar la pérdida inadvertida del tejido. Las secciones multiples intraoperatorias
son las que mas pérdida de tejido generan. Sin embargo, es inevitable que algo
de material del GC se pierda, y esto puede conducir a la falta de deteccion de
algunas pequefias metastasis. Naturalmente, la posibilidad de que esto ocurra
dependera de la extension del procedimiento de seccion por congelacion, y del
tamafio y la distribucion de las micrometastasis.”” El porcentaje de metastasis del
GC descartadas durante el procesamiento del tejido es probablemente bajo si se
toman las medidas adecuadas para prevenir la pérdida excesiva de tejido. Por
otra parte hay que tener en cuenta que en el estudio intraoperatorio sélo se

examina, mediante esta técnica, alrededor del 1% del total del volumen del GC./""

Sélo un protocolo para la evaluacion de los GC para detectar todas las metastasis
de mas de 2 mm puede respaldarse en base a la evidencia. Se trata de la seccion
fina de los ganglios a intervalos de 2 mm, la fijacién de todas las secciones, y el
examen de una superficie de seccién de cada bloque."? El objetivo principal es
asegurar que todas las macrometastasis mayores de 2 mm se identificaran
microscopicamente siempre que las secciones del GC no sean mas gruesas que
2 mm antes de la inclusion en parafina. Cuando los ganglios se cortan en serie, se
debe tener especial cuidado de colocar las secciones en la caseta de fijacion de
tal manera de evitar tejido no examinado de mas de 2 mm; es en este paso donde
el estudio también depende de los técnicos en histologia que procesan las
muestras. La incorrecta colocacion de las superficies de seccion para la
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evaluacion microscopica aumenta la tasa de falsos negativos de la técnica (figura
6).
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Figura 6: Preparacion de un ganglio centinela después de su corte y fijacion en parafina para la
evaluacion microscopica de secciones multiples. Las lineas discontinuas representan la
superficie colocada hacia abajo en la bandeja. (a) y (b) representan secciones ganglionares
colocadas en la caseta de manera que las superficies opuestas se examinan al microscopio,
donde solo una de las lesiones seccionadas quedara en la superficie opuesta. (c) muestra la
colocacion incorrecta de las secciones centrales en la caseta donde ninguna de las secciones
centr[a;%es se evalud microscopicamente llevando a un diagnéstico erroneo. Modificado de Weaver
et al.

Impronta citolégica:

La impronta citologica consiste en el estudio del GC mediante su hemiseccion o
secciones multiples de 2 a 3 mm de espesor segun el tamafio del ganglio y la
impronta de todas las caras en un portaobjetos, con fijacién en alcohol 96° y
coloracién con azul de toluidina (figura 7). Con menos frecuencia se utiliza el
estudio citolégico del material obtenido a partir del raspado de la superficie de la
hemiseccion ganglionar. La impronta citologica presenta una sensibilidad para la
deteccion de metastasis del GC del 62%, significativamente inferior al estudio por

cortes por congelacion, con una especificidad del 100%.[°!

Sin embargo, otros autores presentan mejores resultados. VanderVeen et al.!!
publicaron un estudio ciego prospectivo comparando la impronta citolégica con el
corte por congelacion en el que concluyen que ambas técnicas tienen una

precision similar y pueden utilizarse de forma segura para identificar la mayoria de
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los pacientes con metastasis de GC. Por otro lado, Motomura et al.l"*! describieron

una sensibilidad de la impronta citologica intraoperatoria del 91% y que la misma
[75]
y

Upender et al.”® demostraron una alta sensibilidad de deteccion utilizando una

era mas precisa que el analisis de cortes por congelacion y H&E. Turner et al.

combinacion de seccion por congelacion e impronta citologica, al igual que el
aumento de la superficie de muestreo mediante impronta citolégica de secciones
multiples mejoraba la proporcion de ganglios centinela afectos detectados durante
el estudio intraoperatorio.””! Por consiguiente, la impronta citolégica parece ser
razonablemente util para la evaluacion intraoperatoria del GC con un rendimiento
comparable al corte por congelacion; sin embargo su uso es menos comun, la

mayoria de las instituciones prefiere utilizar la seccién por congelacion.l’® 7

Figura 7: Técnicas de estudio anatomopatoldgico intraoperatorio del ganglio centinela mediante

impronta citologica.

Los resultados falsos negativos, tanto de la impronta citolégica como del estudio
por cortes por congelacién, en general se producen en pacientes con
micrometastasis, tumores bien diferenciados y en el carcinoma lobulillar

infiltrante.80-82]

La utilizacion de cada técnica depende de la infraestructura de los Servicios de

Anatomia Patologica y de la experiencia de los patologos en citologia.
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1.3.2 Estudio anatomopatoldégico definitivo del GC

La importancia del método de evaluacion del GC radica en determinar la carga
tumoral del GC metastasico asi como si esta metastasis influye en el resto de los
ganglios de la axila. El estudio definitivo del GC consiste en fijarlo en formaldehido
e incluirlo en parafina. Posteriormente se procede a su seccidn, de acuerdo a su
tamano, para posteriormente realizar la tincidn de rutina mediante la técnica de
H&E. Hay varios protocolos propuestos para la seccion. El utilizado generalmente
varia la cantidad de secciones segun el tamafio del GC. Los GCs mas pequefios
de 0,5 cm se procesan en parafina intactos; aquellos entre 0,5 y 1 cm se
seccionan a la mitad; y aquellos de mas de 1 cm se seccionan en piezas de
aproximadamente 0,2-0,5 cm de tamano.

La 72 edicion del American Joint Committee on Cancer’s (AJCC) Staging Manual
distingue las metastasis en los ganglios axilares en micrometastasis y
macrometastasis de acuerdo a su tamano (0,2-2 mm y > 2 mm, respectivamente),
y clasifica las metastasis < 0,2 mm como células tumorales aisladas

considerandolas como pNO0.1%®

Evidentemente, el estudio del GC mediante secciones multiples sélo es necesario
cuando la evaluacion intraoperatoria del mismo y la primera seccion en el estudio

diferido complementario revelan que no hay compromiso metastasico.

Inmunohistoquimica:

La IHQ es una técnica que en principio demostrd ser util para la deteccién de
metastasis de pequefio tamafio en los GCs, especialmente micrometastasis y
células tumorales aisladas. En general, la IHQ aumenta el porcentaje de
metastasis encontradas en los ganglios linfaticos axilares en comparacion con la
era pre-centinela en un 20%,"® 8% siendo mayor en el cancer de mama lobulillar.
Por otro lado, el aumento de deteccion de GCs positivos mediante el ultrastaging
(con diferentes protocolos de anatomia patolégica) es del 11% (rango entre 2 y
20%).184
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De cualquier forma, el estudio por IHQ, bien intraoperatorio o definitivo, no esta
recomendado por la Sociedad Americana de Oncologos Clinicos ni por el Colegio
Americano de Patdlogos,? y esta recomendacién se ha hecho mas evidente
después de los resultados del estudio Z0010, que ha demostrado que las
metastasis detectadas por IHQ parecen no tener impacto en la supervivencia

global %!

Técnicas de inmunohistoquimica intraoperatoria en secciones por
congelacién:

El Instituto Europeo de Oncologia de Milan describié esta técnica que combina
secciones multiples por congelacion asociadas a IHQ rapida para el diagnéstico
intraoperatorio definitivo de los GC en cancer de mama, permitiendo predecir
correctamente los GC libres de metastasis en el 95,4% de los casos.!®® 8!

Se trata de un procedimiento muy laborioso que aumenta en forma significativa el
tiempo del estudio intraoperatorio hasta en una hora. Sin embargo, se ha descrito
una modificacidon de la técnica, con una metodologia similar pero mas rapida, de
unos 40 minutos, en la que se estudia en forma completa el GC con pares de
secciones cada 50 micras para las primeras 15 secciones y cada 100 micras a
partir de entonces, permitiendo predecir correctamente la ausencia de

(88]

compromiso axilar en el 95,3% de los pacientes™ y requiriendo la utilizacion de

técnicas de IHQ ultra rapidas.®!

Krishnamurthy et al.[*

publicaron un estudio prospectivo comparando varios
meétodos para el estudio intraoperatorio del GC, llegando a la conclusion que la
combinacion de la seccion por congelacion con técnicas de IHQ rapida fue
superior a la impronta citolégica, con resultados comparables a los del examen

patoldgico definitivo.
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1.4 Discrepancias en el estudio intraoperatorio del GC

El examen histopatolégico convencional de los ganglios centinela no esta
estandarizado.”® Aunque hay acuerdo general que el ganglio centinela debe ser
seccionado a intervalos de 1,5 a 2 ym para la evaluacion patoldgica, no existe

consenso con respecto al método 6ptimo para el examen intraoperatorio.

Una encuesta realizada por el European Working Group for Breast Screening
Pathology (EWGBSP) en 240 servicios europeos de anatomia patologia evidencio
123 protocolos diferentes en la practica actual de la evaluacion patoldgica de los

ganglios linfaticos centinela en cancer de mama.l’®!

La mayoria de los laboratorios, 193 de 240 (80%), tenian sus propias pautas para
tratar el GC. En 119 se conocia el protocolo nacional del estudio del GC pero
sb6lo 105 lo utilizaban. En cuanto a la metodologia de estudio, sélo el 88%
realizaba muestreo en secciones multiples, la variacion entre las distancia de los
cortes era entre 2 y 500 um, el 25% realizaba muestreo completo y el 71%
utilizaba técnicas de IHQ. El método mas comun utilizado era la seccién a 6
niveles del GC separados por 150 um, y sélo el 61% de los encuestados realizaba
estudio intraoperatorio. Solo el 82% de las definiciones de micrometastasis
utilizadas estaban de acuerdo con la definicion actual 6 anterior del TNM, y el
18% de los encuestados utilizan definiciones heterogéneas como depositos
subcapsulares 6 agregados celulares pequefios. Por tanto, la variabilidad en el

estudio patologico del GC es notoria.

Incluso con todo lo anterior, la especificidad de estas técnicas es excelente pero
la sensibilidad es muy variable y oscila entre un 50% a 75%. Las técnicas de IHQ
permitirian una evaluacion mas detallada que en teoria podria mejorar la
capacidad de detectar metastasis, en particular micrometastasis, en los ganglios
estudiados.'®"! Hay trabajos que demuestran que el estudio intraoperatorio del GC
mediante secciones en congelacion a intervalos de 50 pym aumenta
considerablemente la sensibilidad de la deteccion de la enfermedad metastasica,

aunque no es factible ni practico en la mayoria de centros.!*”!
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Por otro lado, la evaluacién patoldgica intraoperatoria examina una cantidad muy
pequefia del tejido linfoide y esto esta sujeto a una variabilidad de interpretacion
interobservador,®” lo que ha impulsando el desarrollo de técnicas mas

estandarizadas.

1.5 La técnica OSNA

Recientemente, se ha incorporado una técnica estandarizada que permite la
evaluacion intraoperatoria del GC en forma completa, evitando asi errores de

muestreo.

La técnica OSNA (One Step Nucleic Acid Amplification) que se traduce también
como “amplificaciéon de acido nucleico de un solo paso” (Sysmex Corporation,
Kobe, Japan) es un procedimiento molecular, automatico (mediante un aparato
llamado RD-100i; figura 8A), que realiza una determinacion cuantitativa de la
expresion del ARNm, utilizando el método de amplificacion isotérmico RT-LAMP
(“Reverse Transcription-Loop mediated Isothermal Amplification”). Es un método

sencillo, rapido y especifico para la amplificacion de acidos nucleicos.

En el marco del desarrollo de la técnica OSNA para su utilizaciéon en cancer de
mama han sido analizados muchos marcadores de ARMm como posibles
candidatos especificos para la deteccién de metastasis de cancer de mama en los

Figura 8: Técnica OSNA. A: aparato de determinacién RD-100i. B: sitio de colocacion de
muestras del RD-100i.
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ganglios linfaticos. Se seleccionaron 7 marcadores para una evaluacion posterior
en la que se utilizaron un gran numero de ganglios linfaticos individuales.
Finalmente, el ARNm de citoqueratina 19 (CK19) demostro ser el mejor marcador,
ya que presentaba la mejor sensibilidad, y debido a su alta tasa de expresion en
ganglios linfaticos metastasicos y a la baja tasa de expresion en ganglios linfaticos

no metastatizados, proporcionaba la mejor discriminacion entre ellos.

La calidad de un estudio molecular depende en gran medida del disefio éptimo del
“primer”. El primer sirve como molécula iniciadora especifica para la amplificacion
de una diana determinada. En los procedimientos moleculares convencionales,
por lo general se aplican solamente 2 primers, mientras que el OSNA utiliza 6
primers diferentes. Estos han sido disefiados especialmente para impedir la
amplificacion de los pseudogenes de CK19 o de sus productos de transcripcion,

que podrian conducir a resultados falsos positivos.

Estos 6 primers diferentes, reconocen determinadas regiones de la secuencia de
la diana y se unen a ellas. LAMP utiliza una ADN-polimerasa con actividad de
desplazamiento en cadena que funciona a una temperatura constante de
aproximadamente 65°C, lo que impide la amplificacién simultanea del DNA
genomico. El sistema de deteccion se ejecuta con controles adecuados (-actina
ARNmM para comprobar la calidad del ARNm y un control positivo con un numero
de copias de ARNm de CK19 previamente determinado y un control negativo sin
ARNm de CK19 para permitir la calibracion de la maquina y comprobar la

presencia de reactivos suficientes y ausencia de material contaminante.

La técnica OSNA fue validada para el estudio intraoperatorio de los ganglios
centinela de las pacientes con cancer de mama. Evalua los ganglios linfaticos de
forma completa obteniendo un resultado semicuantitativo de ARNm de CK19
expresado en el numero de copias por uL para la deteccion de metastasis

ganglionares clinicamente relevantes.

Los resultados se obtienen de forma automatica siendo: (-) para copias de CK19
de ARNm inferiores a 250/uL, lo que representa un resultado negativo; (+) para el
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numero de copias entre 250 y 5000/uL, representando la presencia de una
micrometastasis; y (++) para el numero de copias superior a 5000/uL, lo que

representa una macrometastasis.®®

La amplificacion no deseada del ADN gendmico se evita debido a la precipitacion
del ADN a pH bajo (3,5) durante la preparacion de las muestras y a la temperatura

de reaccion isotérmica de 65 °C.

El procedimiento de la técnica OSNA es simple. Los ganglios linfaticos
individualmente se homogeinizan en un reactivo especial, obteniendo una fase
liquida que se introduce en la RD-100i que realiza el pipeteo, la amplificacion y la
deteccion de manera totalmente automatica. Todos estos pasos deben ser
realizados de forma estéril para evitar contaminacion con ARN. El tiempo total
necesario desde el inicio de la preparacion del ganglio linfatico hasta la obtencion
de los resultados es de aproximadamente 30 minutos para un ganglio linfatico y
de aproximadamente 40 minutos para 4 ganglios linfaticos (Figura 8B), con
monitorizacion en tiempo real de la evolucién de la determinacion (Figura 9 y 10).
Los ganglios no deben ser mayores de 0,6 gr, aquellos de mayor tamafio deben

ser seccionados y procesados en muestras multiples.
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Figura 9: Técnica OSNA. Captura de pantalla de la RD.100i mostrando los resultados en tiempo real
durante el proceso molecular.
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; 12.0
1 2008/05/03 CallC1]]  (+) G005 1.9E+03 12.0
1 2006/05/03 CallC2],  (++) (G005 4, 1E+05 10.6
1 2006 /05/03 CallC2] (=) (005 4, 1E+05 10.6
1 2008 /05/03 Cal[C3]  (++) (G008 1.9E+07 9.6
1 2006 /05/03 Cal[C3] | (++) GOOS 1.9E+07 8.6
1 2006/05/03 oc{CK19-PC) (++) G005 6.1E+03 1.7
1 2006/05/03 OC{CK18-NC] (-) G005 <2.5E+02 ND

Identificacién Resultado Nudmero de copias

de la semi- de CK19 en pL de

muestra cuantitativol cada muestra

Figura 10: Técnica OSNA. Captura de pantalla del ordenador adaptado a la RD.100i mostrando los
resultados del proceso molecular con la cantidad de CK19 de cada muestra en niumeros de copias y el
resultado semicuantitativo representado en OSNA (-), OSNA (+) y OSNA (++).

1.6 Estudios de validacion de la técnica OSNA

Varios estudios han demostrado que la técnica OSNA permite detectar con
precision metastasis del GC de pacientes con cancer de mama, con una

frecuencia comparable al del examen patoldgico convencional.l**®®!

Todos los estudios utilizaron una metodologia similar con el estudio histolégico
como patron para las comparaciones con la técnica OSNA. Como es de suponer,
el tejido utilizado para los ensayos moleculares no puede ser utilizado para
realizar el estudio histologico. De la misma forma en que el tejido una vez fijado
en formaldehido e incluido en parafina para el estudio histolégico mediante la
técnica de H&E no es adecuado para aplicar técnicas moleculares como la
amplificacion de ARNm. Se ha demostrado que el formaldehido produce
entrecruzamiento («cross-linkage») entre acidos nucleicos y proteinas, hidroliza
puentes fosfodiester del ADN y modifica covalentemente el ARN por adicion de
grupos mono-metilos en las bases generando problemas en la obtencion de
material genético de buena calidad necesario para la aplicacion de variadas

técnicas moleculares.
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Por esta razon, en los estudios de validacion de la técnica, los ganglios linfaticos
se han dividido en piezas con aproximadamente la mitad del volumen de los
ganglios linfaticos sometidos a una prueba y la otra mitad utilizada para la otra

(figura 11).
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Estudio histopatoldogico

Figura 11: Técnica de validacion de la técnica OSNA utilizada en el estudio de Tsujimoto et al.?®
Cada ganglio linfatico fue seccionado en bloques cada 1 a 2 mm y de forma alternada fueron

procesados para el estudio histopatoldgico (H&E e IHQ) y la técnica OSNA. Modificado a partir de
1.3

Tsujimoto et a
Es de suponer que el estudio de la mitad de un ganglio linfatico mediante una
técnica y la otra mitad mediante una técnica diferente puede dar lugar a
resultados discrepantes simplemente sobre la base de la distribucion espacial de
la metastasis presente en el mismo.®®! Las metastasis habitualmente no se
distribuyen de manera aleatoria en los ganglios linfaticos situandose
generalmente cerca del canaliculo aferente de drenaje linfatico hacia el tumor.!"%®:
%11 Este sesgo de muestreo de diferentes partes de los ganglios linfaticos
estudiados por diferentes pruebas diagndsticas se ha reconocido como una fuente
importante de discrepancia en la interpretacion de los resultados. De esta forma,
para minimizar este hecho, todos los estudios utilizaron multiples secciones de
entre 1 a 2 mm de grosor estudiados de forma alternada mediante histologia y la

técnica OSNA.

Los resultados evidenciaron casos concordantes en la mayoria de las muestras
los cuales no requirieron estudios suplementarios. Sin embargo, los resultados
discordantes fueron sometidos a nuevas pruebas para su resolucion, a partir de
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nuevas técnicas histolégicas (nuevos cortes de los bloques de parafina 6 técnicas
de IHQ, en los casos en los que no se habian realizado) 6 nuevas técnicas
moleculares del lisado de las muestras almacenadas a menos 80°C; incluyendo
técnicas de Western Blot para CK19 para demostrar la presencia de la misma en
la muestra, repeticion de la técnica OSNA para probar posibles fallos técnicos, 6

RT-PCR cuantitativa después de la extraccién total de ARNm.

