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Facultad de Medicina.

Los trabajos que forman parte de la memoria del proyecto de tesis doctoral
pertenecen a la misma linea de investigacion, enmarcada en la definicién y valor
del concepto de Carga Tumoral Total determinada mediante técnicas
moleculares en el ganglio centinela de las pacientes con cancer de mama en
estadios iniciales y su valor clinico. Como resultado de estos trabajos se han
publicado dos articulos originales en la Literatura internacional.







Cierto que casi siempre se encuentra algo, si se mira,
pero no siempre es lo que uno busca

Extracto de “El hobbit”, de J.R.R. Tolkien (1892-1973)
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1.- EPIDEMIOLOGIA:

A nivel mundial, el cancer de mama es la neoplasia maligna mas frecuentemente
diagnosticada, con mas de 1000000 casos/afio, asi como la principal causa de
muerte por cancer en mujeres!. En Europa representa el 23% de los tumores
malignos de la mujer y el 27% en los paises en desarrollo, siendo dos veces mas
frecuente que el cancer de cualquier otra localizacién?3. Sin embargo, la
prevision es que el cancer de mama y colorrectal disminuyan su tasa de
mortalidad en 2015 (-10% y -8%), aunque se prevé un auge del 9% del cancer
de pulmén en mujeres, por lo que probablemente acabe superando las tasas del
cancer de mama (aunque el niumero total de muertes seguira siendo mayor para

el cancer de mama - 90800 vs 87500 -)*.
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Figura 1. Mortalidad por cdncer en mujeres a nivel mundial (a) y en Europa (b). Las

barras verdes corresponden al aifio 2009 y las azules a la prevision para el 2015 (a).

2.- ESTADIFICACION DEL CANCER DE MAMA:

El pronéstico en general de las pacientes con cancer de mama se basa en

diferentes factores, que incluyen a edad al diagndstico, las caracteristicas del
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tumor, el grado de malignidad, la expresion de receptores hormonales y la

presencia de metastasis en los ganglios axilares.

El sistema de clasificacion mas extensamente empleado a nivel mundial es el
TNM publicado por el American Joint Committee on Cancer (AJCC)/Union for
International Cancer Control (UICC)®. En él se tienen en cuenta el tamafio del
tumor (tumor o T), los ganglios axilares regionales (n6dulos o N) y la afectacién
metastasica a distancia (metastasis o M). La T, N y M se combinan para crear 5
estadios clinicos (0, I, II, IIl y IV) que resumen la extension regional (tamafio
tumoral, extensién a piel o pared toracica, afectacion axilar) y las metastasis a
distancia. Esta informacion es importante tanto para la toma de decisiones con
vistas al manejo local como para determinar la necesidad de un tratamiento

sistémico.

La clasificacion TNM se va mejorando en funcion de los nuevos avances en
cancer de mama. De esta forma, desde la introduccion de la biopsia del ganglio
centinela (GC) y el estudio mas detallado del mismo, incluyendo las secciones
seriadas y la inmunohistoquimica, la clasificacion se tuvo que modificar para
incluir en el estadiaje la deteccion de voliumenes cada vez mas pequeios de
tumor en el GC. Una de las limitaciones de la 62 edicidn con respecto al GC era el
sistema de caracterizacion de la carga tumoral basado en el tamafio del clister
de células neoplasicas. Por esta necesidad, en la 72 edicion se incluyé una
clasificacion de las células tumorales aisladas valorando tanto los cluster de
células tumorales como las células tumorales unicas. Otros cambios en la 72
edicion también incluyeron una nueva categoria MO(i+) para designar las células
tumorales circulantes detectadas en la sangre o en la médula Osea, y el
desdoblamiento del Estadio I en IA y IB al diferenciar las micrometastasis en el
GC como IB frente a NO en el IA. Pero al final, la mayor parte de la controversia
acerca de que método es mejor para analizar anatomo-patolégicamente el GC
radica en el debate acerca del valor predictivo de estas minimas metastasis en el

GC y su significacion clinica.