Los casos discordantes que por su determinacion por Western Blot o resultados
cuantitativos RT-PCR fueron concordantes con el resultado de la técnica OSNA
inicial (ya sea tanto ambos negativos o ambos positivos) fueron interpretados
como probablemente debidos a sesgo de asignacion de tejido (tissue allocation
bias, TAB), y se excluyeron del analisis estadistico. Las discordancias debidas a
interpretaciones erroneas del estudio histopatologico 6 las derivadas a errores en

el muestreo no fueron excluidas.

La tasa de concordancia global entre la histologia y la técnica OSNA, evaluada
mediante estudio alternado de secciones multiples del ganglio linfatico, es mayor
del 96%.1'°? De los resultados discrepantes, el 40% ha sido atribuido a TAB, sin
embargo, muestreos extras en ganglios de escaso volumen no permiten descartar
que sea aun mayor. De hecho, varios de los resultados discordantes evidenciaron
metastasis de muy bajo volumen ganglionar, ya sea por histologia (pequefias
micrometastasis O resultados negativos evidenciados por IHQ como células
tumorales aisladas); 6 por técnica OSNA (resultados de CK19 con copias
cercanas al punto de corte de positividad de 250 copias/pl) (tabla 1).

Si se excluye el estudio de Tamaki et al.,® donde no se discriminan
cuantitativamente los casos de OSNA positivos si son micrometastasis o
macrometastasis, se evidencia que de los 203 resultados discordantes iniciales
142 (el 70%) eran micrometastasis por histologia (41) u OSNA + por técnica
OSNA (101), en la mayoria interpretados como TAB (87) lo que explica que la
técnica OSNA puede detectar compromiso ganglionar de menor volumen que la
técnica histologica.
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Ta[l?(l)% I: Resultados de las diferentes series de validacion de la técnica OSNA. Modificado a partir de Cserni et
al.

Tsujimoto® 323 | 2 43 276 2 2 956 | 99.3 [ 988|956 | 993 | 4,4 0,7
Visser® 339 7 61 267 3 8 953 | 97,1 | 96,8 | 884 | 989 | 4,7 1,1
Schem™®! 330 | 13 104 211 0 15 100 | 93,4 | 955 | 87,4 | 100 0 0,7
Tamaki #1°9 124 0 19 101 1 3 95 971 | 96,8 | 86,4 | 99,3 5 1,1
Tamaki #2°° 440 | 10 70 348 2 20 972 | 946 | 955|778 | 994 | 2,8 0,6
Snook®”! 395 | 17 66 313 6 10 91,7 | 96,9 | 959 | 86,8 | 98,1 8,3 1,9
Feldman®® 1025 | 19 107 868 30 20 781 | 97,7 | 951 | 84,3 | 96,7 | 21,9 3,3
Bernet!'® 174 7 33 138 1 2 971 | 986 | 98,3943 [993 | 2,9 0,7
IéeeE;%r‘)%_ 481 | 22 | 51 413 5 12 | 911 | 972 [ 965 81 | 988 | 89 1,2
Total 3631 | 97 554 2935 50 92 91,7 97 | 96,1858 983 | 83 1,7

n = representan muestras de ganglios linfaticos.

+ = positivos (incluyendo micrometastasis / macrometdastasis para histologia y + / + + resultados de OSNA).

- = negativos (incluyendo los casos negativos por histologia y por OSNA con < 250 copias, incluyendo las células

tumorales aisladas).

SENS = sensibilidad en %.

ESPEC = especificidad en %.

ACC = accuracy, precision (tasa de concordancia de las dos pruebas).

VPP = valor predictivo positivo en %.

VPN = valor predictivo negativo en %.

TFN = tasa de falsos negativos (falsos negativos / todos positivos) en %.

FRR = false reassurance rate (falsos negativos / todas las pruebas negativas) en %.

HIST = estudio por histologia.

TAB = sesgo de asignacion del tejido (muestras que se excluyeron del analisis).
La tasa de falsos negativos de la técnica OSNA en comparacion con la histologia
convencional se encuentra dentro del limite generalmente tolerado del 10% (del
8,3% en la recopilacion de los estudios de validacion), con un valor predictivo
negativo alto del 98,3% y con una tasa de falsa tranquilidad (False-reassurance
rate) aun mas baja del 1,7% (tabla 1). Es decir, que ante una prueba negativa de
la técnica OSNA, la probabilidad de que esta no sea cierta es del 1,7%. Por otro
lado, el resultado negativo de la técnica OSNA podria ser un falso negativo en
aquellos raros casos en los que el tumor mamario primario no exprese la CK19.
Esta demostrado que el 98,2% de los canceres de mama independientemente del
tipo histoldgico expresan la CK19 evidenciada mediante técnicas de IHQ!"% |o
que sugiere confirmar dicha positividad en el material de la biopsia preoperatoria
de los pacientes a los cuales se apligue esta técnica de diagndstico

intraoperatorio para descartar este raro fenotipo.
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En cuanto a los resultados de falsos positivos, la técnica OSNA evidencié que
2,5% de los pacientes presentaban resultado positivo sin afectacion ganglionar
demostrable en la histologia después de descartar los casos discordantes
atribuibles a TAB. Esta proporcion de tasa de falsos positivos es razonablemente
baja. La mayoria de los casos, el 75%, pertenecian a resultados positivos de bajo
volumen (OSNA +) que potencialmente puede no ser evidenciado por histologia o
estar representados solo como CTA. Otras causas mas raras aun de falsos
positivos pueden ser las inclusiones ganglionares de células epiteliales benignas.
La mayoria de ellas son pequefas, alrededor del tamafio, volumen o numero de
células de las CTA y lo mas probable es no ser detectados por OSNA, y si las
detecta, ésta seria en niveles de CK19 inferiores al limite de corte para un
resultado positivo de la técnica OSNA.!'%!

A partir de estos estudios que demuestran que la técnica OSNA es mas sensible y
casi tan especifica como el estudio histopatolégico convencional, varios centros
distribuidos en todo el mundo han adoptado esta técnica dentro de la practica
clinica habitual.®”: 193 1071101 A diferencia de las técnicas de muestreo para los
estudios de validacion, algunos centros realizan una seccion central del ganglio
de 1 mm para estudio histolégico y el resto del ganglio entero lo destinan a la
técnica OSNA lo que permite tener la mayor cantidad de tejido para la técnica
mas sensible, dejando una representacién del mismo para una evaluacion
morfolégica basica y minima de las metastasis mas grandes y los cambios no
metastasicos en el ganglio linfatico."'” Otros centros realizan una impronta
citoldgica antes de la homogeneizacién completa del ganglio.l'®® La tasa de
deteccion de GC positivos de la técnica OSNA publicada fuera de los estudios de
validacion esta entre el 14,7% (excluyendo las CTA),!"% 21,3%,1"%81 22 89, '] y
el 29,1%.1""% Por otro lado, si bien la frecuencia de resultados del GC negativos
en series comparativas de poblaciones pareadas estudiadas mediante estudio
histologico convencional 6 técnica OSNA ha sido similar se detectan mas casos
de micrometastasis mediante la técnica OSNA (18% vs 8%) y menos
macrometastasis (11% vs 20%) que en la histologia, diferencias no
estadisticamente significativas con IC de 95% que se superponen.

31



INTRODUCCION

La frecuencia de afectaciéon de ganglios no centinela en la LA complementaria
después de GC positivos evaluados mediante la técnica OSNA es similar a la
publicada en los estudios realizados mediante histologia convencional. Si bien los
datos son de series pequefias, en el estudio de Khaddage et al.'®® |a frecuencia
era del 54% después de OSNA ++ y del 10% después de OSNA +. Resultados
similares publico el grupo de Turin, el 42% y el 22% de las pacientes presentaban
otros ganglios no centinela afectos después de una macrometastasis 0
micrometastasis por OSNA, respectivamente.!''%

Se ha descrito que la técnica OSNA puede sufrir inhibicidn del proceso; situacion
en la que es imposible la cuantificacion de las metastasis debido a una
interferencia de la reacciébn molecular por lo que no puede categorizarse si se
trata de OSNA + u OSNA ++. Los mecanismos de interferencia que generan la
inhibicion son desconocidos. En el estudio multicéntrico realizado en el Reino
Unido se describe un fallo de la técnica de deteccion del sistema OSNA del
1,4% .1 En estos casos, al haber realizado la homogeinizacién completa del
ganglio para el estudio molecular no se dispone de material para estudio
histologico y para definir el tamafio de la metastasis. En la actualidad, la unica
solucién para esta eventualidad consiste en cuantificar la metastasis con
inhibicion utilizando otras técnicas moleculares, después de la extraccion y
purificacion de ARNm, para eliminar las interferencias. Esta situacion, si bien es
rara, debe ser tenida en cuenta y debe tener un protocolo de accién para poder
resolverla. Los casos que no pueden ser clasificados como macrometastasis o
micrometastasis debido a inhibicion del proceso deben ser excluidos de la

linfadenectomia axilar inmediata.

En resumen, la técnica OSNA en cancer de mama ofrece:
* Un analisis estandarizado de las metastasis en los ganglios linfaticos.
* Tiempos cortos de analisis que permiten su utilizacion intraoperatoria.
* Evaluacion completa de todo el tejido ganglionar.
* Analisis exacto y reproducible del ganglio linfatico.
* Funcionamiento automatizado incluso para usuarios sin conocimientos de

biologia molecular.
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1.7 Prediccién de afectacion axilar después de un GC positivo

La probabilidad de encontrar un GC afecto en pacientes con estadios precoces
sin evidencia clinica de enfermedad ganglionar es del 20% al 30%.!""" 1'% Es mas,
la incorporacion en la ultima década de la puncion por aspiracién con aguja fina
de ganglios regionales sospechosos por ecografia ha reducido la tasa de ganglios
centinela positivos del 26 al 15%, mejorado la seleccién de pacientes para la
BSGC.l"?

El alto valor predictivo negativo de la biopsia selectiva del GC, al no realizarse la
linfadenectomia axilar complementaria, permite que la morbilidad asociada a la
misma pueda ser evitada con seguridad oncolégica demostrada.®® Una vez
aceptado que cuando el GC es negativo no es necesaria una LA, la cuestion
reside en si las pacientes con afectacion del GC se benefician de una LA. Esta
demostrado que en el 60 - 70% de las veces el GC es el unico ganglio positivo en
la axila.*® 'l Por tanto, en este grupo de pacientes la LA sélo aportaria

morbilidad sin tener beneficio terapéutico.

La distribucion de la enfermedad metastasica axilar (ganglio centinela frente a los
ganglios no centinela) parece ser un determinante importante del prondstico de
las pacientes independientemente del numero de ganglios linfaticos afectados en
total. Hay evidencia de que el numero de ganglios linfaticos regionales que
participan en la enfermedad metastasica no afectan significativamente el
prondstico, si toda esta carga tumoral metastasica se limita a los ganglios

centinela."'¥

La incidencia de afectacion tumoral de ganglios linfaticos axilares no centinela
cuando el GC es positivo varia entre 40-60%."'"®! Dada la variabilidad en la
frecuencia de enfermedad axilar adicional, se han realizado multiples estudios
para identificar las variables clinico-patolégicas predictivas de la afectacion
metastasica de los ganglios linfaticos no centinela en un intento de seleccionar a
aquellos pacientes que se beneficiarian de la realizacion de una LA

complementaria. Estos estudios han demostrado que diferentes caracteristicas

33



INTRODUCCION

patoldgicas del tumor primario y del GC se asociarian con una mayor probabilidad

de presentar otros ganglios no centinela afectos.

Un estudio multicéntrico holandés realizado en mas de 500 pacientes con cancer
de mama con GC positivo identificd tres factores predictivos de metastasis de
ganglios no centinela: el tamafio de la metastasis del GC, el tamafio del tumor
primario, y la invasién linfovascular.'" En este sentido, en el meta-analisis de
van la Parra et al.l'"® sobre los factores predictivos de no afectacion metastasica
de ganglios no centinela en pacientes con cancer de mama con GC positivo se
identificaron ocho factores predictivos: el método de deteccion anatomopatoldgico
(H&E), el tamafio de la metastasis del GC > 2 mm, la extension extracapsular del
GC, mas de 1 GC positivo, un GC negativo aparte del GC positivo, la proporcidon
de GC positivo > 50% de los GC resecados, el tamafio del tumor > 2 cm, y la

invasion linfovascular en el tumor primario.

Otros grupos han desarrollado modelos matematicos o nomogramas para
predecir el estado de los ganglios linfaticos no centinela en pacientes que
presenten GC afectos. Los defensores de estos modelos sugieren que la LA
complementaria sélo seria util en aquellos pacientes que presentan mayor
probabilidad de tener enfermedad ganglionar adicional. El modelo mas utilizado
es el nomograma desarrollado por Van Zee et al.l'"! en el Memorial Sloan-
Kettering Cancer Center de New York. Por otro lado, el nomograma del MD
Anderson de Houston (Texas) ha incorporado el tamarfio de la metastasis del GC
después de demostrar que actua como predictor independiente de afectacion de

ganglios no centinela."®!

Todos estos estudios en los que se incluye el tamafo de la metastasis del GC
estan basados en el diametro maximo de la metastasis diferenciados en células
tumorales aisladas, micrometastasis 6 macrometastasis.”® Sin embargo tanto
estos como otras publicaciones al respecto,!''® "% realizan el estudio del GC con
diferentes protocolos de anatomia patologica, en los cuales las secciones

ganglionares se realizan a diferentes distancias con la inclusion o no de técnicas
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de IHQ, lo que hace que la reproducibilidad y aplicabilidad de los mismos sea

discutible.

Contrariamente a lo que se pensaba, las recidivas en los pacientes con GC
positivo que no se someten a una LA complementaria no son altas. Naik et al.['*”!
ha tratado de identificar la tasa de recidiva axilar en un grupo de 4.008 pacientes
con cancer mama tras ser estudiados mediante la técnica del GC. En el analisis
por subgrupos de los pacientes que tuvieron GC positivo y que no se realizé la LA
complementaria, 3 de 210 (1,2%) presentaron recidivas axilares que se
produjeron entre 11 y 46 meses después del diagnostico. En este estudio no se
reportd el tamano de la metastasis del GC pero puede haber variado ampliamente
debido a que el método de deteccién vario entre técnicas de IHQ hasta cortes por
congelacion y secciones multiples tefiidas con H&E. En el estudio de Hwang et
al.'?" realizado en 196 pacientes con GC positivo que no se sometieron a LA
basado en el criterio médico 6 la preferencia del paciente no se registraron
recidivas axilares con una mediana de seguimiento de 29,5 meses. Solo un
paciente tuvo una recidiva ganglionar supraclavicular y tres desarrollaron
metastasis a distancia con una mediana de tiempo hasta la recurrencia de 32
meses. La evaluacion patoléogica de los GC dentro de este estudio ha
evolucionado en el tiempo con los cambios en la tecnologia donde el 36% de las
metastasis del GC fueron detectadas solo por IHQ y el 64% mediante tincién con
H&E. La cantidad de enfermedad metastasica en el GC era pequefia con un

tamano medio del depdsito tumoral en el GC de 1 mm (rango 0,1 a 12,9 mm).

El efecto beneficioso de la terapia sistémica en el control local plantea la
posibilidad de que la extensién de la cirugia axilar, con su morbilidad asociada,
podria reducirse en pacientes que reciben terapia sistémica. Esta fue la hipotesis
planteada por el American College of Surgeons Oncology Group (ACOSOG) en el
estudio Z0011, donde pacientes con estadio clinico T1 y T2, con ganglios
clinicamente negativos y tratadas con cirugia conservadora de la mama asociada
a radioterapia mamaria que tenian metastasis en menos de 3 ganglios centinela
fueron randomizadas para completar la diseccion axilar 6 no recibir mas

tratamiento en la axila. Tras una media de seguimiento de 6,3 afos, no hubo
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diferencia entre ambos grupos en la tasa de recidiva locorregional, la

supervivencia libre de enfermedad o la supervivencia global.'?% 123!

Estos hallazgos han cambiado parcialmente la practica clinica habitual, sin
embargo, los resultados podrian no ser extrapolables a todas las pacientes con
estadios precoces y tratamiento conservador incluidas en el ACOSOG Z0011
dado que es un subgrupo particular de bajo riesgo. Por otro lado, en este estudio
estan representadas insuficientemente las pacientes jovenes, el carcinoma
lobulillar infiltrante 6 los tumores con receptores estrogénicos negativos por lo que
en estos subgrupos de pacientes deberia hacerse un analisis individualizado del

riesgo de afectacion axilar extra.

1.8 Incorporacion de la expresién génica del tumor primario en la

cirugia

En el afio 2000, Perou et al.l'* caracterizaron los patrones de expresién de los
genes en 65 tumores de mama utilizando microarrays de ADN mediante la
utilizacién de analisis de expresion génica. De esta forma los tumores se pueden
clasificar en cuatro grandes subtipos (basal-like, HER2-enriquecido, normal-like y
luminales) determinados por las diferencias que abundan en sus patrones de
expresion génica. Este y otros experimentos confirmaron que el cancer de mama
no es una sola enfermedad con caracteristicas morfolégicas variables, sino mas
bien un grupo de trastornos neoplasicos molecularmente distintos con
comportamiento bioldgico intrinseco de los cuales puede influir en la historia

natural y, en consecuencia, la decision clinica.

En la actualidad, la biologia del tumor establecida por las caracteristicas
tumorales y moleculares se utiliza para determinar el pronéstico y la necesidad de
terapia sistémica adyuvante tanto para pacientes con ganglios linfaticos positivos
como con ganglios linfaticos negativos. Por otro lado, no esta demostrado que
exista una correlacion entre los perfiles génicos del tumor y la toma de decisiones

acerca del tipo de cirugia en cancer de mama.['*®
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1.9 Concepto de la carga tumoral

Alejandose de conceptos dicotobmicos como “ganglios positivos 6 ganglios
negativos” podria definirse el compromiso de los ganglios regionales a partir de
una variable semicuantitativa continua como la carga tumoral ganglionar, que va
desde una sola célula a voluminosas metastasis palpables. Estda demostrado que
el prondstico y la supervivencia de los pacientes es un continuo con la carga
tumoral ganglionar cuando todos los demas factores bioldgicos intrinsecos son
iguales.® "%l Harris et al.'*”! demostraron que en pacientes con 1 a 3 ganglios
linfaticos positivos sometidos a mastectomia sin radioterapia las metastasis
ganglionares mayores de 5 mm se asociaron a recidiva regional después de la
mastectomia. El tamafo de la metastasis ganglionar, o su carga tumoral, puede
ser util para identificar pacientes de alto riesgo que podrian beneficiarse de

radioterapia después de la mastectomia.

Por tanto, hay una variable que es un factor independiente en la afectacion axilar
cuando hay un GC positivo y este factor es el tamafio de las metastasis en el GC.
De esta forma, la determinacion de la carga tumoral en los GC, bien por técnicas
patolégicas convencionales o bien por técnicas moleculares, resulta un factor
decisivo e independiente en el prondstico de los pacientes y los proximos estudios
estaran determinados a poder identificar cual es la carga tumoral de los GC que

mejor puede predecir la afectacion axilar en los pacientes con cancer de mama.
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2.1 Hipotesis

Esta demostrado que cuando el ganglio centinela es negativo es representativo
del estado de los ganglios linfaticos no centinela con un valor predictivo negativo
cercano al 100%. Esto permite evitar la realizacion de una linfadenectomia
complementaria en este grupo de pacientes, sin modificar la tasa de recidiva

locorregional ni la supervivencia global.

En la actualidad, gracias a la evidencia de ensayos clinicos randomizados, en
pacientes con cancer de mama cT1-2 cNO, con tratamiento conservador de
mama, radioterapia y tratamiento sistémico se ha demostrado que se puede evitar
la LA cuando el GC es positivo sin aumentar el riesgo de recidiva locorregional ni

empeorar la tasa de supervivencia.

Se han descrito diferentes parametros clinico-patoldgicos y marcadores bioldgicos
de prediccion de metastasis en los ganglios no centinela de pacientes con

ganglios centinela positivos con cancer de mama.

La incorporacion de métodos moleculares mediante la utilizacion de la técnica
OSNA para el estudio de los GC en pacientes con cancer de mama permite una
evaluacion completa, rapida, objetiva y estandarizada de los mismos. Mediante
esta técnica se obtiene un resultado cuantitativo el cual informa, mediante unos
limites de corte preestablecidos, la ausencia de metastasis en los ganglios, 0 la

presencia de micrometastasis o macrometastasis.

La hipétesis de trabajo es determinar cual es el valor de carga tumoral total del
ganglio centinela evaluado por la técnica OSNA que predice la ausencia de
metastasis en los ganglios axilares no centinela; lo que permitiria no realizar una

diseccion axilar complementaria en casos de ganglio centinela positivo.

Por otra parte, establecer un punto de corte de la carga tumoral total del ganglio
centinela positivo obtenida mediante la técnica OSNA que permita predecir, con

una alta especificidad, el estado de los ganglios no centinela.
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Ademas, si se demuestra también una implicacion prondstica, podria

transformarse en una técnica molecular que permita cambiar el TNM de las

pacientes.

2.2 Obijetivos

1. Validar la técnica OSNA en los pacientes con cancer de mama

1.1

1.2

1.3

Hacer un estudio comparativo de dos poblaciones analizando
el GC con técnicas convencionales y con técnicas
moleculares (OSNA). Para ello se analizaran las
caracteristicas de las pacientes y de los tumores.

Comparar las caracteristicas generales de la técnica OSNA
de cada ganglio centinela en tanto al resultado negativo,
micrometastasis o macrometastasis.

Evaluar la tasa de deteccion de metastasis de los ganglios
centinela mediante la técnica OSNA comparada con la técnica

convencional.

2. Estudiar si la carga tumoral total de metastasis de ganglio centinela de

pacientes con cancer de mama expresada en el numero de copias de

ARNmM de la citoqueratina 19 obtenida mediante la técnica OSNA tiene

valor predictivo de la ausencia de metastasis del resto de los ganglios

axilares.
21.

2.2.

Examinar las caracteristicas generales de las pacientes.
Estudiar las caracteristicas generales de los tumores en tanto
al tamano del tumor, a su tipo histologico, al grado
histolégico, la presencia de receptores hormonales, la
sobreexpresion de Her2/neu, la presencia de invasion
linfovascular y el indice de proliferacion tumoral expresado
mediante el Ki67.

Hacer un estudio univariado y multivariado con las diferentes

variables que predicen la afectacion del GC.
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Comprobar si la carga tumoral total obtenida de la técnica OSNA se
comporta como variable independiente comparada con todas las otras
variables previamente mencionadas de prediccion de ganglios no

centinela afectos.
Definir cual es el limite de corte de carga tumoral total que presente

una especificidad con un valor predictivo negativo de utilidad clinica de
prediccidn de ganglios no centinela afectos.
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3.1 Tipo de estudio

Se trata de un estudio de cohortes transversal que comprende dos fases. La
primera fase consiste en un estudio de cohortes retrospectivo de validacion de la
técnica OSNA comparandola con la técnica convencional (gold standard). La
segunda fase consiste en un estudio prospectivo donde se evalua la utilidad
clinica de la carga tumoral total obtenida mediante la técnica OSNA. Los datos se
obtuvieron de la Unidad de Patologia Mamaria, Centro de Cancer de Mama del
Hospital Universitario Vall d’Hebron de Barcelona y la Unidad de Patologia
Mamaria del Hospital Universitario Clinico de Salamanca.

En la primera fase se evaluaron las pacientes tratadas en forma consecutiva,
entre abril y diciembre de 2010, que presentaban cancer de mama en estadio
clinico cT1-3, con estadio clinico ganglionar negativo (cNO), confirmado por
ecografia axilar, en las cuales se utiliz6 de forma exclusiva la técnica OSNA para
la evaluacion intraoperatoria anatomopatoldgica del ganglio centinela (cohorte de
casos). Este grupo de pacientes se compard con una cohorte control, compuesta
por pacientes tratadas los seis meses previos a la cohorte de casos, pareada con
el mismo estadio clinico y criterios de exclusion, en las cuales se utilizo la técnica
convencional para el estudio intraoperatorio anatomopatoldgico del ganglio

centinela.

En la segunda fase se estudio las pacientes tratadas en forma consecutiva, entre
abril de 2010 y junio de 2011, que presentaban cancer de mama en estadio
clinico cT1-3 con estadio clinico ganglionar negativo (cNO), confirmado por
ecografia axilar, en las cuales se utilizé de forma exclusiva la técnica OSNA para
la evaluacion intraoperatoria anatomopatoldgica del ganglio centinela.

En esta segunda fase se analizé la carga tumoral de los GC mediante la técnica

OSNA y se determiné el punto de corte de la carga tumoral en la prediccién de la
afectacion del resto de los ganglios axilares.
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3.2

Primera Fase (F1)

3.2.1 Criterios de inclusion F1

En la primera fase del estudio se incluyeron pacientes con cancer de mama

invasivo con los siguientes criterios:

CK19 positiva en la biopsia preoperatoria del tumor.

Estadio clinico tumoral determinado por examen fisico o por imagenes (ya
sea mamografia, ecografia mamaria o resonancia magnética mamaria)
como cT1 acT3.

Estadio clinico ganglionar cNO determinado por examen fisico (la ausencia
de adenopatias palpables sospechosas en territorios ganglionares axilares,
supraclaviculares e infraclaviculares); confirmado mediante estudio
ecografico preoperatorio. También se incluyeron como cNO las pacientes
con examen clinico ganglionar negativo que presentaban ecografia axilar
sospechosa preoperatoria, en las cuales la puncidn con aspiracion con aguja
fina (PAAF) del ganglio sospechoso fue negativa.

Evaluacion intraoperatoria del ganglio centinela.

Ausencia de metastasis a distancia MO.

La clasificacion TNM se obtuvo de la AJCC®® en su ultima edicion.

3.2.2 Criterios de exclusion F1

Los criterios de exclusion fueron los siguientes:

Pacientes en las que presentaban CK19 negativa en la biopsia preoperatoria
del tumor mamario.

Diagnastico preoperatorio de carcinoma ducal in-situ exclusivo en la biopsia
preoperatoria.

Pacientes tratadas con quimioterapia neoadyuvante.

Pacientes con recidiva de cancer de mama ipsilateral.
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3.2.3 Técnica de biopsia selectiva del ganglio centinela

El dia antes de la cirugia se inyectd a nivel subareolar 1,5 mCi/ml de radiocoloide
Tecnecio99. Después de la inyeccion se espero aproximadamente una hora, con
el objetivo de dar tiempo a la migracion del radiotrazador a los ganglios centinela.
Posteriormente, se realiz6 una linfogammagrafia para evaluar el drenaje axilar del
marcador e identificar el drenaje axilar 6 drenajes extra axilares del trazador que
determinasen, tanto en cantidad como su localizacion y relacion con estructuras
anatomicas, los ganglios centinela posibles presentes. Para la interpretacion de
las imagenes se utilizd por parte del Servicio de Medicina Nuclear tanto las
imagenes planares como las obtenidas mediante el estudio SPECT-TAC.

Procedimiento quirurgico:

La técnica empleada ya fue descrita por nuestro grupo previamente.''?® En el
momento de la cirugia antes de la incision cutanea se utiliz6 una sonda gamma
(Europrobe3®, Eurorad, Strasbourg, Francia) detectora de rayos gamma para
identificar los puntos calientes que representan la ubicacion del ganglio centinela
a nivel axilar (6 a nivel extra axilar si en el estudio mediante la linfogammagrafia
preoperatoria asi lo ponia en evidencia). Un punto caliente se define como un
area de radiactividad independiente del sitio de la inyeccién del marcador
radiactivo.

Después de la colocacién de los campos quirurgicos se detecta mediante la
sonda gamma la zona de mayor radiactividad percutanea a fin de orientar la
incisién cutanea. Tras realizar la incision cutanea en la axila se procede a la
apertura de la fascia axilar y a la busqueda del sitio de mayor radiactividad dentro
de la axila mediante la sonda gamma con la finalidad de dirigir la diseccion del
tejido graso-linfatico. Se realiza la exéresis de todos los ganglios que presentan
una radiactividad superior al 10% del ganglio de mayor actividad. En los casos en
los que se extirparon mas de un ganglio, estos fueron separados uno de otros y
enviados por separado en fresco a anatomia patologica para su estudio
intraoperatorio. Posteriormente se realiz6 una minuciosa comprobacion de la

ausencia de cualquier foco de radiactividad residual en el lecho operatorio (mayor
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al 10% del ganglio centinela con mayor actividad en ex-vivo), como asi también
de la presencia de adenopatias macroscopicamente sospechosas (redondas,
duras y aumentadas de tamafo) mediante palpacion. Ante ganglios que a la
palpacion intraoperatoria sean sospechosos de metastasis sin actividad
radiactiva, se extraen y se estudian de forma intraoperatoria como ganglios

centinela palpables.

Posteriormente se realiza el tratamiento planeado de la mama, ya sea mediante

tumorectomia o mastectomia.

Si la evaluacidn intraoperatoria del ganglio centinela demuestra la presencia de
micrometastasis o0 macrometastasis en el mismo se procede a la linfadenectomia
axilar del nivel | y Il de Berg. En las pacientes en las que el estudio del ganglio
centinela mediante la técnica OSNA fue positivo, la LA complementaria se llevd
acabo durante el mismo acto quirurgico, mientras que en aquellas pacientes en
las cuales el estudio intraoperatorio del ganglio centinela fue negativo mediante la
técnica convencional, pero demostraba metastasis en el estudio patoldgico

diferido, la LA se realizé en una segunda intervencién quirurgica.

3.2.4 Estudio anatomopatolégico de los ganglios centinela y axilares

Evaluacion del ganglio centinela mediante la técnica convencional

En el laboratorio de anatomia patologica la evaluacion intraoperatoria del ganglio
centinela se realiz6 mediante la combinacion de impronta citolégica y estudio por
congelacion de secciones seriadas a la que denominaremos en adelante como
“técnica convencional (TConv)”. El procedimiento consiste en la seccion de cada
ganglio a nivel central para la realizacion de una impronta citolégica; y secciones
seriadas aproximadas cada 2 mm para la congelacién de una de las caras y su
tincion con la técnica de H&E; ambas evaluaciones realizadas por el patélogo. El
resultado se obtiene al cabo de 25-30 minutos y es informado por el patdlogo

durante la intervencion quirurgica tanto la cantidad de ganglios estudiados como
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el resultado de cada uno de ellos como negativo 6 positivos (la presencia de

micrometastasis 6 macrometastasis).

De forma diferida se realiz6 el estudio completo de los ganglios centinela
mediante seccion del material remanente cada 100-150 um y su posterior tincion
con la técnica H&E. Si el resultado demostré la ausencia de compromiso
metastasico de los ganglios, se realizé en forma complementaria estudio IHQ. El
resultado del estudio definitivo del ganglio centinela fue informado por el patdlogo
tanto la cantidad de ganglios estudiados como el resultado de cada uno de ellos
como negativo, O la presencia de micrometastasis 6 macrometastasis; resultado

que podia coincidir o discrepar con el resultado del estudio intraoperatorio.

Evaluacion del ganglio centinela mediante la técnica OSNA

Se realizé en el laboratorio de anatomia patologica. El procesamiento de la
muestra fue llevado acabo por el patdlogo asistido por un técnico manteniendo en
todo momento las medidas de asepsia para evitar contaminacion de la muestra
con ARN. Cada ganglio se procesé de manera independiente. El procedimiento
inicial consistidé en la reseccion de la grasa periganglionar la cual se procesé en
diferido en forma independiente si el resultado del estudio ganglionar demostro
compromiso metastasico con el objetivo de determinar la presencia de invasion

extracapsular.

A continuacion se procedié a homogeneizar en un reactivo especial de forma
completa, todo el ganglio 6 los ganglios linfaticos extraidos, y la fase liquida
resultante se introdujo en la maquina RD-100i que realiza el estudio totalmente
automatizado, mediante pipeteo, amplificacion y deteccidon de ARNm de la CK19.
El tiempo total necesario desde el inicio de la preparacién del ganglio linfatico
hasta la obtencién de los resultados fue de aproximadamente 30 minutos para un
ganglio linfatico y 40 minutos para 4 ganglios linfaticos.

Los ganglios linfaticos que superaron el peso maximo especificado de 600 ug
fueron cortados en dos o mas piezas y se procesaron como ganglios
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independientes. Hasta cuatro ganglios linfaticos se analizaron en una sola tanda
de la RD-100i.

El dispositivo fue calibrado para distinguir como positivas para tumor metastasico
las muestras que contenian = de 250 copias/uL de ARNm de CK19. Los
resultados se visualizaban en tres categorias diferentes (-), (+) y (++), en relacion
directa con el numero de copias de ARNm CK19 expresado en copias por uL. Los
valores de corte, la calibracion del sistema, y el calculo del nivel de ARNm de la
CK19 de la muestra fue determinado por la RD-100i mediante un sistema de
control de resultados positivos y negativos para determinar si habia problemas de

contaminacion.

Segun el numero de copias/pL de ARNm de la CK19 calculado por la RD-100i, de
acuerdo al nivel de corte determinado por Tsujimoto et al.®! en el estudio clinico
de desarrollo de la técnica, el resultado intraoperatorio informado por el patélogo
fue la cantidad de ganglios estudiados y el resultado de cada uno de ellos como:

* negativo (<2,5x10? copias/uL)

* micrometastasis (2,5x10? a 5x10° copias/pL)

 macrometastasis (>5x10> copias/pL).

El resultado informado por el patologo en el estudio intraoperatorio mediante la
técnica OSNA era el resultado definitivo del estudio del ganglio centinela.

Estudio histolégico de la linfadenectomia axilar

Todos los ganglios linfaticos obtenidos en la linfadenectomia se seccionaron por
la mitad a lo largo del eje mayor después de su fijacion en formaldehido. Una vez
procesados, una de las superficies de corte se examind mediante la técnica de
H&E. No se realizaron técnicas de IHQ para la evaluacion de los ganglios
linfaticos axilares no centinela. El total de ganglios linfaticos examinados,
centinela y no centinela se clasificaron segun el TNM de la ultima version de la
AJcc .k
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3.2.5 Estudio anatomopatolégico del tumor de mama

El estudio histolégico del tumor primario de la mama se realizd6 con la pieza

operatoria enviada en fresco al Servicio de Anatomia Patoldgica.

El tamafio tumoral patologico se determind midiendo el tumor macroscopico en la
pieza operatoria expresado en milimetros. A partir del mismo se informé el

tamafio tumoral patolégico segun la clasificacion actual de la AJCC.1*®!

El tipo histologico de los tumores fue determinado siguiendo la clasificacion actual
del cancer invasivo de mama definido por la Organizacién Mundial de la Salud.!'*!
Para simplificar el estudio estadistico se realizé una agrupacion de los diferentes
tipos histologicos en tres categorias: carcinoma ductal infiltrante, carcinoma

lobulillar infiltrante, y otros, que incluyen todos los otros tipos histoldgicos.

El grado histolégico de los tumores se realizo siguiendo las recomendaciones del
sistema de clasificacién Scarff-Bloom-Richardson,*® determinando el grado uno,

el grados dos y el grado tres.

Los otros parametros estudiados en el tumor primario fueron los receptores de
estrogeno (RE), los receptores de progesterona (RP) y la sobreexpresion de
Her2/neu siguiendo las definiciones recomendadas por la Asociacidon Americana
de Oncologia Clinica y el Colegio Americano de Patélogos.*" Se consideré como
receptores positivos la presencia de mas del 1% de células tefidas en el estudio
IHQ y como Her2 positivo la presencia de 3+ en el estudio IHQ ¢ la positividad de
la técnica FISH en los casos con estudio inmunohistoquimico 2+. El indice de
proliferacion Ki67 fue estudiado siguiendo las recomendaciones internacionales
actuales!"*? considerando como un valor alto cuando el Ki67 en el nticleo tumoral

fue mayor de 15%.
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3.3 Segunda Fase (F2)

3.3.1 Criterios de inclusion F2

En la segunda fase del estudio se incluyeron pacientes con cancer de mama
invasivo que cumpliesen con los mismos criterios de inclusion de la primera fase,
es decir pacientes con estadio clinico cT1-cT3 cNO cMO en las cuales:
+ La evaluacion intraoperatoria del ganglio centinela se realizé mediante la
técnica OSNA exclusivamente.
+ Se realiz6é una LA complementaria después de la obtencion de un resultado
positivo del ganglio centinela (macro o micrometastasis).

3.3.2 Criterios de exclusion F2

Los criterios de exclusion fueron los mismo que en la primera fase.

3.3.3 Técnica de biopsia selectiva del ganglio centinela

La técnica de biopsia selectiva del ganglio centinela, tanto el protocolo de
inyeccion e interpretacion de imagenes del radiotrazador, como el procedimiento

quirurgico de reseccion del GC fueron idénticas a la primera fase.

3.3.4 Estudio mediante OSNA de los ganglios centinela

El estudio del ganglio centinela durante la segunda fase se realiz6 en forma
exclusiva mediante la técnica OSNA descripta para la primera fase. El resultado
intraoperatorio informado por el patologo fue la cantidad de ganglios estudiados y

el resultado de cada uno de ellos como negativo, micrometastasis o
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macrometastasis en funcion de los puntos de corte de la CK19 descritos para la

primera fase; siendo este el resultado definitivo del estudio del ganglio centinela.

3.3.5 Estudio histolégico de la linfadenectomia axilar

Todos los ganglios linfaticos obtenidos en la LA se seccionaron por la mitad a lo
largo del eje mayor después de su fijacion en formaldehido. Se sigui6é el mismo
procedimiento de la primera fase.

3.3.6 Estudio anatomopatolégico del tumor de mama

El estudio histologico del tumor primario de la mama se realizé siguiendo las

mismas directrices de la primera fase.

3.3.7 Calculo de la carga tumoral total

A partir de la técnica OSNA se obtuvo el resultado de cada uno de los ganglios
centinela considerados positivos independiente de si eran micrometastasis o
macrometastasis expresada en copias/uL. La carga tumoral total (Total Tumoral
Load - TTL) fue definida como la suma de dichos resultados. Por lo cual la TTL
representa la carga tumoral presente en los GC metastasicos en su totalidad

expresada como una unica variable en copias/jL.