En los dltimos afios se ha ido demostrando que el cancer de mama es una
enfermedad heterogénea. En el afio 2000 Charles Perou consiguié caracterizarla

estudiando los patrones de expresion de los genes de 65 tumores de mama
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utilizando microarrays de ADN®. De esta forma los tumores se clasificaron en

cuatro grandes subtipos (basal-like, HER2-enriquecido, normal-like y luminales)
determinados por las diferencias que abundan en sus patrones de expresion.
Estos subtipos moleculares son prondsticos en cancer de mama y esto hace que
en la actualidad el prondstico de las pacientes con cancer de mama no soélo esté

basado en el estadiaje sino también en los subtipos moleculares.

En el futuro, el mayor desafio de la clasificacion TNM sera incorporar los avances
en los factores bioldgicos del cancer de mama que predicen los resultados
oncolégicos y la respuesta a los tratamientos al simple estadiaje anatomico. Los
nuevos tests moleculares basados en plataformas de expresién génica (tales
como Mammaprint®, OncotypeDX® o PAM50) pueden completar esta
informacion estimando el riesgo de futuras metastasis, recidivas o previendo la

respuesta al tratamiento.

Cancer
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T4a Direct extension
to chest wall

not including

pectoralis muscle.

Joint Committee on

American

Primary tumor cannot be assessed

No evidence of primary tumor

Carcinoma in situ
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and/or LCIS) in the underlying breast parenchyma.
Carcinomas in the breast parenchyma associated
with Paget’s disease are categorized based on the
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be noted

Tumor < 20 mm in greatest dimension

Tumor < 1 mm in greatest dimension

Tumor > 1 mm but < 5 mm in greatest dimension
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Tumor > 50 mm in greatest dimension
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Regional lymph nodes cannot be assessed (for example, previously removed)

No regional lymph node metastases

Metastases to movable ipsilateral level I, Il axillary lymph node(s)

Metastases in ipsilateral level |, Il axillary lymph nodes that are dlinicaly fixed or matted;
orin clinically detected* ipsilateral internal mammary nodes in the absence of dlinically
evident axillary lymph node metastases

Metastases in ipsilateral level 1, I axillary lymph nodes fixed to one another (matted) or
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Metastases only in dlinically detected* ipsilateral internal mammary nodes and in the
absence of clinically evident level |, Il axillary lymph node metastases
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Metastases in ipsilateral infraclavicular lymph node(s)

Metastases in ipsilateral internal mammary lymph node(s) and axillary lymph node(s)
Metastases in ipsilateral supraclavicular lymph node(s)

“Clnicaly detected” is defined imaging fudi i
d having picious for malignancy ora presumed
pathologic based logic examination,
i disease by dl excsion

biopsy s designated with an (7) uff,for example, c3aif). Excisonal biopsy o a ymph node or
biopsy of a sentinel node, i the absence of assignment o a T, is classified as a cinica N, for example,
A " d a

P
factors as dlinical, core biopsy, or sentinel iopsy. Pathologi
lassifcation (pNY i used for excision or sentinel lymph node biopsy only in conjunction with a
pathologic T assignment.

Supraclavicular pN1mi
High axillary, apical, >0.2-2 mm or more
level Il Halsted's than 200 cells
ligament ]
Mid-axillary,
level Il
Axillary vein R/ o e
Low axillary, 0 et pN1a: 1-3 nodes
level | i (at least one tumor
0 deposit >2.0 mm)
PNO(i+)
? Internal
i \ r:\;;':a,y 'PN2a: 4-9 nodes
Pectoralis | (at least one tumor
minor '

deposit 2.0 mm)

muscle

PpN3a: 210 nodes 7
(atleast one tumor N o

deposit >2.0 mm) (\‘ 5(})}\/\ i

<0.2 mm or cluster of
fewer than 200 cells

American
Cancer
Society*

provided by the American Cancer Society

Financial support for AJCC 7th Edition Staging Posters

PATHOLOGIC (PN)*

Regional lymph nodes cannot be assessed (for example, previously removed, or not
removed for pathologic study)

No regional lymph node metastasis identified histologically

Note: Isolated tumor cell clusters (ITC) are defined as small clusters of cells not

greater than 0.2 mm, or single tumor cells, or a cluster of fewer than 200 cells in
asingle histologic cross-section. ITCs may be detected by routine histology or by

i IHC) methods. Node taining only ITCs are excluded from the
total positive node count for purposes of N dlassification but should be induded in the
total number of nodes evaluated.