3.3.8 Clasificacion de subtipos moleculares intrinsecos

La clasificacion de los subtipos moleculares intrinsecos se realizd siguiendo las
recomendaciones de las publicaciones de Perou et al.,*" Prats et all®® y
Cheang et al.!"*! teniendo en cuenta el estado de los receptores hormonales, la
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sobreexpresion de Her2/neu y el indice de proliferacion Ki67. De esta manera se
determinaron los subtipos moleculares: Luminal A: receptores de estrégeno y
progesterona positivos, no sobreexpresion de Her2/neu y el Ki67 igual o menor
del 15%; Luminal B: los receptores de estrégeno y progesterona positivos, no
sobreexpresion de Her2/neu y el Ki67 > 15%; subtipo Her2: sobreexpresion de
Her2/neu independientemente del estado de los receptores y el Ki67; y el subtipo
triple negativo: receptores hormonales negativos y no sobreexpresion del
Her2/neu.

3.4 Analisis estadistico

La recogida de datos se realiz6 mediante una base datos conjunta en Microsoft
Excel para Windows en forma retrospectiva en la primera fase y prospectiva
durante la segunda fase. Los datos recogidos de cada paciente fueron: la edad, el
tamano del tumor, el grado histologico del tumor, los receptores hormonales de
estrogeno y progesterona, agrupados en receptores hormonales (RH), la
sobreexpresion de Her2/neu, el estado de Ki67, ILV en el tumor primario, el
numero total de ganglios centinela resecados, el numero total de ganglios no
centinela resecados, el numero de ganglios centinela y no centinela que fueron
positivos y negativos, el tipo de metastasis presentes en los ganglios centinela
(micrometastasis o macrometastasis), y en la poblacién de la segunda fase, el
valor de CK19 del ARNm determinado por la técnica OSNA de cada ganglio
centinela positivo expresado en copias/pL.

Las frecuencias para las variables cualitativas se expresaron mediante la media
con su respectivo rango; mientras que las variables continuas se expresaron
mediante la mediana con su rango intercuartilo (IQR), que depende del percentilo
25" y 75", 6 mediante la media también con su respectivo rango de maximos y
minimos. Para la comparacion entres los ganglios centinela positivos y negativos

se utilizo los test de Chi-cuadrado y test de U de Mann-Whitney.
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Se realizdé un estudio de regresion logistica paso a paso para los diferentes
factores de riesgo para determinar si habia diferencias entre los grupos evaluados
mediante la técnica convencional y la técnica OSNA en la deteccion de metastasis
en los ganglios centinela estudiados intraoperatoriamente.

En segundo tiempo se realizd un estudio de regresidon logistica univariado y
multivariado en el grupo de la segunda fase, entre las pacientes que presentaron
ganglios no centinela positivos después de un diagnostico positivo del ganglio
centinela mediante la técnica OSNA.

Se realiz6é un estudio de la carga tumoral total (TTL) mediante su conversion al
log'® (por la gran dispersion de los valores absolutos). Se realizé un estudio de
regresion logistica para evaluar la influencia de la carga tumoral total como
variable independiente en la presencia de metastasis en ganglios no centinela. Se
confecciond una curva ROC (acrénimo de “Receiver Operating Characteristic”) y
se determinoé el area bajo la curva (Area Under the Curve, AUC) con el objetivo de
identificar mejor el punto de corte de la carga tumoral total que predice la

presencia de metastasis en ganglios no centinela.

En todos los analisis se utilizd un valor de p menor de 0,05 para indicar la
presencia de significacion estadistica. El analisis estadistico se realiz6 en SPSS
para Windows (SPSS v17.0, Chicago, EE.UU.) y STATA 11.2 (StataCorp, College
Station, TX, EE.UU.).
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4.1.1 Caracteristicas generales de la poblacion F1

En la primera fase del estudio se evalué una cohorte de 609 pacientes que
cumplian los criterios de inclusion y exclusiéon tratadas en forma consecutiva. El
estudio convencional del ganglio centinela se realizé en 303 pacientes (cohorte
de casos control) entre octubre de 2009 y marzo de 2010, mientras que el estudio
intraoperatorio del ganglio centinela mediante la técnica OSNA se realizé en 306
pacientes (cohorte de casos), entre abril y diciembre de 2010.

La edad media de la poblacion estudiada fue de 60,8 afios con un rango entre 28
y 95 anos. En 181 pacientes (29,7%) la edad al diagnostico fue < 50 anos,
mientras que en 428 pacientes (70,3%) fue = 50 afos. En el grupo de estudio
convencional, 91 pacientes (30%) presentaba una edad < 50 afios y 212
pacientes (70%) la edad fue = 50 afios. Mientras que en el grupo estudiado por la
técnica OSNA, 90 pacientes (29,4%) presentaba edad < 50 afnos y 216 pacientes
(70,6%) edad = 50 afios. Estas diferencias no mostraron significacion estadistica
(p=0,867) (tabla Il - F1).

El tamaino tumoral medio de la poblacion, evaluado en el estudio final realizado
por anatomia patologica, fue de 17,1 mm (rango, 2 - 90 mm). No hubo diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos de estudio con respecto al
tamano tumoral, presentando una media de 17 mm (rango, 2 - 80 mm) en el grupo
de técnica convencional, y de 17 mm (rango, 9 - 90 mm) en el grupo de técnica
OSNA (p=0,20). La distribucién en la poblacién total fue de una paciente (0,2%)
con pT1mi, 23 pacientes (3,8%) presentaban pT1a, 134 pacientes (22%) con
pT1b, 295 pacientes (48%) con pT1c, 150 pacientes (25%) con pT2 y seis
pacientes (1%) con pT3 (p=0,23).

El tamafo tumoral patolégico segun los grupos de estudio se distribuyeron de la
siguiente forma: en el grupo de técnica convencional, 10 pacientes (3,3%)
presentaban pT1a, 77 pacientes (25,4%) pT1b, 145 pacientes (48%) pT1c, 67
pacientes (22,1%) pT2 y 4 pacientes (1,3%) pT3; mientras que en el grupo de
técnica OSNA, una paciente presentaba pT1mi (0,3%), 13 pacientes (4,3%)
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presentaban pT1a, 57 pacientes (18,6%) pT1b, 150 pacientes (49%) pT1c, 83
pacientes (27,1%) pT2 y dos pacientes (0,7%) pT3 (p=0,23).

Las caracteristicas generales de los tumores de los pacientes en esta primera
fase se reflejan en la tabla Il - F1.

Tabla Il - F1: Caracteristicas generales de la cohorte de pacientes que compara la técnica
convencional con la técnica OSNA en el estudio intraoperatorio del GC.

No. de pacientes

Caracteristicas H&E OSNA TOTAL
(n=303) (n=306)

Edad, mediana (rango) 60,7 (29-95) 61 (28-90) 60,8 (28-95) 0,86*
Tamaio tumoral en AP

Media (rango) mm. 17 (2-80) 17 (9-90) 17,1 (2-90) 0,23*
Tipo Histolégico, n (%)

Ductal 252 (83,2) 258 (84,1) 510 (83,7)
Lobulillar 30 (9,9) 30 (9,8) 60 (9,9) 0,86°
Otros 21 (6,3) 18 (5,9) 39 (6,4)
Multifocal, n (%)

Presente 34 (11,2) 46 (15) 80 (13,1) 0,162
Ausente 269 (88,8) 260 (85) 529 (86,9)
Grado Histolégico, n (%)

Grade 1 68 (23) 75 (25,2) 143 (24,2)

Grade 2 154 (52,2) 138 (46,5) 292 (49,3) 0,37°
Grade 3 73 (24,8) 84 (28,3) 157 (26,5)
Desconocido 8 9
Receptor de Estrogenos, n (%)

Positivo 272 (89.,8) 273 (89,2) 545 (89,5) 0,89°
Negativo 31(10,2) 33(10,8) 64 (10,5)
Receptor de Progesterona, n (%)

Positivo 242 (78,9) 239 (78,1) 481 (79) 0,242
Negativo 61 (20,1) 67 (21,9) 128 (21)
Her2/neu, n (%)

Positivo 26 (8,7) 27 (8,8) 53 (8,8)

Negativo 274 (91,3) 279 (91,2) 553 (91,2) 0,94°2
Desconocido 3 0
Invasién Linfovascular, n (%)

Presente 30 (10) 46 (15,1) 76 (12,6)

Ausente 270 (90) 259 (84,9) 529 (87,4) 0,06%
Desconocido 3 1
Ki 67, n (%)

> 15% 78 (26,4) 101 (33,1) 179 (29,8)

< 15% 217 (73,6) 204 (66,9) 421(70,2) 0,072
Desconocido 8 1

*p obtenida mediante el test de U de Mann—Whitney.

ap obtenida mediante el test de Chi-Cuadrado.

En general, ambos grupos de estudio no mostraron diferencias al analizar el tipo
histolégico de los tumores, el grado histologico, la presencia o no de tumores
multifocales, la presencia de receptores hormonales positivos, o la sobreexpresion

de Her2/neu. La invasion linfovascular y el porcentaje del Ki67 no presentaron
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diferencias estadisticamente significativas. En la poblacion estudiada el 83,7% de
los tumores eran carcinoma ductal infiltrante, el 13% eran multifocales, el 75,8%
presentaban grados histologicos 2 6 3, el 89,5% presentaban receptores de
estrogenos positivos y el 79% receptores de progesterona positivos, el 8,8% tenia
sobreexpresion de Her2/neu, el 70,2% de los tumores un Ki67 < 15% y el 87,4%

de los mismos no presentaban invasion linfovascular.

4.1.2 Estado de los ganglios centinela

Durante la primera fase se analizaron 1217 ganglios centinela de las 609
pacientes incluidas en el estudio. Seiscientos uno ganglios centinela (49,4%)
fueron analizados mediante la técnica convencional con una media de 1,9
ganglios (rango, 1 - 6), mientras que 616 (50,6%) ganglios centinela, con una
media de 2 ganglios (rango, 1 - 7), se examinaron mediante la técnica OSNA.

Esta diferencia no fue estadisticamente significativa, p=0,15 (grafico | - F1).

Gréafico | - F1: Box plot de la cantidad de ganglios centinela extraidos en la cohorte de casos (OSNA)
y la cohorte control (CONVENCIONAL).

[
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En la tabla Ill - F1 se detallan las caracteristicas de los ganglios centinela en
relacién a la técnica empleada para su estudio intraoperatorio. La cantidad de
ganglios centinela resecados no mostro diferencias estadisticamente
significativas, teniendo en cuenta que en 76 pacientes (25%) en el grupo
estudiado mediante la técnica convencional y en 83 pacientes (el 27%) en el

estudiado con la técnica OSNA se resecaron tres o mas GC.

Al comparar la frecuencia de deteccion de ganglios centinela positivos o negativos
no hubo diferencias entre ambas técnicas de estudio. En total, en las pacientes
estudiadas mediante la técnica convencional que presentaron GC metastasicos,
se resecaron 161 GCs, de los cuales 100 (el 62%) fueron positivos. Por otro lado,
en las pacientes estudiadas mediante la técnica OSNA que presentaron GC
positivo, se resecaron 240 GCs de los cuales 142 (59%) fueron positivos. Esta
diferencia no demostro significacion estadistica.

Tabla Il - F1: Caracteristicas de los ganglios centinela de la cohorte de pacientes que compara la
técnica convencional con la técnica OSNA.

No. de pacientes

Caracteristicas H&E OSNA
(n=303) (n=306)

Total GC resecados, n.

Media (rango). 1,9(1-6) 2(1-7) 0,15*
GC resecados, n (%)

1 112 (37) 119 (39)

2 115 (38) 104 (34) 0,59*
23 76 (25) 83 (27)
GC positivos, n (%)

0 223 (73,6) 198 (64,7)

1 62 (77,5) 80 (74,1)

2 16 (20) 24 (22,2) 0,11*
23 2(2,5) 4 (3,7)
Tipo de metastasis del GC, n (%)

Micrometastasis 33 (41,2) 47 (43,5) 0,17*
Macrometastasis 47 (58,8) 61 (56,5)

*p obtenida mediante el test de Chi-Cuadrado.

Sesenta y dos pacientes (77,5%) en el grupo convencional y 80 pacientes (74,1%)
en el grupo OSNA tenian un solo GC positivo. Dos pacientes (2,5%) en el grupo
convencional y cuatro pacientes (3,7%) en el grupo estudiado mediante OSNA

presentaron tres o mas GC positivos, diferencias sin significacion estadistica
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(p=0,11). Mas de la mitad de los GC positivos presentaban macrometastasis, en
el 58,8% de las pacientes en el estudio convencional y en el 56,5% de las mismas
en el grupo OSNA (p=0,17).

4.1.3 Momento de la realizacion de linfadenectomia axilar

complementaria

Cuando el resultado intraoperatorio del ganglio centinela fue positivo la LA
complementaria se realizé6 en el mismo acto operatorio. En los casos con
resultado intraoperatorio negativo del GC pero que en el estudio definitivo se
evidencio afectacion metastasica del mismo, la linfadenectomia complementaria
se realiz6 en una segunda intervencion. Sin embargo, hubo tres pacientes en
cada grupo (representando el 2,7% en el estudio convencional y el 3,7% en el
grupo OSNA) en las que no se realiz6 la LA complementaria por decision del las
pacientes o del comité multidisciplinario después de la discusion postoperatoria
del resultado de anatomia patoldgica definitivo.

En el grupo de estudio convencional del ganglio centinela la LA complementaria
se realizé en el mismo acto operatorio en 50 pacientes (64,9%). En 42 pacientes
(84%) debido a macrometastasis, mientras que en 8 pacientes (16%) por
micrometastasis en el estudio intraoperatorio del ganglio centinela, mostrando una
diferencia estadisticamente significativa (p=0,001). En este mismo grupo, en 27
pacientes (35,1%) la LA complementaria se realiz6 en una segunda intervencion
debido al resultado positivo del estudio diferido del ganglio centinela. En 22
pacientes (81,5%) por micrometastasis en el estudio definitivo del ganglio
centinela y en 5 pacientes (18,5%) por macrometastasis en el estudio definitivo
del ganglio centinela, con diferencias estadisticamente significativas (p=0,001).

En el grupo de estudio del ganglio centinela mediante la técnica OSNA todas las

LA se realizaron durante el mismo acto operatorio (p=0,001), en 47 pacientes
(43,5%) por micrometastasis y en 61 pacientes (56,5%) por macrometastasis.
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4.1.4 Analisis de la discordancia del estudio intraoperatorio y

diferido de la técnica convencional

El estudio intraoperatorio del ganglio centinela mediante la técnica convencional
evidencio una tasa de falsos negativos del 11,8%. El estudio diferido de los
ganglios centinelas mostré6 que 30 pacientes, en las cuales el ganglio centinela
fue negativo en el estudio intraoperatorio, presentaban metastasis en el estudio
diferido, 25 pacientes (83,3%) con micrometastasis y 5 pacientes (16,7%) con
macrometastasis (tabla IV - F1).

Tabla IV - F1: Andlisis de discordancia en la cohorte de pacientes de técnica convencional segun
resultado intraoperatorio y diferido del ganglio centinela.

‘ AP del ganglio centinela definitiva

AP del ganglio P
centinela Negativo Micrometastasis Macrometastasis
intraoperatoria

Negativo 223 (100) 25 (75,8) 5(10,6)
Micrometastasis 0 8 (24,2) 0 0,001*
Macrometastasis 0 0 42 (89,4)

223 33 47

*p obtenida mediante el test de U de Mann—-Whitney.

En 12 pacientes se encontraron células tumorales aisladas mediante técnicas de
IHQ en el estudio diferido de ganglios centinela que fueron diagnosticados como

negativos en el estudio intraoperatorio y que no se han incluido en el analisis.

Por lo tanto, del total de macrometastasis diagnosticadas en el grupo de pacientes
cuyos ganglios centinela fueron evaluados mediante la técnica convencional, 42
pacientes (89,4%) se detectaron por el estudio intraoperatorio, mientras que en 5
pacientes (10,6%) se detectaron en el estudio diferido. Por otro lado, del total de
micrometastasis diagnosticadas en este grupo de pacientes, solo en 8 pacientes
(24,2%) se encontraron en el estudio intraoperatorio, mientras que en 25
pacientes (75,8%) se diagnosticaron en el estudio diferido del ganglio centinela.
Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p=0,001).
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415 Estado de los ganglios en Ila linfadenectomia

complementaria

Se encontraron en la LA complementaria una media de 15,5 ganglios linfaticos
(rango, 6 - 37) en el grupo de técnica convencional y de 15 ganglios linfaticos
(rango, 6 - 33) en el grupo de técnica OSNA (p=0,37) (tabla V - F1).

Tabla V - F1: Caracteristicas de las linfadenectomias complementarias de la cohorte de
pacientes que compara la técnica convencional con la técnica OSNA.

No. de pacientes ‘
Caracteristicas H&E OSNA P

(n=77) (n=105)

Total GnoC resecados, n.

Media (rango). 15,5 (6 - 37) 15 (6 -33) 0,37*
GnoC positivos, n (%).

0 60 7%

1 7 (41,2) 15 (50)

2 2 (11,8) 5(16,7) 0,74°
3 3(17,6) 4 (13,3)

4-9 2 (11,8) 4 (13,3)

=10 3(17,6) 2(6,7)

*p obtenida mediante el test de U de Mann—-Whitney.

ap obtenida mediante el test de Chi-Cuadrado.
En el grupo de estudio convencional, 60 pacientes (78%) presentaban como unico
ganglio metastasico axilar el ganglio centinela, siendo el resto de los ganglios no
centinela identificados en la linfadenectomia negativos. En el grupo de estudio
mediante OSNA, 75 pacientes (71,4%) tenian el GC como el unico ganglio
positivo. En ambos grupos el mayor porcentaje de pacientes tenian so6lo un

ganglio no centinela positivo en la LA (p=0,74).

4.1.6 Estado de los ganglios axilares segun el TNM

La distribucion de las metastasis axilares de la cohorte analizada demostré que en
el grupo de estudio intraoperatorio del ganglio centinela mediante la técnica
convencional, 223 pacientes (73,6%) presentaron pNO(sn); mientras que en el
grupo de estudio mediante la técnica OSNA 198 pacientes (64,7%) fueron
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pNO(sn). En cuanto a la frecuencia de pNmi, en el grupo convencional fue del
9,2% (28 pacientes) y en el grupo de la técnica OSNA del 12,7% (39 pacientes).
Esta diferencia no demostro significacion estadistica (p= 0,99) (tabla VI - F1).

El resto de la distribucion de las metastasis axilares segun el estadio patoldgico
del TNM se detalla en la tabla siguiente y, como se observa, sin diferencias
significativas en ambos grupos

Tabla VI - F1: Caracteristicas del estatus ganglionar de la cohorte de pacientes que compara la
técnica convencional con la técnica OSNA.

No. de pacientes
Caracteristicas H&E OSNA

(n=303) (n=306)

Estadio pN, AJCC, n (%).

pNO(sn) 223 198

pN1mi 28 (9,2) 39 (12,7)

pN1a 40 (13,2) 55 (18) 0,99°
pN2a 6 (2) 8(2,6)

pN3a 3(1) 3(1)

pN1(sn) # 3(1) 3(1)

# representa las pacientes con GC positivo sin linfadenectomia.
ap obtenida mediante el test de Chi-Cuadrado.

4.1.7 Distribucion de los subtipos moleculares

El agrupamiento de los subtipos moleculares intrinsecos en la poblacion total
mostréo que en ambos grupos la mayor parte de los tumores se clasifican como
Luminal A, mientras que < 10% de los tumores en ambos grupos pertenecen a los
subtipos de sobreexpresiéon Her2 y a los triple negativos. Estas diferencias no

fueron estadisticamente significativas (p=0,44).

El analisis por grupos de estudio segun presentaban o no metastasis en los
ganglios centinela tampoco evidencid diferencias estadisticamente significativas,
asi como si el analisis se realiza segun el tipo de metastasis en los diferentes

subtipos moleculares intrinsecos (tabla VII - F1).
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Tabla VII - F1: Subtipos moleculares de la cohorte de pacientes que compara la técnica
convencional con la técnica OSNA en el estudio intraoperatorio del GC.

No. de pacientes

H&E OSNA
(n=303) (n=306)

Subtipos moleculares

LUMINAL A 202 (67,8) 191 (62,6) 393 (65,2)
LUMINAL B 51 (17,1) 68 (22,3) 119 (19,7)
TUMORES HER2 26 (8,7) 27 (8,9) 53(8,8)  0,44°
TRIPLE NEGATIVOS 19 (6,4) 19 (6,2) 38 (6,3)
Desconocido 5 1

GC negativos 218 197
LUMINAL A 146 (67) 121 (61,4)

LUMINAL B 41 (18,8) 40 (20,3) 0,647
TUMORES HER2 17 (7.8) 20 (10,1)
TRIPLE NEGATIVOS 14 (6,4) 16 (8,1)

GC positivos 80 108

LUMINAL A
Micrometastasis 26 (46,4) 33 (47,1) 0,92°
Macrometastasis 30 (53,6) 37 (52,9)

LUMINAL B
Micrometastasis 2 (20) 10 (35,7) 0,45°
Macrometéstasis 8 (80) 18 (64,3)

TUMORES HER2
Micrometastasis 3(33,3) 3(42,9) 0,54°
Macrometastasis 6 (66,7) 4 (57,1)

TRIPLE NEGATIVOS
Micrometastasis 2 (40) 1(33,3) 0,71°
Macrometéstasis 3 (60) 2(66,7)

2p obtenida mediante el test de Chi-Cuadrado.

Al evaluar la distribucion en el grupo estudiado mediante la técnica convencional,
56 pacientes (27,7%) con tumores Luminal A, 10 pacientes (19,6%) con tumores
Luminal B, 9 pacientes (34,6%) con tumores HERZ2, y 5 pacientes (26,3%) con
tumores triple negativos tuvieron positivo el GC. En el grupo de la técnica OSNA,
70 pacientes (24%) con tumores Luminal A, 28 pacientes (41%) con tumores
Luminal B, 7 pacientes (25%) con tumores HERZ2, y 3 pacientes (15%) con
tumores triple negativos tuvieron metastasis en el GC, sin diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos (tabla VII - F1).
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4.2.1 Caracteristicas generales de la poblacion F2

En la segunda fase del estudio se evalu6 una cohorte de 306 pacientes tratadas
en forma consecutiva. La edad media de las pacientes fue de 62 afios (rango, 28
— 90). En 90 pacientes (29,4%) la edad fue < 50 afios, mientras que en 216
pacientes (70,6%) la edad al diagndstico fue = 50 afos.

El tamaio tumoral patolégico medio de la poblacion fue de 17,1 mm (rango, 1 —
90). El tamaio tumoral demostré que una paciente (0,3%) presentaba pT1mi, 13
pacientes (4,2%) presentaban pT1a, 57 pacientes (18,6%) pT1b, 150 pacientes
(49%) pT1c, 83 pacientes (27,1%) pT2 y dos pacientes (0,7%) pT3.

El estudio segun el tipo histolégico demostré que 258 pacientes (84,3%) tenian
un carcinoma ductal infiltrante, 30 pacientes (10%) un carcinoma lobulillar
infiltrante y 18 pacientes (5,9%) otros tipos histologicos. El grado histolégico de
los tumores mamarios se distribuy6 de la siguiente forma: grado 1 en 75 pacientes
(25,4%), grado 2 en 138 pacientes (46,5%) y grado 3 en 84 pacientes (28,3%).

El estudio de los receptores hormonales fue positivo en 275 pacientes,
representando el 89,9% de la cohorte, mientras que fue negativo en 31 pacientes
(10,1%). Los receptores estrogénicos fueron positivos en 273 pacientes (89,2%),
y los de progesterona fueron positivos en 239 pacientes (78,1%). Veintisiete
pacientes (8,8%) tenian sobreexpresién del Her2/neu , y en 279 pacientes

(91,2%) no estaba sobre expresado.

4.2.2 Caracteristicas de la poblaciéon segun el estatus del GC por
OSNA

En 198 pacientes (64,7%) el resultado del estudio intraoperatorio del ganglio
centinela mediante la técnica OSNA fue negativo, en tanto que en 108 pacientes
(35,3%) el resultado fue positivo (OSNA + u OSNA ++).
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La edad media de las pacientes en las que el resultado del ganglio centinela fue
negativo fue de 63 afios (rango, 32 — 90). La edad media de las pacientes en las
que el resultado del GC fue positivo fue 61 afos (rango, 28 - 89) (p=0,16) (tabla
VIII - F2).

El tamaio tumoral entre el grupo de pacientes con GC negativo y GC positivo
tuvo diferencias estadisticamente significativas, con una media de 15 y 18 mm,
respectivamente (p=0,001). En cuanto al tamafo tumoral segun el TNM, en
ambos grupos de GC negativo y positivo la mayoria de pacientes 94 y 56
pacientes (47% y 52% respectivamente) tenian un tamafo patolégico de tumor p
T1c (> 10mm - < 20mm). De la misma forma, esta diferencia evidencio

significacion estadistica, p=0,001 (Tabla VIII - F2).

El analisis segun el tipo histolégico demostr6 que en el grupo de ganglio
centinela negativo, 168 pacientes (85%) presentaban carcinoma ductal infiltrante,
20 pacientes (10%) carcinoma lobulillar infiltrante y 10 pacientes (5%) otros tipos
histolégicos. En el grupo de ganglio centinela positivo, 90 pacientes (84%)
presentaron carcinoma ductal infiltrante, 10 pacientes (9%) carcinoma lobulillar
infiltrante y ocho pacientes (7%) otros tipos histologicos. Esta diferencia no mostro
significacion estadistica (p=0,69).

El analisis segun el grado histolégico demostré que en ambos grupos de GC
negativo y positivo aproximadamente el 50% de las pacientes tenian un grado I
(47% y 46% respectivamente). Esta diferencia no mostro significacion estadistica
(p=0,86).

El estudio de los receptores para estrogeno y progesterona, agrupados como
receptores hormonales, no evidencio diferencias estadisticamente significativas
(p=0,05), siendo estos positivos en 173 pacientes (87%) en el grupo de ganglio
centinela negativo, y en 102 pacientes (94%) en el grupo de ganglio centinela

positivo.
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Tabla VIII - F2: Caracteristicas de la cohorte de pacientes con estudio intraoperatorio del GC con la
técnica OSNA segun el resultado positivo o negativo del mismo.

Ganglio centinela

Caracteristicas NEGATIVO POSITIVO
(n=198) (n=108)
Edad, media (rango) 63 (32-90) 61 (28-89) 0,76*
< 50 afios, n (%) 53 (27) 37 (34) 0,162
2 50 afios, n (%) 145 (73) 71 (68)
Tamaio tumoral en AP
Media (rango) mm. 15 (1 - 50) 18 (3 - 80) 0,001*
Tamaio tumoral segun AJCC, n (%)
pT1mi 1(1) 0
pT1a 12 (6) 1(1)
pT1b 47 (24) 10 (9) 0.0012
pTic 94 (47) 56 (52)
pT2 44 (22) 39 (36)
pT3 0 2(2)
Tipo Histologico, n (%)
Ductal 168 (85) 90 (84)
Lobulillar 20 (10) 10 (9) 0.69°
Otros 10 (5) 8 (7)
Grado Histolégico, n (%)
Grade 1 47 (24) 28 (27)
Grade 2 90 (47) 48 (46) 0.86°
Grade 3 56 (29) 28 (27)
Desconocido 5 4

Receptor de Estrégeno, n (%)

Positivo 173 (87) 100 (93) 0,29°
Negativo 25 (13) 8 (7)

Receptor de Progesterona, n (%)

Positivo 145 (73) 94 (87) 0,03°
Negativo 53 (27) 14 (13)

Her2/neu, n (%)

Positivo 20 (10) 7(8) 0,28°
Negativo 178 (90) 101 (94)

Invasién Linfovascular, n (%)

Ausente 173 (87) 86 (80)

Presente 25 (13) 21 (19) 0,10°
Desconocido 0 1(1)

Ki 67, n (%)

>15% 66 (33) 35 (32)

<15% 131 (67) 73 (68) 084

*p obtenida mediante el test de U de Mann—-Whitney.
ap obtenida mediante el test de Chi-Cuadrado.

Por otro lado, los receptores para estrogeno fueron positivos en 173 pacientes
(87%) en el grupo con ganglio centinela negativo, y en 100 pacientes (93%) en el
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grupo con ganglio centinela positivo (p=0,29); y los receptores para progesterona
fueron positivos en 145 pacientes (73%) en el grupo con ganglio centinela
negativo, y en 94 pacientes (87%) en el grupo con ganglio centinela positivo,
diferencia esta ultima con significacion estadistica (p=0,03).

Veinte pacientes (10%) en el grupo de centinela negativo tenian un tumor que
sobre expresaba el Her2 y en 7 pacientes (8%) con ganglio centinela positivo, sin
evidenciar diferencias estadisticamente significativas, p=0,28.

En el grupo de GC negativo, 173 (87%) de pacientes no tenian ILV en el tumor y
en el grupo de GC positivo 86 pacientes (80%) tampoco. Esta diferencia no
mostro significacidon estadistica, p=0,10.

Tampoco hubo diferencias significativas cuando analizamos el indice de
proliferacion celular Ki67 (p=0,84). En ambos grupos, de GC negativo y positivo,

las 2/3 de los pacientes tenian un Ki67 < 15%.

El resto de las caracteristicas de ambos grupos se detallan en la Tabla VIII - F2.

4.2.3 Analisis de los ganglios centinela segun la técnica OSNA

Durante esta fase se analizaron 616 ganglios centinela mediante la técnica OSNA
en 306 pacientes, con una media de 1.9 ganglios extraidos (rango, 1 - 5) en el
grupo de pacientes con GC negativo, y de 2,22 ganglios centinela extraidos
(rango, 1 - 7) en el grupo con GC positivo, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa (p=0,04).

La distribucion de la cantidad de GC resecados entre los dos grupos, GC negativo
y positivo, es similar en ambos (p=0,11) (tabla IX - F2).

De las pacientes con GC positivo, 80 pacientes presentaban soélo un ganglio
centinela positivo (74,1%), 24 pacientes (22,2%) dos ganglios centinela positivos y
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4 pacientes (3,7%) tres o mas GC positivos. De las pacientes con GC positivo, 47
(43,5%) presentaron micrometastasis (OSNA +), mientras que 61 pacientes
(56,5%) presentaron macrometastasis (OSNA ++).

Tabla IX- F2: Caracteristicas de los ganglios centinela de la cohorte de pacientes estudiada
mediante la técnica OSNA.

Ganglio centinela

Caracteristicas NEGATIVO POSITIVO
(n=198) (n=108)

Total GC resecados, n.

Media (rango). 1,9(1-5) 222(1-7) 0,04*
GC resecados, n (%)

1 82 (41,4) 37 (34,3)

2 70 (35,4) 34 (31,4) 0,11*
23 46 (23,2) 37 (34,3)
GC positivos, n (%)

1 0 80 (74,1)

2 0 24 (22,2)

23 0 4 (3,7)
Tipo de metastasis del GC, n (%)

Micrometastasis 0 47 (43,5)
Macrometastasis 0 61 (56,5)

*p obtenida mediante el test de Chi-Cuadrado.

4.2.4 Analisis de los GnoC de la linfadenectomia axilar

De las 108 pacientes en las cuales el ganglio centinela fue metastasico en el
estudio mediante la técnica OSNA en 105 (97%) se realizd una LA
complementaria. En tres pacientes (2,8%) no se realizé la LA por la comorbilidad
asociada: una paciente tenia macrometastasis en el GC y otras dos pacientes
tenian micrometastasis en el GC. En las linfadenectomias complementarias se

encontraron una media de 14 ganglios no centinela (rango, 6 — 33).

Al analizar la cantidad de ganglios no centinela afectos en la LA complementaria,
75 pacientes (71,4%) no presentaban mas ganglios metastasicos, mientras que
30 pacientes (28,6%) presentaba otro u otros ganglios no centinela afectos.
Dentro de estas ultimas, 15 pacientes (50%) presentaban solo un ganglio no
centinela afecto; 5 pacientes (16,7%) presentaban dos ganglios no centinela
afectos; 4 pacientes (13,3%) tres ganglios no centinela comprometidos; 4
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pacientes (13,3%) entre cuatro a nueve ganglios no centinela afectos; y dos

pacientes (6,7%) diez o mas ganglios no centinela metastasicos.

Segun la clasificacion actual del TNM, teniendo en cuenta la totalidad de los
ganglios analizados en cada paciente, tanto centinelas como no centinelas, la

distribucion de los mismos se detalla en la tabla X - F2.

Tabla X - F2: Caracteristicas del estatus ganglionar de la cohorte de pacientes estudiada con la
técnica OSNA.

No. de

o pacientes
Caracteristicas

OSNA
(n=306)

Estadio N, AJCC, n (%).

pNO(sn) 198
pN1mi 39 (36,1)
pN1a 55 (50,9)
pN2a 8(7,4)
pN3a 3(2,8)
pN1(sn) # 3(2,8)

# representa las pacientes con GC positivo sin linfadenectomia.
ap obtenida mediante el test de Chi-Cuadrado.

4.2.5 Caracteristicas de la poblacién segun estatus de los GnoC
en la linfadenectomia axilar

La edad media del grupo de pacientes con GnoC negativos en la linfadenectomia
complementaria después de un GC positivo fue de 57 afos (rango, 28 — 87). En el
grupo de GnoC positivos, la edad media fue 67 anos (rango, 36 — 84). La edad no
demostré diferencias estadisticamente significativa entre ambos grupos (p=0,10)
(tabla XI - F2).

El tamaino tumoral medio evaluado en el estudio final de anatomia patoldgica,
fue de 17 mm (rango, 3 — 42) en el grupo de pacientes con GnoC negativo y de 20
mm (rango, 9 - 80) en el grupo de pacientes con GnoC positivos. Aunque la
diferencia no fue estadisticamente significativa, se observa una tendencia hacia la
significacion estadistica (p=0,05), esto debido probablemente al tamafo de la

muestra.
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En cuanto al tamafio tumoral segun el TNM, en ambos grupos de GnoC negativo
y GnoC positivo, la mitad de los pacientes (52% y 50%, respectivamente) tenian
un tamafio tumoral patolégico pT1c (> 10mm - < 20mm). Esta diferencia no
mostroé significacion estadistica (p=0,12).

La mayor parte de los carcinomas fueron ductales infiltrantes en ambos grupos.
En el grupo de pacientes que tenia a los ganglios centinela como unico foco de
metastasis, es decir, el grupo GnoC negativo, se diagnosticdé un carcinoma ductal
infiltrante en 62 pacientes (83%), mientras que en el grupo con GnoC positivos en

26 pacientes (87%) se diagnostico carcinoma ductal infiltrante (p=0,68).

No se evidencio diferencias estadisticamente significativas con respecto al grado
histolégico de los tumores mamarios entre ambos grupos (p=0,23). En ambos
grupos GnoC negativo y GnoC positivo el 48% y el 43% respectivamente se
clasific6 como grado |I.

El estudio de los receptores hormonales demostré diferencias estadisticamente
significativas (p=0,002). En el grupo GnoC negativo, 74 pacientes (99%) eran
receptores hormonales positivos, mientras que en el grupo GnoC positivo esta
proporcion bajo al 83% siendo receptores hormonales negativos 5 pacientes
(17%) (tabla XI - F2).

La sobreexpresion del Her2/neu en la cohorte con GnoC negativos estaba
presente en 4 pacientes (5%) y ausente en 71 pacientes (95%); a diferencia que
en la cohorte GnoC positivos donde 3 pacientes (10%) presentaban tumores con
sobreexpresion de Her2/neu y en 27 pacientes (90%) no estaba sobre expresado
(p=0,38).

No hubo diferencias significativas entre los grupos en relacion a la ILV (p= 0,81).

En cuanto al indice de proliferacion celular Ki67, en el grupo de GnoC negativo
21 pacientes (28%) presentaba el Ki67 > 15%, mientras que en 54 pacientes

(72%) fue < 15%; en tanto que, en las pacientes con GnoC positivos en 14
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GnoC en la ALND

pacientes (47%) el Ki67 fue > 15% y en 16 pacientes (53%) fue < 15%. Esta

diferencia fue no estadisticamente significativa (p=0,06) (tabla XI - F2).

Tabla Xl - F2: Caracteristicas de los ganglios no centinela segun fueran negativos o positivos de las
linfadenectomias realizadas después de GC positivo mediante la técnica OSNA.

Caracteristicas NEGATIVOS  POSITIVOS
(n=75) (n=30)
Edad, media (rango) 57 (28-87) 67 (36-84)
< 50 afios, n(%) 30 (40) 7(23)
2 50 afios, n (%) 45 (60) 23 (77)
Tamaio tumoral en AP
Media (rango) mm. 17 (3 - 42) 20 (9 - 80)
Tamaio tumoral segun AJCC, n (%)
pT1mi 0 0
pT1a 1(1) 0
pT1b 9(12) 1(3)
pT1c 39 (52) 15 (50)
pT2 26 (35) 12 (40)
pT3 0 2(7)
Tipo Histolégico, n (%)
Ductal 62 (83) 26 (87)
Lobulillar 7(9) 3(10)
Otros 6 (8) 1(3)
Grado Histologico, n (%)
1 21 (29) 5(18)
2 35 (48) 12 (43)
3 17 (23) 11 (39)
Receptores Hormonales, n (%)
Positivo 74 (99) 25 (83)
Negativo 1(1) 5(17)
Her2/neu, n (%)
Negativo 71 (95) 27 (90)
Positivo 4 (5) 3(10)
Invasién Linfovascular, n (%)
Ausente 59 (79) 24 (80)
Presente 15 (20) 6 (20)
Desconocido 1(1) 0
Ki 67, n (%)
> 15% 21 (28) 14 (47)
<15% 54 (72) 16 (53)

0,10*
0.10°

0,05*

0,122

0,682

0,232

0,002°

0,38°

0,817

0,06°

*p obtenida mediante el test de U de Mann—-Whitney.
ap obtenida mediante el test de chi-cuadrado.
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4.2.6 Analisis de las caracteristicas de los ganglios centinela

segun el estatus de los GnoC en la linfadenectomia axilar

En el grupo de pacientes con ganglio centinela metastasico como unico foco de la
enfermedad axilar, 37 pacientes (49%) tuvieron micrometastasis (OSNA +) en el
ganglio centinela y 38 pacientes (51%) tuvieron macrometastasis (OSNA + +) en
los ganglios centinela estudiados mediante la técnica OSNA. Dentro de este
mismo grupo de pacientes, 61 pacientes (81%) tuvieron un solo ganglio centinela
positivo y 14 pacientes (19%) tenian dos ganglios centinela positivos.