No regional lymph node metastases histologically, negative IHC

Malignant cells in regional lymph node(s) no greater than 0.2 mm (detected by H&E or
IHCincluding ITC)

No regional lymph nods istologi 4 findings (RT-PCR)
Positive molecular findings (RT-PCR)**, but no regional lymph node metastases
detected by histology or [HC

Micrometastases; or metastases in 1-3 axillary lymph nodes; and/or in internal
‘mammary nodes with metastases detected by sentinel lymph node biopsy but not
dlinically detected***

Micrometastases (greater than 0.2 mm and/or more than 200 cells, but none greater
than 2.0 mm)

Metastases in 1-3 axillary lymph nodes, at least one metastasis greater than 2.0 mm
Metastases in internal mammary nodes with micrometastases or macrometastases
detected by sentinel lymph node biopsy but not clinically detected***

Metastases in 1-3 axillary lymph nodes and in internal mammary lymph nodes with
micrometastases or macrometastases detected by sentinel lymph node biopsy but not
dinically detected

Metastases in 4-9 axillary lymph nodes; or in dlinically detected**** internal mammary
lymph nodes in the absence of axillary lymph node metastases

Metastases in 4-9 axillary lymph nodes (at least one tumor deposit greater than 2.0
mm)

Metastases in clinically detected**** internal mammary lymph nodes in the absence of
axillary lymph node metastases

Metastases in 10 or illary lymph nodes; orin icular (level Il axillary)
lymph nodes; or in clinically detected**** ipsilateral internal mammary lymph

nodes in the presence of one or more positive level I, Il axillary lymph nodes; orin

more than three axillary lymph nodes and i internal mammary lymph nodes with
‘micrometastases or macrometastases detected by sentinel lymph node biopsy but not
clinically detected***; or in ipsilateral supraclavicular lymph nodes.

Metastases in 10 or more axillary lymph nodes (at least one tumor deposit greater than
2.0 mm); or metastases to the infraclavicular (level Ill axillary lymph) nodes

Metastases in clinically detected**** ipsilateral internal mammary lymph nodes

in the presence of one or more positive axillary lymph nodes; or in more than three
axillary lymph nodes and in internal mammary lymph nodes with micrometastases or
‘macrometastases detected by sentinel lymph node biopsy but not clinically detected***
Metastases in ipsilateral supraclavicular

lymph nodes

Classfication i based on aillary ymph node dissection with or without entinel ymph node
biopsy. Classifcati Iymph p ubsequent axilary
Iymph node dissection i designated (s or“sntinel node,” for exampl, pNOIsn

RI-PQR:reversetranscriptase/polymerase chain reacton.

“Not i "isdefined as not detected by
ornot )y
“Clnicaly detected” is defined imaging fudi
i d having p malignancy ora pesumed
pathologic based on fine needg logic examination.

Figura 2. Estadificacién TNM segiin la AJCC (72 edicion

2.1.- Importancia de la linfadenectomia axilar

La afectacion de ganglios linfaticos axilares sigue siendo el principal factor
pronoéstico en el cancer de mama en estadios iniciales. Por ese motivo los
primeros procedimientos quirurgicos contemplaban la linfadenectomia axilar
(LA) como método de eleccion, en la que se disecan aproximadamente 2/3 de los

ganglios axilares para su estudio histolégico.

La incidencia de afectacién axilar en el momento del diagndéstico se relaciona con
multiples caracteristicas del tumor primario, tales como el tamafio. A pesar de

esto, hasta un 20% de tumores ocultos o0 menores de 10 mm se asocian con
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metastasis ganglionares. Otro factor que correlaciona con el riesgo de afectacion

axilar es el estadio clinico. De este modo pacientes en estadio I, en los que
clinicamente no se objetiva afectacién ganglionar, el porcentaje de casos con
ganglios invadidos llega al 20-40% mientras que en estadio II hasta el 40% no
tendra ganglios infiltrados”8. Por este motivo, aproximadamente un tercio de los
estadiajes clinicos resulta incorrecto, lo que explica el énfasis que puso Danforth
en justificar la LA como un método que permite una correcta estadificacion del
tumor’. Fisher demostré que cuando se extirpaban y examinaban menos de 10
ganglios axilares, 11% de los pacientes tienen 4 o mas ganglios infiltrados pero
cuando se examinan 25 o mas ganglios el porcentaje asciende al 24%?°. Estos
datos justifican la diseccién de un nimero minimo y representativo de ganglios

de los niveles [ y II de la axilal011,

A medida que aumenta el numero de ganglios axilares afectados, la
supervivencia global y libre de enfermedad a 5 y 10 afios empeora. En los
pacientes sin afectacion ganglionar, el riesgo de recidiva local oscila entre el 0 y
el 11% mientras que llega al 40-50% en aquellos casos con 4 o mas ganglios
positivos. La tasa de recidivas axilares también viene determinada por la
presencia o no de ganglios invadidos asi como por la extension de la LA. En
situaciones con disecciones axilares completas, la tasa de recidivas es inferior al
5% mientras que los pacientes con ganglios negativos pero sin cirugia axilar
(mastectomia total, por ejemplo) alcanzaban tasas del 20-25%, como demostré
el estudio NSABP-0478. Estos datos justificaban por lo tanto la LA para lograr un

mejor control local de la enfermedad?2.

Las indicaciones para realizar una linfadenectomia axilar en pacientes con
cancer de mama han sido tres: estadificacion del cancer de mama, control local y
mejora en la supervivencia, siendo aun hoy este ultimo punto bastante
controvertido. Con los resultados del ensayo clinico NSABP B0413— que definid
la LA como un procedimiento de estadificaciéon y de prevencion de la recidiva
axilar, sin impacto en la supervivencia —, hubo un cambio en la percepcion del
papel de la LA en el cancer de mama. Aunque este fue un estudio clave, una de
sus limitaciones fue la falta de potencia suficiente para detectar pequefios

beneficios en la supervivencia por la LA. Otros meta-analisis, sin embargo, han
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encontrado un beneficio de la LA en la supervivencia de un 5,4%% La

controversia acerca de si la LA tiene impacto en la supervivencia de las pacientes

sigue siendo objeto de debate

Sin embargo, cerca del 50% de las pacientes con cancer de mama no presentan
afectacion axilar y no se benefician por lo tanto de la LA. Ademas, ésta se asocia
con una riesgo considerable de morbilidad en el brazo en forma de dolor, edema
o pérdida de la movilidad!>16, Por este motivo se desarroll6 el concepto del
ganglio centinela (GC) para identificar a aquellas pacientes que no precisan una

LAy evitar los efectos secundarios de la misma.

3.- CONCEPTO DE GANGLIO CENTINELA:

3.1.- Evolucion histérica del concepto y andlisis del ganglio centinela

El sistema linfatico se descubrid y discutio en la literatura cientifica ya en el siglo
V A.C.77. La funcion de los ganglios linfaticos fue posteriormente estudiada por
Gilchrist y Zeidman inyectando particulas inanimadas y células tumorales en el
sistema linfatico de animales!®1%. De este modo se percataron de que la
diseminacion de las células neoplasicas sigue siempre un patron similar y que los

ganglios linfaticos suponen una barrera para la diseminacion metastasica.