Por otro lado, de las pacientes con otros ganglios no centinela afectados en la
linfadenectomia complementaria, ocho (el 26%) tuvieron micrometastasis (OSNA
+) en el ganglio centinela y 22 pacientes (73%) macrometastasis (OSNA ++) en
los ganglios centinela estudiados, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa (p=0,03). Dentro este ultimo grupo de pacientes, 17 (el 57%)
presentaban un unico ganglio centinela afecto, 9 pacientes (30%) dos ganglios
centinela afectos, y 4 pacientes (13%) tres 0 mas ganglios centinela positivos en
la evaluaciéon intraoperatoria mediante la técnica OSNA, diferencia
estadisticamente significativa, p=0,001 (tabla XII - F2).

El analisis de la carga tumoral total de los ganglios centinela afectados evidencié
una diferencia estadisticamente significativa en cuanto a la presencia o no de
otros ganglios no centinela metastasicos en la linfadenectomia complementaria.
La carga tumoral total media de las pacientes con metastasis exclusiva en los
ganglios centinela fue de 5,2x10° copias/uL (rango, 2,8x10% — 2,5x10"), siendo de
5,6x10* copias/uL (rango, 2,6x10% — 1,2x10") en las pacientes con otros ganglios
no centinela afectos (p=0,0006).

Como se observa en la siguiente tabla el numero de pacientes total es de 105 ya
que de los 108 hay tres pacientes a los que no se hace una LA por lo que se
eliminan en el estudio de los GnoC.

74



RESULTADOS DE LA SEGUNDA FASE

Tabla XlI - F2: Caracteristicas de los ganglios centinela afectos segun el estado de los ganglios
no centinela de las linfadenectomias complementarias.

GnoC en la ALND

Caracteristicas ~  NEGATIVOS __ POSITIVOS
(n=75) (n=30)

Tipo de metastasis en el GC, n (%)

Micrometastasis 37 (49) 8 (26) 0,03?
Macrometastasis 38 (51) 22 (73)

Cantidad de GC positivos, n (%)

1 61 (81) 17 (57)

2 14 (19) 9 (30) 0,0012
23 0 4 (13)
TTL en los GC, copias/uL

Media (rango) 5202610 5610 26x10°- g g

*p obtenida mediante el test de U de Mann—Whitney.
ap obtenida mediante el test de chi-cuadrado.

4.2.7 Andlisis de regresioén logistica de la afectacion de los GnoC

en la linfadenectomia

Para el estudio de la influencia de las diferentes variables en las metastasis en
ganglios no centinela en pacientes con GC positivo obtenido mediante la técnica
OSNA se utilizé un analisis de regresion logistica. Las variables seleccionadas
para el mismo fueron la edad de las pacientes al momento del diagndstico (< 50
anos y = 50 afos), el tamafio tumoral, el tipo histolégico, el grado histologico, la
presencia de receptores hormonales, la sobreexpresion de Her2/neu, el estado
del Ki67 (< 15% y 2 15%), ILV, el tipo de metastasis en el GC (macrometastasis 6
micrometastasis), la cantidad de ganglios centinela positivos y la carga tumoral

total mediante su conversién del log™.

4.2.7.1 Estudio univariado

En el analisis univariado la edad, el tipo y grado histoldgico, la sobreexpresion de
Her2/neu, el Ki67, la invasion linfovascular y la cantidad de ganglios centinela
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afectos no demostro diferencias estadisticamente significativas (tabla XIII - F2)
(gréfico Il - F2).

Tabla XIII - F2: Estudio univariado en relacién de la presencia de GnoC positivos en la LA después
de GC positivos por OSNA

0Odd Ratio (95%Cl) Univariado Univgriado
Edad
<50 1
> 50 2,19 (0,84 — 5,74) 0,11
Tamafno tumoral 1,05 (1,00; 1,09) 0,03
Tipo histolégico
Ductal infiltrante 1
Lobulillar infiltrante 1,02 (0,25 - 4,26) 0,70
Otros 0,40 (0,05 —3,47)
Grado histolégico
1 1
2 1,44 (0,44 — 4,66) 0,24
3 2,72 (0,79 — 9,35)
Receptores Hormonales
Negativo 1
Positivo 0,06 (0,01 —0,61) 0,01
Her2/neu
Negativo 1
Positivo 1,97 (0,41 — 9,40) 0,39
Ki67
<15 % 1
>15 % 2,25 (0,94 - 5,41) 0,07
Invasién Linfovascular
Ausente 1
Presente 0,98 (0,34 — 2.84) 0,97
Tipo de metastasis del GC
Micrometastasis 1
Macrometastasis 2,68 (1.06 - 6.77) 0.03
Cantidad de GC positivos
1 1
2 2.31 (0,85 -6,24) 0,09
TTL del GC* 1,67 (1,18 — 2,35) 0,003

* TTL del GC es la carga total tumoral de los ganglios centinela positivos.

El tamarfio tumoral en el analisis univariado evidenciéo un OR 1,05 (IC 95%: 1,00-
1,09) con una significacion estadistica significativa (p=0,03). De la misma forma,
los receptores hormonales también demostraron diferencias estadisticamente
significativas con un OR de 0,06 (IC 95%: 0,01- 0,61) (p=0,01) (tabla XIII - F2).
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Gréfico Il - F2: Diagrama de barras (Bar-Plot) del estudio de regresion logistica en relacion de la
presencia de GnoC positivos en la LA complementaria después de GC positivos por la técnica OSNA.
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El tipo de metastasis del ganglio centinela mostré una diferencia estadisticamente
significativa con un OR de 2,68 (IC 95%: 1,06 — 6,77), segun fuera
micrometastasis (OSNA +) 6 macrometastasis (OSNA ++) (p=0,03).
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Por ultimo, la TTL se relacioné con la prediccion de las metastasis en GnoC en la

linfadenectomia complementaria con un OR de 1,67 (IC 95%: 1,18 — 2,35),

diferencia estadisticamente significativa, p=0,003 (grafico Il - F2).

Gréfico Il - F2: Diagrama de barras (Bar-Plot) y de cajas (Box-Plot) del estudio de regresién logistica
del tipo metastasis y la TTL en relacion de la presencia de GnoC positivos en la LA complementaria
después de GC positivos por OSNA.
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4.2.7.2 Estudio multivariado

El analisis multivariado fue realizado con las variables que en el estudio

univariado presentaron significacién estadistica. Incluy6é el tamafo tumoral, los

receptores hormonales, el tipo de metastasis del GC evaluado por la técnica
OSNA vy la TTL de los ganglios centinela afectos por OSNA (tabla XIV - F2).
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El tamafio tumoral no mostré diferencias estadisticamente significativas en el
estudio multivariado con un OR de 1,54 (IC 95%: 0,63 — 3,78) (p=0,34). Por otro
lado los receptores hormonales mostraron un OR de 0,06 (IC 95%: 0,01 — 0,60)
con una diferencia estadisticamente significativa (p=0,01).

La presencia de macrometastasis en el GC (OSNA++) mostré6 en el analisis
multivariado un OR de 1,93 (IC 95%: 1,08 — 3,43) con significacion estadistica
significativa (p=0,025). Sin embargo cuando el ganglio centinela estaba afecto por
micrometastasis (OSNA+) el OR fue 0,63 (IC 95%: 0,08 — 4,52) con una

diferencia no estadisticamente significativa (p=0,65).

Tabla XIV - F2: Estudio multivariado en relacién de la presencia de GnoC positivos en la LA después
de GC positivo por OSNA.

Odd Ratio (95%Cl) p (todas las variables)
Multivariado Multivariado

Tamaio tumoral 1,54 (0,63 — 3,78) 0,34
Receptores Hormonales

Negativo 1

Positivo 0,06 (0,01 — 0,60) 0,01
Tipo de metastasis del GC

Micrometastasis 0,63 (0,08 — 4,52) 0,65

Macrometastasis 1,93 (1,08 — 3,43) 0,025
TTL del GC* 1,69 (1,19 — 2,41) 0,003

* TTL del GC es la carga total tumoral de los ganglios centinela positivos.

La carga tumoral total de los GC positivos evidencio una OR de 1,69 (IC 95%:
1,19 — 2,41) con una diferencia estadisticamente significativa (p=0,003), mos-
trando que la misma actua como variable independiente predictora de otros GnoC
metastasicos en la linfadenectomia y solo influenciada por el estado de los

receptores hormonales.

4.2.8 Determinacién del punto de corte de la carga tumoral total

A partir de estos resultados se realiz6 la curva ROC, representacion grafica de la

sensibilidad frente a (1 — especificidad), y se calculd el area bajo la curva ROC
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con la intension de evaluar la discriminacion diagnostica de la TTL (grafico IV -
F2). El area bajo la curva ROC de la TTL fue de 0,7149 (95% IC, 0,59 — 0,83).

Gréfico IV - F2: Area bajo la curva ROC de la carga tumoral total.
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El grafico V - F2 muestra la evolucién de la probabilidad de que los pacientes
incluidos (P +) tengan GnoC afectos segun la sensibilidad y especificidad de los

Gréfico V - F2: Probabilidad de que los pacientes incluidos tengan ganglios no centinela afectos
segun la sensibilidad y especificidad de los valores de TTL.
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valores de TTL. A partir de las tablas que generan esta figura (ver anexo 3y 4) se
eligié un punto de corte para la TTL a fin de reducir la probabilidad de presentar
otros ganglios metastasicos en la axila (P +), aparte del GC, tanto como sea
posible mientras se mantiene un valor de VPN aceptablemente alto. El punto de
corte elegido de carga tumoral total fue 120.000 copias/uL (1,2x10°),
correspondiente a 5.08 del log' de la TTL que representa un valor predictivo
negativo (VPN) de 80%, un valor predictivo positivo (VPP) de 56%, una
sensibilidad del 46,7% y una especificidad de 85,5%.

Si evaluamos la poblacion que presenta receptores hormonales positivos en
funcion de la influencia de esta variable en el estudio multivariado, el punto de
corte de carga tumoral total elegido es de 500.000 copias/uL (5x10°),
correspondiente a 5,7 del Iog10 de la TTL que representa un VPN de 83,7%, un
VPP de 55,9%, una sensibilidad del 50% y una especificidad de 86,7%.

4.2.9 Repercusion del punto de corte de la carga tumoral total

establecido

Evaluando el punto de cohorte establecido para la poblacién total, 81 pacientes
(77%) presentaron una TTL < de 120.000 copias/uL (1,2x10°), de las cuales 64
pacientes (79%) no presentaron otros ganglios afectos en la linfadenectomia
complementaria, mientras que 17 pacientes (21%) presentaron otros GnoC

metastasicos en la linfadenectomia.

Por otro lado, 24 pacientes (23%) presentaron una TTL > de 120.000 copias/uL
(1,2x10°), de las cuales 11 pacientes (45,8%) no presentaron otros ganglios
afectos, mientras que 13 pacientes (54,2%) presentaron otros ganglios no

centinela metastasicos en la linfadenectomia.

Al realizar el mismo analisis utilizando el punto de cohorte establecido de 500.000
copias/uL (5x10°) en la poblacién con receptores hormonales positivos (99
pacientes), evidenciamos que 81 pacientes (82%) presentaron una TTL < de
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500.000 copias/pL, de las cuales 66 pacientes (81,5%) no presentaron GnoC
afectos en la linfadenectomia complementaria, mientras que 15 pacientes (18,5%)
presentaron GnoC metastasicos en la linfadenectomia complementaria. De las 18
pacientes (18%) con TTL mayor de 500.000 copias/pL, 8 pacientes (44,4%) no
presentaron otros GnoC afectos, mientras que 10 pacientes (55,6%) presentaron

otros GnoC metastasicos en la linfadenectomia.
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La técnica OSNA ha sido descrita como un procedimiento estandarizado para el
estudio intraoperatorio del ganglio linfatico en su totalidad, evitando asi errores de
muestreo. Los estudios de validacién de la técnica OSNA publicados hasta la
fecha son consistentes, y la describen como una herramienta confiable,
reproducible, sencilla y de alta precision para la evaluacion intraoperatoria del
estado del GC en pacientes con cancer de mama.l'%% 197198 De hecho, diferentes
instituciones han introducido la técnica OSNA en la practica clinica diaria fuera de
ensayos clinicos.l®”" %7 108 1101 g sensibilidad es comparable a la observada
mediante el estudio por secciones multiples convencional y significativamente
mas alta que la descrita mediante la impronta citolégica,!'%% %" 1% con una mayor

sensibilidad para la detecciéon de micrometastasis.!'?”!

Los resultados de los diferentes estudios de validacion de la técnica OSNA
muestran una alta especificidad y sensibilidad en comparacién con la histologia
convencional, como demuestra un reciente meta-analisis realizado con los
articulos publicados hasta el momento donde se describe una especificidad del
0,98 (IC 95%: 0,96-1,00) y una sensibilidad del 0,87 (IC 95%: 0,81-0,93) con un
valor predictivo negativo del 0,99.1'*! La tasa de falsos negativos se encuentra
dentro del limite del 10% generalmente tolerada (8,3%).'%? El tiempo que
conlleva la reaccion molecular de amplificacion y los resultados semicuantitativos
de CK19 obtenidos, que permiten la diferenciacion de macrometastasis y
micrometastasis, hacen de la técnica OSNA una herramienta adecuada para la

evaluacién intraoperatoria de GC.[°% 98!

Los resultados de la primera fase de nuestro estudio demuestran que la técnica
OSNA se compara favorablemente con la técnica convencional en cuanto a que
no hay diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de pacientes con
GC estudiados por técnicas convencionales o por OSNA. En nuestra serie hemos
encontrado una tasa similar de micro y macrometastasis en el GC analizados por
OSNA en comparacion con la técnica convencional. De las metastasis detectadas
mediante la técnica OSNA, el 56,5% eran macrometastasis y el 43,5%
micrometastasis, en comparacién con las detectadas mediante la técnica

convencional donde el 58,8% eran macrometastasis y el 41,2% micrometastasis;
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estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0,17). Esto
demuestra que los dos métodos tienen tasas de deteccion comparables. Este
dato es importante pues permite la validacién de la técnica OSNA para el estudio
de los GC en cancer de mama.

En nuestro estudio tampoco hemos encontrado diferencias estadisticamente
significativas en la estadificacion del cancer de mama en funcion de las diferentes
técnicas de estudio de los GC, asi como no habia diferencias en la distribucion de
los subtipos moleculares dependiendo de la técnica de estudio del GC realizada.

La introduccion de la técnica OSNA en el estudio del GC ha ido surgiendo por la
necesidad de homogenizar los resultados del estudio anatomopatolégico del GC.
Desde la descripcion de la técnica del ganglio centinela en pacientes con cancer
de mama en 1993 ha sido dificil llegar a un consenso sobre la estandarizacién de
la evaluacion anatomopatologico del GC. Las controversias y discrepancias del
estudio histologico del GC llevé en 2003 al European Working Group for Breast
Screening Pathology a revisar los diferentes protocolos utilizados entre las
instituciones europeas, encontrando muiltiples diferencias entre ellas.”® Con lo
cual, el examen histolégico intraoperatorio convencional no esta estandarizado,
incluso es limitado en su capacidad para detectar metastasis debido a la
evaluacion parcial del ganglio. Y este es uno de los puntos que la técnica OSNA

puede mejorar.

5.1 Estandarizacién del estudio anatomopatolégico del ganglio

centinela: primera ventaja de la técnica OSNA

El estudio molecular realiza la evaluacién completa del ganglio en forma rapida,
segura y reproducible otorgando un resultado semicuantitativo que a partir de un
limite de cohorte preciso preestablecido permite la diferenciacion de metastasis
ganglionares de significado clinico.
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Gracias a estas caracteristicas la técnica OSNA permite que los resultados del
estudio de los ganglios centinela sea comparable entre diferentes instituciones,
mediante la distincion de los mismos como OSNA-negativos, OSNA-
micrometastasis U OSNA-macrometastasis; evitando asi las diferencias
interobservador que se generan con el estudio anatomopatolégico convencional.
Este beneficio es particularmente importante para la diferenciacion de
micrometastasis y macrometastasis de pequefio tamafno, dada la dificultad de su
diagndstico mediante el estudio convencional, demostrado por la presencia de
protocolos dispares y heterogéneos entre las diferentes unidades de Anatomia
Patologica.® La dificultad de la técnica convencional viene dada principalmente
por la interpretaciéon y medicion, en las secciones seriadas de las lesiones que
comprometen al ganglio en forma tridimensional, obteniendo un resultado en mm,
cuando en realidad se trata de una lesion volumétrica; por esta razén la medicion
semicuantitativa de CK19 de la técnica OSNA estaria representando los mm?® de

una lesién metastasica.*® 1>

En este estudio de cohortes, la técnica OSNA identifico afectacion metastasica del
GC en el 35,3% de las pacientes, una frecuencia similar a la apreciada mediante
la técnica convencional que identifico afectacion del GC en el 26,4% de las
pacientes, diferencia sin significacion estadistica, similar a lo publicado en otras
series."" "2 Se ha reportado en algunos estudios que la tasa de
micrometastasis detectadas por OSNA es mayor que la detectada por histologia
convencional.'% "% En nuestra serie la frecuencia de micrometastasis en el GC
detectadas por la técnica convencional fue de 10,9% (33/303), y mediante la
técnica OSNA de 15,3% (47/306) y la diferencia fue estadisticamente no
significativa (p=0,17).

Cuando valoramos si la afectacion de los GnoC en las pacientes con GC positivo
estaba influida por las diferentes técnicas de analisis de los GC, la afectacion de
los GC mediante la técnica OSNA en micrometastasis y macrometastasis se
correlaciond con la frecuencia de GnoC afectos en la linfadenectomia
complementaria. De esta manera, el 17,7% (8/45) de las pacientes presentaba
otros GnoC afectos después de micrometastasis en el GC obtenido a partir de la
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técnica OSNA vy el 36% (22/61) presentaba otros GnoC afectos después de un
resultado de macrometastasis en el GC (p=0,08). En general nuestros resultados
son equivalentes a otros estudios publicados con técnicas convencionales donde
el riesgo de presentar otras metastasis axilares después de macrometastasis en
el GC fue del 40%!"*® 3y del 15% después de micrometastasis en el GC.!"3 13
Por otro lado, dependiendo del volumen tumoral de la micrometastasis, la
frecuencia de GnoC afectos fue del 10% en micrometastasis entre 0,2-1 mm!"*"ly

del 20% en micrometastasis entre 1-2 mm.["38

En la BSGC en estadios precoces de cancer de mama se ha demostrado que el
GC es el Gnico ganglio positivo en la 2/3 partes de las pacientes.* '3 En nuestro
estudio comprobamos que independientemente de la técnica utilizada para
analizar el GC, en 62 pacientes (77,5%) en el grupo convencional y en 80

pacientes (74,1%) en el grupo OSNA el GC era el unico ganglio positivo.