La primera “biopsia de GC” la llevd a cabo Gould en 1951 durante una
parotidectomia?®. Durante el acto quirargico observd un ganglio de
caracteristicas anodinas, a nivel de la uniéon de las venas faciales anterior y
posterior, que decidi6 enviar para estudio intraoperatorio. La histologia
demostré la presencia de células tumorales y decidi6 realizar una
linfadenectomia. Lo denominaron “ganglio centinela” y, en los siguientes 6 afios,
28 pacientes con tumores parotideos fueron sometidos a estudio de un ganglio

linfatico regional antes de la parotidectomia.

Sin embargo, el origen del GC posiblemente se remonte a 1948 cuando un
estudiante llamado R. Randall describi6é un ganglio predictor de la diseminacion
linfatica del cancer laringeo al que llamo6 “ganglio delfiano” (en honor al oraculo

de Delfos)?l. Posteriormente surgié la verdadera hipétesis del GC, que le
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debemos al urdlogo R. Cabanas, cuando describi6 la técnica en la diseminacion

inguinal del cancer de pene en 197722, El puso de manifiesto la existencia de una

primera estacion de drenaje linfatico que predecia la afectacion del resto de

‘-

&

Figura 3. Concepto de ganglio centinela

ganglios del mismo territorio.

Primary site ———»

Sentinel node

Desde su descubrimiento el objetivo fue mejorar los métodos para detectarlo y
examinarlo, de manera que se pudieran evitar cirugias innecesarias en aquellos
casos con GC negativo debido a la escasa probabilidad de tener mas ganglios
afectados. De esta manera, en 1992 Morton introdujo un método para la
localizacion intraoperatoria del GC en el melanoma maligno cutaneo, que fue el
promotor de todo el desarrollo posterior de la biopsia del GC. Los resultados de

Morton se presentaron en la II Conferencia Internacional de la Organizacion
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Mundial de la Salud sobre Melanoma, siendo el punto de inflexion para la

aceptacion por la comunidad cientifica de la biopsia del GC?23.

A.E. Giuliano fue el primero en introducir la biopsia del GC en pacientes con
cancer de mama en 1994 en el John Wayne Cancer Institute, donde fue capaz de
identificar correctamente el status axilar en 95% de los pacientes en
comparacion con la LA empleando colorantes vitales?4. Simultaneamente, Krag
introdujo, en la Universidad de Vermont, y en colaboraciéon con el National
Cancer Institute, los trazadores isotopicos coloideos y una sonda detectora
gamma quirurgica para facilitar la biopsia del GC??, estableciendo las guias que

siguen vigentes hoy en dia.

Los avances en la evaluacion y los conocimientos derivados del estudio del GC
causaron gran revolucion en la comunidad cientifica porque el estudio de apenas
1-4 ganglios se considerd suficiente para estadificar la situacion axilar y evitar la

linfadenectomia.

Los primeros estudios de GC se realizaron con una LA posterior para determinar
la tasa del falsos negativos de la biopsia del GC. Esta tasa, que en los primeros
trabajos se vio que era cercana al 10%, se redujo con la mayor experiencia en la
realizacion de la técnica, con tasas de falsos negativos que en la actualidad son
menores del 5%. Estos resultados eran debidos no sélo a un fallo en la
realizacion de la técnica, sino también al estudio histolégico del GC, que
precisaba un protocolo y metodologias diferentes a los que se utilizaban para

analizar la LA.

Los estudios randomizados de NSABP-B32 y el del Instituto Europeo de Milan
donde se randomizaron pacientes con GC negativo a no hacer mas cirugia axilar
o a completar la cirugia con una LA, con un seguimiento de mas de 8 afios
demostraron que en los pacientes con GC negativo no es necesaria la LA ya que
los resultados oncologicos son similares y ademas en el grupo de GC la

morbilidad es menor26.27,
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3.2 Andlisis del ganglio centinela

Historicamente, el ganglio centinela se estudiaba macroscdpicamente, pero el
estudio microscépico demostrd que existian ganglios afectados cuando parecian
anodinos al examinarlos macroscopicamente. En 1971, Huvos y cols
demostraron que los pacientes con metastasis inferiores a 2,0 mm tenian una
supervivencia similar a aquellos con ganglios negativos?8. Este concepto se
incorporé al Manual para la Estadificacion del Cancer (Manual for Staging
Cancer) y se estableci6 como punto de corte entre macrometastasis y
micrometastasis. De esta manera el principal objetivo del patélogo era no pasar

por alto ninguna metastasis mayor de 2,0 mm.