5.2 Resultado definitivo intraoperatorio: segunda ventaja de la
técnica OSNA

En el estudio intraoperatorio de los GC por técnicas convencionales, bien por
impronta citologica 6 por estudio de corte por congelacién, se ha demostrado que
existen falsos negativos. Estos falsos negativos, en general se producen en
pacientes con micrometastasis, tumores bien diferenciados y en el carcinoma
lobulillar infiltrante.®®#? Esto implica que cuando existe un falso negativo en el
estudio intraoperatorio, el resultado de la afectacién del GC se obtiene una vez
realizado el estudio anatomopatologico definitivo mediante cortes seriados. Por
consiguiente, la linfadenectomia axilar complementaria se ha de realizar en un
segundo tiempo sometiendo a la paciente a dos intervenciones quirurgicas. De
hecho, en nuestro estudio en el 35,1% de las pacientes en las cuales el estudio
intraoperatorio del GC se realizd6 mediante la técnica convencional, la

linfadenectomia complementaria se realizé en una segunda intervencion.
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Este enfoque en dos tiempos conlleva un aumento de los costes del sistema de
salud, como asi también aumento de la morbilidad del paciente (segunda
anestesia general, riesgo potencial de complicaciones intraoperatorias y
postoperatorias, y mayor tiempo de convalecencia).l''® % %1 No es de extrafiar
que la linfadenectomia axilar es la alternativa menos costosa para la
estadificacion axilar de pacientes con cancer de mama cuando se la compara con
la BSGC, ya que esta ultima requiere equipo (cirujanos entrenados en la técnica

quirdrgica) y material especializado (medicina nuclear).!""!

Desde el punto de vista estrictamente econdmico, el estudio de cortes por
congelacion para la deteccion intraoperatoria de metastasis en los GC es
probablemente la parte mas importante de la técnica del GC. Se trata de un
procedimiento caro debido a la carga de trabajo considerable en el laboratorio de
anatomia patologia pero que permite realizar la linfadenectomia axilar
complementaria en la misma operacion. Un resultado falso negativo conduce a la
re-intervencion aumentado los costes del tratamiento quirurgico. En el estudio de
Ronka et al,"*% el analisis de sensibilidad revelé que el estudio de cortes por
congelacion del GC parece ser econdmicamente rentable, siempre y cuando la
tasa de falsos negativos no supere el 35%.

Otra de las principales ventajas de la técnica OSNA es que, al tener el resultado
definitivo intraoperatorio, permite evitar el retraso del inicio de las terapias
adyuvantes.!"*" "2 En |a primera fase de nuestro estudio, se observa que el 100%
de las linfadenectomias complementarias después de GC positivos identificados
mediante la técnica OSNA se realizé en el mismo acto quirurgico.

5.3 Desventajas de la técnica OSNA

La técnica OSNA requiere que el ganglio entero se procese. De forma que se
evaluan los ganglios linfaticos de forma completa obteniendo un resultado
semicuantitativo de ARNm de CK19 expresado en el numero de copias por uL

para la deteccion de metastasis ganglionares. Esta homogenizacion completa del
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ganglio linfatico implica no tener tejido para realizar el estudio morfolégico del GC.
Esto hace que determinados parametros del estudio morfolégico se pierdan, tales
como el tamafo, la localizacién y el patron de la metastasis en los ganglios
linfaticos, la extensién extracapsular de una metastasis 6 el grado de regresion

después de la terapia neoadyuvante.

La falta de material para la realizacion de estudio morfologico del ganglio
centinela cobra especial importancia en aquellas pacientes que simultaneamente
presentan dos tumores que pueden tener afectacion al mismo grupo ganglionar.
El caso de que ambos tumores malignos puedan comprometer el mismo sitio se
denomina "Collision tumor"."** Esta situacién se han descrito en las siguientes
circunstancias: 1) cuando dos carcinomas generan metastasis separadas al
mismo ganglio linfatico; 2) cuando un carcinoma genera metastasis a los ganglios
linfaticos afectos de enfermedades linfoproliferativa,'*" ¢ 3) cuando el tumor
genera una metastasis en otro tumor. En el caso de cancer de mama, los tumores
malignos sincronicos reportados con mas frecuencia incluyen la leucemia
linfocitica cronica, la leucemia mieloide aguda, el feocromocitoma y el melanoma
maligno.!"*! Otro tipo de lesiones que pueden identificarse en el ganglio centinela
son lesiones no tumorales como sarcoidosis o tuberculosis, situaciones también
poco frecuentes. Por todo lo anterior se recomienda realizar una impronta
citolégica de la porcidn central de los ganglios centinela estudiados por la técnica
OSNA con el objetivo de realizar un estudio morfolégico minimo del mismo. La
fijacion del tejido graso periganglionar podria ser un sustituto para comprobar si
hay extensién extracapsular, cuando el resultado del GC es positivo.!'*

En nuestra serie no se han identificado otras lesiones morfologicas de relevancia
en las improntas citologicas de los GC realizadas antes del procesamiento del
mismo para ser analizado mediante la técnica OSNA, ni extension extracapsular
en la grasa periganglionar del GC resecada previa al procesamiento dato debido

probablemente al tamafio muestral.

Como hemos explicado en la introduccidn, esta técnica se basa en la
determinacidén semicuantitativa de ARNm de CK19, por tanto, cabria preguntarse
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si todos los canceres de mama expresan la CK19. Se ha demostrado que el 98%
de los canceres de mama expresan la proteina CK19.'*®! Un reciente estudio
realizado en pacientes con tipos menos frecuentes de cancer de mama
(carcinomas micropapilares, mucinosos, apocrinos, tubulares, medulares y
carcinomas mixtos) ha demostrado que el 100% de los mismos presenta
inmunoreactividad a la CK19 mediante microarrays después de repetir la
inmunotincion en todo el tejido tumoral cuando hay expresion focal de la misma
en la biopsia. Los autores concluyen que la técnica OSNA podria utilizarse en

cualquier tipo de cancer de mama con una probabilidad de falso negativo baja.l'®!

Estos hallazgos son importantes tenerlos en cuenta ya que la evaluacion
preoperatoria de la CK19 en el tumor primario se realiza en una muestra del
mismo, la mayoria de las veces a partir de material obtenido mediante biopsia con
aguja gruesa. Por otro lado, otros autores sugieren que la técnica OSNA puede
detectar ARNm de CK19 incluso en aquellos tumores que presentan estudio por
IHQ negativo para CK19.°°! En nuestro estudio, todas las pacientes presentaban
inmunotincion positiva para CK19 en la biopsia del tumor primario, salvo 1 de 306
(0,32%) en la cual la inmunotincion para CK19 en el trucut diagnéstico fue
negativa y después del estudio del GC mediante la técnica OSNA se reevaluo la
misma en el tumor resecado identificando inmunoreactividad para CK19 mediante

técnicas de microarrays.

Se ha descrito que la técnica OSNA puede sufrir inhibicién del proceso lo que no
permite categorizarse si se trata de OSNA + u OSNA ++ debido a una
interferencia en la reaccion molecular. Durante la realizacion de nuestro estudio
no se han presentado reacciones inhibidas de la técnica OSNA. Por otra parte, el
lisado obtenido de la homogeneizacion de los GC debe almacenarse a -70°C, lo
que parece suficiente para la preservacion del ARNm (se sabe que de esta forma
el ARNm puede ser almacenado varios afios), para poder asegurar un nuevo

analisis de la muestra si fuera necesario.
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5.4 Implicaciones de la carga tumoral total

Una vez establecida la validacién de la técnica OSNA en nuestro estudio, el
siguiente paso es analizar la carga tumoral en los GC determinada por OSNA y
valorar las implicaciones de la misma en relacion a la afectacion de ganglios no

centinela y su posible valor predictivo.

El punto de corte de CK19 determinado por Tsujimoto el al.®*! en el estudio clinico
de desarrollo de la técnica OSNA que permite la diferenciacidon entre
macrometastasis y micrometastasis so6lo proporciona informacion sobre la
cantidad de carga tumoral de cada GC positivo relacionado con el tamarfo
patolégico convencional de la metastasis del GC. Este grupo de investigadores
examino sistematicamente nueve ganglios linfaticos con depdsitos metastasicos
derivados de nueve pacientes con cancer de mama, y midié el numero de copias
de ARNm de un depdsito metastasico de 8 mm?® (forma no especificada en el
articulo original) para identificar la correlacion del numero de copias de CK19 y el
tamano histopatolégico de las metastasis en el GC. Este numero de copias vario
entre 4700 y 140.000/ul. Basandose en estos datos, el punto de corte para
macrometastasis se fijo en 5000 copias/pl.

Este punto de corte nos sirve para dividir las pacientes con macro vy
micrometastasis y hacer la validacion en la Fase |, pero es diferente al concepto
que definimos de la TTL de los ganglios centinela. La determinacion
semicuantitativa de la TTL de los GC a partir de la cuantificaciéon de la CK19 como
herramienta predictiva es una ventaja de la técnica OSNA sobre la anatomia
patolégica convencional. Hemos demostrado con el presente estudio que la TTL
obtenida de la sumatoria de la CK19 de los ganglios centinela positivos es una
herramienta predictiva de metastasis adicionales de GnoC que se comporta como
variable independiente. Basados en estos resultados, se establecié un punto de
corte de la TTL que permite predecir la presencia de metastasis adicionales en los
GnoC que pueda tener utilidad clinica para la toma de decisiones de completar o

no el tratamiento quirurgico mediante una linfadenectomia axilar.
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En nuestra cohorte de pacientes, cuando la TTL fue menor de 120.000 copias/uL
(1,2x10°), la probabilidad de no encontrar mas ganglios afectos en la
linfadenectomia complementaria fue del 80%, con una especificidad del 85%.
Esto se traduce en que, utilizando este punto de corte, 81 pacientes (77%) no
tenian mas ganglios linfaticos afectos en la LA complementaria, y que solo 17
pacientes (21%) tenian metastasis ganglionares adicionales en la LA. Por otro
lado, cuando la TTL fue mayor de 120.000 copias/uL (1,2x10°), 13 pacientes
(54%) tenian ganglios linfaticos metastasicos adicionales en la linfadenectomia

axilar complementaria.

Hemos evaluado si algunos factores prondsticos del tumor primario podrian tener
un impacto en estos resultados, y mediante el estudio multivariado se evidencio
qgue solo el estado de los receptores hormonales influian en la prediccion en forma
estadisticamente significativa. En los pacientes con RH positivos, cuando la TTL
fue menor de 500.000 copias/pL (5x10°), la probabilidad de no encontrar mas
ganglios afectos en la linfadenectomia complementaria fue del 84%, con una
especificidad del 87%. Por otro lado, cuando la TTL fue mayor de 500.000
copias/uL (5x10°), el 56% de los pacientes tenian ganglios linfaticos metastasis
adicionales en la linfadenectomia axilar complementaria. Estos resultados
sugieren que en pacientes con receptores hormonales positivos y mayor TTL la
posibilidad de tener GnoC positivos en la axila no es despreciable.

Otros estudios también han evaluado el valor predictivo del GC analizado por
OSNA [147]. Ohi et al."® han demostrado que a mayor nimero de copias de
ARNm de CK19 se correlaciona significativamente con cuatro o mas metastasis
axilares, definiendo como punto de corte un valor igual o mayor de 100.000
copias/uL (1,0x10°). En este estudio la frecuencia de metastasis del GC, OSNA +
y OSNA++, fue del 19,3% y 53,4% respectivamente. Llama la atencién la
frecuencia de afectacién axilar en pacientes estudiadas mediante la BSGC, en
teoria con ganglios clinicamente negativos. En nuestra serie, el 15.4% de las
pacientes presentaron OSNA+ y 19.9% OSNA++. Por otro lado en el estudio de
Ohi et al.l"*® |a frecuencia de cuatro o mas metastasis ganglionares en los GC
OSNA + y OSNA ++ fue del 7% y 27,4%, respectivamente. Sin embargo, este
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estudio no informa como se obtiene el numero de copias que describen como
punto de corte, si es de una unica metastasis del GC, o es una sumatoria como
nuestro trabajo, tampoco realiza un estudio comparativo con el numero de GC
afectos como variable de prediccion. En este mismo sentido, otros ensayos han
evaluado las implicaciones probables de la determinacién de la carga tumoral de
los GC con OSNA. La evaluacion mas precisa de la carga tumoral en el GC
proporcionaria una valiosa herramienta para la evaluacién de la categoria de
riesgo de los pacientes con cancer de mama y, a su vez para definir la terapia
oncoldgica.l'" Por otro lado el estudio multicéntrico espafiol, en el que participa
nuestro grupo, determiné que la carga tumoral del GC es una herramienta
estandarizada y automatizada que permite predecir el estado de los ganglios
axilares en forma independiente y con mayor precision que el numero de ganglios

centinela afectados.!'*”

Si bien la cantidad de ganglios centinela afectos es una variable independiente de
prediccion de otros GnoC afectos, y de hecho se utiliza en los diferentes

"8 en nuestra

nomogramas de prediccion como variable independiente,!'""
cohorte de pacientes, el numero de GC positivos (1 6 2) no muestra diferencias
estadisticamente significativas en el analisis univariado, pero que sugiere que el
valor de la TTL es mejor predictor del estado de los ganglios no centinela que el

numero de GC positivos por la técnica convencional.

Por otro lado, el valor prondstico de la TTL es aun desconocido. Si bien el numero
de ganglios axilares afectos es un factor pronostico demostrado y que queda
reflejado en la modificacion del estadio de la enfermedad segun el TNM,?*! no hay
datos de supervivencia global, supervivencia libre de enfermedad ¢ recurrencia
locorregional cuando se valora la TTL. Nuestra hipétesis para futuros estudios es
que pacientes con 3 0 mas ganglios axilares afectos pero con baja TTL tendrian
mejor pronostico que pacientes con 1 6 2 ganglios afectos con altas TTL.

Por otro lado, el ensayo clinico Z0011 no encontré que el numero de GC positivos
(bien 1, 2 3 6 mas) sea un predictor de recidiva de manera independiente, lo que
podria sugerir que estaria justificado prescindir de la linfadenectomia axilar
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complementaria en pacientes con GC positivos, independientemente del numero
de GC resecados.™ Si esta afirmacion fuera cierta, la TTL como factor
prondstico independiente probablemente tenga mayor impacto como predictor de

recurrencia locorregional.

5.5 Perspectiva actual sobre la linfadenectomia axilar en el

cancer de mama precoz

En la primera década del 2000 se han generado diferentes modalidades para
tratar de identificar en qué pacientes puede evitarse la LA cuando el GC es
positivo, teniendo en cuenta que en este grupo de pacientes, entre el 40 al 60%
no tendra mas ganglios afectos en la LA.""™! Es por esto que en esa época se
evidencia una tendencia hacia la omision LA complementaria en pacientes
seleccionados. En el analisis de la base de datos SEER (Surveillance,
Epidemiology, and End Results) entre 1998 y 2004, hasta en el 16% de los
pacientes con GC positivos no se realizd6 LA complementaria tendencia que se
observa principalmente en pacientes mayores, 6 pacientes con tumores de bajo
grado, o con receptores de estrogenos positivos. Considerando sélo los pacientes
con micrometastasis, la proporcion tratada solo con GC aumenté del 21 al
38%."°" De manera similar, la revisién de la NCDB (National Cancer Data Base)
americana entre 1998 y 2005 revel6 que en el 20,8% de los pacientes con GC
positivo no se realizé LA complementaria.'”"! Con una media de seguimiento de
poco mas de cinco afos, no hubo diferencias en las tasas de recurrencia axilar o
supervivencia para los pacientes que se sometieron a GC exclusivo comparado
con aquellos tratados mediante GC seguido de LA. Estos datos sugieren que en
determinado grupo de pacientes no hacer una LA después de GC positivo no

tendria impacto en la supervivencia 6 en la tasa de recurrencia locorregional.

La identificacion de qué pacientes con GC positivos podrian beneficiarse de no
realizar la LA complementaria ha generado gran debate. Multiples estudios han
identificado diferentes caracteristicas del tumor primario y del GC metastasico
como predictores de GnoC afectos en los cuales la LA estaria justificada. Dentro
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de estos estudios el metaandlisis de van la Parra et al,'""® 6 los modelos
matematicos 6 nomogramas del MD Anderson''® 6 del Memorial Sloan-
Kettering,"'"! se validaron para su utilizacién como ayuda en la toma de decision
de completar o no la LA. Uno de los factores mas importantes de la mayoria de
estos modelos de prediccién de metastasis axilares en pacientes con GC positivo
es el tamano de la metastasis del GC por histologia convencional. Por lo que
independientemente del tipo de estudio anatomopatoldgico, lo importante es que
la cantidad de tumor en los ganglios centinela (bien por técnicas convencionales o
bien por técnica molecular) es un factor predictivo de la afectacion de los ganglios

no centinela en la axila.

Cuando se realiza el estudio anatomopatolégico convencional, como hemos
descrito en la primera fase del estudio, muchas de las decisiones acerca de la
realizacion o no de una linfadenectomia cuando el GC es positivo se toman
después de cirugia, cuando la anatomia patologia definitiva del tumor mamario y
del GC se ha completado. Con la incorporacion de la técnica OSNA, calculando la
TTL intraoperatoria de los GC positivos se podria generar un modelo de
estimacion de metastasis adicionales de GnoC como herramienta predictiva para
su utilizacién intraoperatoria, de hecho en la segunda fase de nuestro estudio
hemos valorado con qué TTL predecimos el estado de los GnoC.

A partir del afio 2010 se han publicado estudios con mayor nivel de evidencia
sobre la seguridad oncolégica de la no realizacion de LA en un determinado
grupos de pacientes con cancer de mama. El ensayo clinico Z0011 de la
ACOSOG (American College of Surgeons Oncology Group) disefiado para
evaluar el riesgo de recidiva locorregional y la supervivencia global de pacientes
con cancer de mama en estadio clinico T1-T2 con metastasis en 1 6 2 ganglios
centinela detectadas mediante la técnica de H&E, tratadas con cirugia
conservadora de la mama, radioterapia mamaria y terapia sistémica adyuvante y
randomizadas a la realizacidn de una linfadenectomia axilar versus no terapia
axilar (ni LA ni radioterapia) demuestra que la LA complementaria en este grupo
de pacientes no mejora la recidiva local ni la supervivencia con respecto a los

pacientes con una LA'"? '?l En este ensayo clinico, el 70% las pacientes
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incluidas tenian tumores menores de 2 cm, el 83% expresaban receptores de
estrogenos y el 35% solo tenia una micrometastasis en el ganglio centinela. El
27% de las pacientes del grupo con LA tenia metastasis ganglionares adicionales
identificadas en la evaluacion histopatoldgica de la diseccidn axilar, por lo que se
asume que las pacientes asignadas al brazo de GC exclusivo presentaban la
misma frecuencia de metastasis de ganglios no centinela que no fueron
resecadas. Con una media de seguimiento de 6,3 anos, no hubo diferencias
estadisticamente significativas en la recidiva local (1,8% en el grupo GC solo
versus 3,6% en el grupo GC+LA), recidiva axilar ipsilateral (recurrencia
locorregional, un 0,9% en el grupo GC solo versus 2,5% en el grupo de GC+LA),
ni diferencias en la supervivencia global (92,5% en el grupo de GC solo vs. el
91,9% en el grupo con GC+LA), ni en la supervivencia libre de enfermedad (83,8
% en el grupo de GC solo vs. el 82,2 % en el grupo con GC+LA)."®! Estos
resultados sugieren que la cirugia axilar no seria necesaria seguir realizandola en
pacientes con uno o dos GC positivos que cumplen los criterios de inclusion del
Z0011.