La forma de realizarlo consistia en una inspecciéon de la grasa y el ganglio
remitidos y, si cualquier dimensiéon era mayor de 2,0 mm, debia cortarse la
muestra, normalmente siguiendo el eje mayor (que es ademas el sitio preferente
de entrada de los vasos linfaticos al ganglio segin rezan antiguas descripciones
anatomicas). Este hecho, que puede parecer banal, es sin embargo el mayor
avance en la evaluacion patoldgica del GC y en la estadificacion del cancer de
mama: realizar secciones inferiores a los 2 mm de grosor antes de su fijacion y
parafinizacion. Este aspecto deberia tenerse en cuenta independientemente de si

se esta examinando un GC, una LA o cualquier tipo de ganglio linfatico.

Una vez obtenidas las secciones, las dos caras opuestas resultantes deberian ser
examinadas histolégicamente. En caso de obtenerse tres cortes, las dos muestras
correspondientes a los extremos deberian estudiarse por la superficie de corte y
la muestra central de manera aleatoria, salvo que el examen macroscépico haga
sospechar de alguna de las dos caras mas que de la otra. Si se obtienen mas de
tres cortes, se tendria que evitar que las dos caras opuestas de los cortes

centrales fuesen analizadas (figura 4).

29




" ! E Correct
i O > L. T SR e
—i—

b:/: :: Correct
! 0> e AP G- e
'\:"/: Incorrect

CATTN Tl
Hdpi) ¢t 5

Place surface to cut down in cassette

Figura 4. Procesamiento macroscépico del GC2°

3.3.- Papel de la inmunohistoquimica y de las secciones seriadas

Aunque es dificil encontrar a fecha de hoy poblaciones de referencia con una
supervivencia relacionada con un estudio patolégico microscépico uniforme
basado en cortes seriados del GC, muchos de los protocolos que existen en la
actualidad se basan en multiples secciones del ganglio y en el estudio
inmunohistoquimico de citoqueratinas una vez fijadas las muestras, ya que
permite detectar pequenos focos neoplasicos y células tumorales aisladas que
pueden pasar desapercibidas con el simple estudio intraoperatorio o

posteriormente con un Unico corte de hematoxilina y eosina30.

3.4.- Estudio intraoperatorio del ganglio centinela

Inicialmente el analisis se hacia siempre de forma diferida, tras fijaciéon de la
muestra en formaldehido. Los primeros estudios de A.E. Giuliano, en 1995,
compararon pacientes con linfadenectomias y estudio de los ganglios mediante
hematoxilina y bidiseccién con pacientes con unicamente GC estudiado mediante
corte seriado a distinta profundidad?!. La frecuencia de metastasis axilares fue
del 29% en el grupo de linfadenectomias y del 42% en el GC, apoyando por tanto
la deteccion de afectacion axilar (en concreto micrometastasis) mediante estudio

mas exhaustivo del ganglio.
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Schreiber incluy6é a 210 pacientes comparando el estudio por Hematoxilina-

Eosina y el estudio inmunohistoquimico, observandose un incremento de la
afectacion axilar tras estudio inmunohistoquimico en el 9,4% de los pacientes,
reforzando la idea de que la sensibilidad de la técnica aumenta a medida que se

aumenta la cantidad de material estudiado32.