En el mismo sentido, el estudio IBCSG 23-01, de fase 3 y de no inferioridad,
multicéntrico y aleatorizado, demostré que la LA podia evitarse en pacientes en
estadios tempranos de cancer de mama con micrometastasis en el GC."*? En
este estudio, se incluyeron pacientes con axila clinicamente negativa y tumor
primario de 5 cm o0 menos, en los que el GC tenia una 0 mas micrometastasis sin
extension extracapsular; y fueron randomizadas a la realizacion de LA
complementaria vs. no tratamiento axilar. Los resultados demostraron que la
supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios fue 87,8% (IC del 95%: 84,4 -
91,2) en el grupo sin diseccion axilar y 84,4% (IC del 95%: 80,7 — 88,1) en el
grupo con diseccion axilar (p=0,16); con un HR de no inferioridad de 0,78 (IC del
95%: 0.55 — 1,11) sin diseccion axilar vs diseccién axilar (p=0,0042). Es de
destacar que en este estudio el tratamiento quirargico del tumor primario se

realiz6 mediante mastectomia en el 9 % de las pacientes incluidas.

Estos hallazgos han cambiado la practica clinica habitual en el manejo de estos

pacientes en la mayoria de las instituciones.["®® Sin embargo, aunque algunas
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guias clinicas actuales recomiendan aun como practica estandar completar la
linfadenectomia axilar en pacientes con metastasis del GC, otras ya han incluido
los resultados de estos estudios para no hacerlo.[** " Por otro lado, el grupo de
expertos de la decimotercera Conferencia Internacional de Cancer de Mama de
St. Gallen evalud y aprob6 las nuevas evidencias sustanciales en los aspectos de
las terapias locales y regionales para el cancer de mama precoz, en particular
sobre cirugia menos extensa a nivel de la axila. En esta ultima edicion se
concluy6 que la LA puede omitirse con seguridad en pacientes con uno o dos
ganglios centinela positivos después de la cirugia conservadora de la mama
cuando se planea radioterapia de toda la mama y terapia sistémica. En los otros
grupos como aquellas pacientes con tres o mas ganglios centinela metastasicos,
o si los ganglios estan afectados clinicamente antes de la cirugia (confirmado por
biopsia), la linfadenectomia axila es obligada.l'® Por lo cual, omitir la LA en el
grupo de pacientes del Z00011 permitiria evitar la morbilidad asociada a la misma
sin afectar al resultado oncologico.

No obstante, se ha generado gran debate sobre la aplicabilidad de los resultados
del estudio Z0011 en los subgrupos de pacientes que estaban infra representados
o no definidos en el ensayo. Todas estas cuestiones relacionadas han sido
ampliamente discutidas en diferentes articulos o foros de expertos, sin embargo
hay aun un grupo determinado de pacientes que cumplen los criterios de inclusion
del Z0011 en los que se realiza LA complementaria, como lo demuestran incluso
algunos autores del propio estudio Z0011. Caudle et al.,!"*"! realizaron un estudio
comparativo de la era pre y post-Z0011 en el que demuestra que en la era pre-
Z0011 el 85% de las pacientes se realizaba la LA complementaria comparado con
la era post-Z0011 donde solo se realizaba en el 24%, una diferencia
estadisticamente significativa. En la era post-Z0011 los cirujanos eran mas
propensos a realizar LA complementaria en pacientes con tumores de mayor
tamano (1,5 vs 2,2 cm; p=0,001), con histologia lobulillar (p=0,01), en los que
resecaban escasos GC (1 vs. 3 GC), en las que presentaban metastasis de GC
de mayor tamafio (4 vs. 2,5 mm), en las que presentaban extension extracapsular
(p=0,16) 6 en aquellas con alta probabilidad de presentar GnoC afectos por el
nomograma del MD Anderson (p=0,03).
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Por lo cual hay un grupo de pacientes en los que, ya sea porque son de alto
riesgo O porque estan infra representados por la poblacién del Z0011, donde hay
debate acerca de realizar la LA después de GC positivo. En este sentido, la TTL
del GC obtenida en forma intraoperatoria por OSNA como herramienta de
prediccion de otros GnoC afectos podria utilizarse como guia para orientar la

decision quirurgica de este grupo de pacientes.

Otro debate surgido a raiz de la publicacion del Z0011 es la necesidad de
realizacién del estudio intraoperatorio del GC. Aunque el estudio intraoperatorio
se ha reducido desde la aparicion del Z0011 (se ha publicado que ha disminuido
del 69% en la era pre-Z0011 al 29% posterior), aun se realiza en los pacientes
mas jovenes, con mayor tamafno tumoral, con histologia ductal, 6 con tumores de
alto grado histoldgico.l"*"! Esto es valorando la técnica patoldgica convencional,
pero si consideramos que todavia hay pacientes que no estan incluidos en el
Z0011 o que estan infra representados, el valor de la TTL puede sernos util para
analizar la prediccidn del estado de los GnoC. Es por ello que la evaluacion
intraoperatoria de la carga tumoral total sigue siendo util en la practica clinica
diaria, ya que proporciona informacion predictiva adicional a considerar en
algunos grupos de pacientes, permitiendo que la decision de completar la cirugia
axilar se realice en la misma intervencion con la mayor informacion disponible

posible.

5.6 La Carga Tumoral Total como herramienta de prediccion

En nuestro estudio el poder de discriminacion de la TTL obtenida a partir de la
técnica OSNA fue cuantificada mediante la curva ROC medida por el area bajo la
curva (AUC). ElI AUC proporciona una medida de si la clasificacion relativa de
predicciones individuales esta en el orden correcto. La TTL, como herramienta
predictiva de GnoC afectos, presenta un AUC de 0,71 (IC del 95%, 0,59 — 0,83).
Segun nuestros resultados, el poder de discriminacién de prediccién considerando
la TTL como variable unica e independiente se compara favorablemente con el

AUC de nomogramas!'" "® desarrollados para predecir las metastasis de GnoC
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en pacientes con GC positivo en los que se utilizan multiples variables
anatomopatologicas. Al evaluar la TTL en nuestra cohorte de pacientes, solo el
21% de los pacientes hubiera presentado metastasis ganglionares axilares
adicionales si no se hubiera realizado la LA complementaria comparado con la
frecuencia del 27% descrita en el estudio Z0011.

Al evaluar la frecuencia de GnoC afectos después de presentar GC positivos
dependiendo de la técnica de evaluacién histolégica del GC, Castellano et al.,!'™
demostré que la tasa de metastasis en la LA después de GC positivo no fue
significativamente diferente cuando se compararon los pacientes en el grupo de la
técnica OSNA con la histologia convencional. En nuestra serie, el 28,6% de las
pacientes evaluadas mediante la técnica convencional presentaban GnoC afectos
en la LA, comparado con el 22% de las pacientes evaluadas mediante la técnica

OSNA, diferencia no estadisticamente significativa (p=0,74).

Es de destacar que a partir de nuestros resultados evidenciamos que la
prediccion de la TTL en determinar los GnoC afectos se comporta en forma
directamente proporcional en el caso de las macrometastasis en el GC
(macrometastasis con mayor TTL presentan mayor probabilidad de presentar
GnoC afectos) con un OR de 1,93 (IC 95%: 1,08 — 3,43), mientras que en el caso
de las micrometastasis en el GC, la TTL se comporta de forma constante,
independientemente del numero de copias con un 0,63 (IC 95%: 0,08 — 4,52).
Estos datos son comparables con lo publicado recientemente en la
bibliografia.!'*®!

Nuestro estudio tiene las limitaciones de cualquier otro estudio de cohortes que
con frecuencia estan sujetos a sesgos. Otra limitacion es la implicacion clinica de
la TTL en la manera de gestionar quirdurgicamente pacientes con GC positivos y la
repercusion prondstica que esto conlleva. Para resolver estos interrogantes seria
necesario disefiar nuevos estudios en los cuales a partir de la TTL se tome la
decision de realizar o no la LA complementaria y evaluar prospectivamente el
efecto de dicha intervencidon con el prondstico de las pacientes en términos de

tasa de recurrencia locorregional y supervivencia global. En los mismos términos
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disefiar un nomograma que incluya como variable la TTL y de la misma forma

determinar el efecto del mismo a nivel prondstico.

5.7 Influencia de la expresion génica del tumor primario en la

diseccion axilar

En los ultimos afios se ha determinado la expresion génica de los tumores de
mama a partir del analisis de microarrays de ADN caracterizando los mismo
segun los diferentes patrones de expresién génica.l'**! Como resultado de esto se
han clasificado los canceres de mama en funcién del prondstico y del valor
predictivo de dichos perfiles.['*> *°1 Y estos perfiles de expresién génica se estan
utilizando para determinar la necesidad de tratamiento adyuvante adicional de

pacientes con cancer de mama.

Dentro de estos estudios de perfiles génicos estan los subtipos moleculares.['?*!
Cuando analizamos la influencia de la determinacion histologica (convencional vs.
molecular) del GC en funcion de los subtipos, encontramos en nuestro estudio
que no hay diferencias significativas en cuanto a la afectacién del GC. Ademas al
analizar si los subtipos moleculares influian como factor de prediccion de GnoC
afectos en relacion con la TTL, no se evidenciaron diferencias estadisticamente

significativas en el estudio univariado.

Por otro lado, si la expresion génica de los tumores puede ser utilizada para la
seleccion de pacientes que se beneficiarian o no de una LA aun estad por
determinar. En este sentido, los resultados de ensayos clinicos en marcha
permitiran identificar si pacientes con bajo riesgo molecular de recidiva, derivado
de firmas génicas, y determinar si se beneficiarian o no de tratamiento
hormonoterapico adyuvante +/- quimioterapia independiente del numero de
ganglios linfaticos axilares positivos."® En la actualidad, la informacion que
proporcionan los perfiles de expresion génica de los tumores no tiene un impacto

en el manejo quirurgico de los pacientes.
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. La comparacion de las dos poblaciones de estudio (la cohorte de casos
estudiada mediante la técnica OSNA y la cohorte control estudiada
mediante la técnica convencional) no demostraron diferencias significativas
en cuanto a las caracteristicas generales de las pacientes como a las

caracteristicas generales de los tumores.

. La comparacion de la tasa de deteccion de ganglios centinela negativos o
positivos mediante técnica convencional, con la tasa de deteccion de la
técnica OSNA, no demostro diferencias estadisticamente significativas. La
tasa de deteccion de ganglios centinela negativos fue: 73,6% mediante la
técnica convencional y del 64,7% mediante la técnica OSNA; y la tasa de
ganglios centinela positivos fue: 26,4% mediante la técnica convencional y
del 35,3% mediante la técnica OSNA.

. En nuestra serie hemos encontrado una tasa similar de micro y
macrometastasis en el GC analizados por la técnica OSNA en comparacion
con la técnica convencional. De las metastasis detectadas mediante la
técnica OSNA, el 56,5% eran macrometastasis y el 43,5% micrometastasis,
en comparacion con las detectadas mediante la técnica convencional
donde el 58,8% eran macrometastasis y el 41,2% micrometastasis; estas

diferencias no fueron estadisticamente significativas.

. El estudio intraoperatorio del GC mediante la técnica OSNA permitiria
reducir la necesidad de una segunda cirugia en el 35,1% de los pacientes.

. Estos resultados permiten la validacion de la técnica OSNA para la
deteccion de metastasis del GC de pacientes con cancer de mama en
estadios precoces.

. La carga tumoral total de los ganglios centinela metastasicos determinada
a partir del resultado semicuantitativo de ARNm de la citoqueratina 19
obtenida mediante la técnica OSNA tiene valor predictivo del estado de
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otros ganglios no centinela axilares con un OR de 1,69 (IC 95%: 1,19 —
2,41).

7. La carga tumoral total de los ganglios centinela afectos determinada
mediante la técnica OSNA se comporta como variable independiente
predictora de otros ganglios no centinela metastasicos de la
linfadenectomia axilar complementaria influenciada solo por los receptores
hormonales con un OR de 0,06 (IC 95%: 0,01 — 0,60) y un area bajo la
curva ROC de 0,7149 (IC 95%: 0,59 — 0,83).

8. El punto de corte elegido de carga tumoral total que presente una
especificidad con un valor predictivo negativo de utilidad clinica de
prediccidn de ganglios no centinela afectos fue de 120.000 copias/uL, que
representa un VPN de 80% y una especificidad de 85,5%, para toda la
poblacion estudiada.

9. El punto de corte de la carga tumoral total en la poblacién con receptores
hormonales positivos que presenta una especificidad con un valor
predictivo negativo de utilidad clinica de prediccion de ganglios no centinela
afectos fue de 500.000 copias/pL, que representa un VPN de 83,7% y una
especificidad de 86,7%.

10.La carga tumoral total de los ganglios centinela metastasicos se considera
una nueva herramienta predictiva que puede ser utilizada en forma
adicional para guiar las decisiones clinicas sobre la realizacion de una
linfadenectomia axilar complementaria en pacientes con cancer de mamay

ganglio centinela positivo.
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ANEXOS

8.1 ANEXO 1: TNM

Tumor primario (pT)
e pT1: tumor menor o igual a 20 mm en su diametro mayor;
» pT1mi: tumor menor o igual a 1 mm en su diametro mayor;
» pT1a: tumor mayor a 1 mm pero menor o igual a 5 mm en su diametro
mayor;
» pT1b: tumor mayor a 5 mm pero menor o igual a 10 mm en su diametro
mayor;
» pT1c: tumor mayor a 10 mm pero menor o igual a 20 mm en su
diametro mayor;
e pT2: tumor mayor a 20 mm pero menor o igual a 50 mm en su diametro
mayor.

e pT3: tumor mayor a 50 mm.

Ganglios linfaticos regionales (pN)
El pN1 se defini6 como la presencia de micrometastasis 6 metastasis en 1 a 3
ganglios linfaticos axilares, y/o en los ganglios de la cadena mamaria interna
detectadas por biopsia del ganglio centinela, sin deteccion clinica. Se dividen a su
vez en:
* pN1mi: presencia de micrometastasis (metastasis > 0,2 mm y/o mas de
200 células pero no mayor a <2 mm);
* pN1a: presencia de metastasis en 1-3 ganglios axilares, incluyendo al
menos una metastasis > 2,0 mm;
* pN2a: presencia de metastasis en 4-9 ganglios axilares, incluyendo al
menos una metastasis > 2,0 mm;
* pN3a: presencia de metastasis en = 10 ganglios axilares, incluyendo al

menos una metastasis > 2,0 mm.
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8.2 ANEXO 2: Tipos histologicos de la OMS.

El tipo histolégico de los tumores fue determinado por el por el Servicio de

Anatomia Patologica, siguiendo la clasificacion actual del cancer invasivo de

mama determinando por la Organizacion Mundial de la Salud:

Carcinoma Ductal Infiltrante
Carcinoma Lobulillar Infiltrante
Carcinoma Tubular

Carcinoma Cribiforme Infiltrante
Carcinoma Medular

Carcinoma Productor de Mucina
Tumores Neuroenddcrinos
Carcinoma Papilar Infiltrante
Carcinoma Micropapilar Infiltrante
Carcinoma Apécrino

Carcinoma Metaplasico
Carcinoma Secretor

Carcinoma Adenoideo Quistico
Carcinoma en Anillo de Sello
Carcinoma Inflamatorio
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8.3 ANEXO 3: Tabla de curva de prediccién en la poblacion total.

TTL Log 10 de la Carga | Sensibilidad Especificidad VPP VPN
10 1,00 100,00 0,00 28,57
100 2,00 100,00 0,00 28,57

500 2,70 90,00 9,33 28,12 69,99
1000 3,00 86,67 24,00 26,12 81,82
2000 3,30 80,00 32,00 24,24 80,00
3000 3,48 80,00 38,67 24,03 82,86
4000 3,60 76,67 45,33 23,03 82,93
5000 3,70 73,33 48,00 22,10 81,82
6000 3,78 73,33 50,67 22,05 82,61
7000 3,85 73,33 50,67 22,05 82,61
8000 3,90 73,33 56,00 21,95 84,00
9000 3,95 73,33 56,00 21,95 84,00
10000 4,00 73,33 60,00 21,89 84,90
15000 4,18 73,33 60,00 21,89 84,90
20000 4,30 70,00 64,00 20,94 84,21
25000 4,40 60,00 66,67 18,15 80,65
30000 4,48 53,33 69,33 16,22 78,79
35000 4,54 53,33 69,33 16,22 78,79
40000 4,60 53,33 72,00 16,19 79,41
45000 4,65 53,33 72,00 16,19 79,41
50000 4,70 53,33 72,00 16,19 79,41
60000 4,78 50,00 76,00 15,19 79,17
70000 4,85 46,67 77,33 14,21 78,38
80000 4,90 46,67 77,33 14,21 78,38
90000 4,95 46,67 80,00 14,19 78,95
100000 5,00 46,67 82,67 14,16 79,49
110000 5,04 46,67 82,67 14,16 79,49
120000 5,08 46,67 85,33 14,14 80,00
130000 5,11 46,67 85,33 14,14 80,00
140000 5,15 46,67 85,33 14,14 80,00
150000 5,18 43,33 85,33 13,17 79,01
160000 5,20 43,33 85,33 13,17 79,01
170000 5,23 43,33 85,33 13,17 79,01
180000 5,26 36,67 86,67 11,20 77,38
190000 5,28 36,67 86,67 11,20 77,38
200000 5,30 36,67 86,67 11,20 77,38
500000 5,70 33,33 88,00 10,20 76,74
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8.4 ANEXO 4: Tabla de curva de predicciéon en la poblaciéon con

receptores hormonales positivos.

TTL Log 10 de la Carga | Sensibilidad Especificidad VPP VPN
100 2,00 100,00 0,00 25,25 73,40
500 2,70 90,00 9,33 25,11 73,42

1000 3,00 90,00 24,00 28,57 87,66
2000 3,30 83,33 32,00 29,28 85,04
3000 3,48 83,33 38,67 31,46 87,29
4000 3,60 80,00 44,00 32,55 86,69
5000 3,70 76,67 46,67 32,69 85,55
6000 3,78 76,67 50,67 34,43 86,54
7000 3,85 76,67 50,67 34,43 86,54
8000 3,90 76,67 54,67 36,36 87,40
9000 3,95 76,67 54,67 36,36 87,40
10000 4,00 76,67 58,67 38,52 88,16
15000 4,18 76,67 58,67 38,52 88,16
20000 4,30 73,33 61,33 39,05 87,19
25000 4,40 73,33 64,00 40,76 87,66
30000 4,48 60,00 68,00 38,78 83,42
35000 4,54 60,00 70,67 40,86 83,95
40000 4,60 60,00 70,67 40,86 83,95
45000 4,65 60,00 70,67 40,86 83,95
50000 4,70 60,00 70,67 40,86 83,95
60000 4,78 56,67 73,33 41,78 83,36
70000 4,85 53,33 76,00 42,88 82,82
80000 4,90 53,33 78,67 45,79 83,31
90000 4,95 53,33 78,67 45,79 83,31
100000 5,00 53,33 81,33 49,11 83,76
110000 5,04 53,33 81,33 49,11 83,76
120000 5,08 53,33 84,00 52,96 84,20
130000 5,11 53,33 84,00 52,96 84,20
140000 5,15 53,33 84,00 52,96 84,20
150000 5,18 53,33 84,00 52,96 84,20
160000 5,20 53,33 84,00 52,96 84,20
170000 5,23 53,33 84,00 52,96 84,20
180000 5,26 50,00 85,33 53,52 83,48
190000 5,28 50,00 85,33 53,52 83,48
200000 5,30 50,00 85,33 53,52 83,48
500000 5,70 50,00 86,67 55,89 83,69
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