Sin embargo el problema del analisis del ganglio chocé frontalmente con la
realizacion de la técnica de forma intraoperatoria, ya que no se disponia del
tiempo necesario para realizar diferentes cortes seriados o realizar tinciones
complementarias, ademas de las dificultades implicitas al manejo de la muestra
no fijada. De este modo, inicialmente se estudiaba el ganglio Unicamente
mediante impronta citoldgica, a la que posteriormente se afiadi6 el corte en
congelacion. De todas maneras, aunque se consiguieron evitar linfadenectomias
diferidas en aquellas pacientes con estudio intraoperatorio positivo, aln
quedaba un porcentaje no despreciable de diagndsticos que se realizaban a

posteriori.

Figura 5. Metdstasis ganglionar de carcinoma valorada por impronta citolégica
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Introduccion

La publicaciéon de la 62 edicion del TNM en 2002 supuso otro reto para el

patdlogo, ya que se definié el término de micrometastasis considerandose como
tal la afectacion ganglionar axilar inferior a 2 mm pero mayor de 0,2 mm. A su
vez, aunque con un significado e implicacidn clinica inciertos, se habl6 también
de células tumorales aisladas cuando los implantes eran inferiores a 0,2 mm.
Ante estas nuevas definiciones, el analisis intraoperatorio del GC se fue
revelando poco a poco como una herramienta suficiente para identificar las
macrometastasis, aunque aun se diagnosticaba un gran numero de

micrometastasis en diferido.

Figura 6. Metdstasis ganglionar de carcinoma valorada por corte en congelacion

3.5.- Introduccion de la Biologia Molecular en el andlisis del ganglio

centinela:

El avance progresivo de la Biologia Molecular en el campo de la Anatomia
Patoldgica aparecié entonces como una posible solucion para los problemas de

falta de estandarizacion en el andlisis del ganglio centinela. Sin embargo, el
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analisis molecular de las muestras requeria tiempo, por lo que no se podia

realizar de forma intraoperatoria. Ademas, el primer acercamiento se realiz6 con
técnicas basicas como la PCR, por lo que no se podia cuantificar la afectaciéon
ganglionar, y el TNM de la 62 y 72 edicion seguian recogiendo estos casos como

pNO (mol+).

Con el paso del tiempo las técnicas moleculares se fueron adaptando a las
exigencias clinicas y aparecieron métodos cuantitativos factibles de manera
intraoperatoria. De este modo surgi6 el Breast Lymph Node Assay (BLN), de
Veridex®, que homogeneizaba la mitad de la muestra, purificaba el ARN y
realizaba una reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-
PCR). Blumencranz public6é un estudio prospectivo con 416 ganglios recogidos
de 12 hospitales en el que se realizaban cuatro cortes del ganglio que se
estudiaban de forma alternativa por método convencional y molecular33. Los
hallazgos fueron muy esperanzadores, con una concordancia del 98% para
macrometastasis, del 88% para micrometastasis y una mejora general de la
sensibilidad del analisis del ganglio centinela entre el 10 y el 30%. Viale presentd
en 2009 un estudio de disefio y resultados similares en 293 ganglios, con una
capacidad de detecciéon de metastasis mayores de 2 mm del 98,1%, del 94,7%
para afectaciones mayores de 1 mm y del 77,8% para casos mayores de 0,2
mm?34. La concordancia global de la RT-PCR con la histologia fue del 90,8%, con
una especificidad del 95%, un valor predictivo positivo del 83,6% y un valor
predictivo negativo del 92,9%. Sin embargo, todavia quedaba la mitad del
ganglio linfatico que se analizaba de manera convencional, por lo que aun
existian casos diagnosticados de forma diferida. A dia de hoy esta técnica ha

dejado de ser comercializada.

De forma casi paralela, la empresa japonesa Sysmex® presentd otro método de
analisis intraoperatorio (One Step Nucleic acid Amplification - OSNA® -) que
mostraba una gran diferencia respecto a los métodos moleculares anteriormente
descritos, y es que introducia una técnica nueva (la RT-LAMP) para la valoracion
cuantitativa del ARN mensajero (ARNm) de citoqueratina 19 (CK19). Este
método presentaba una serie de ventajas respecto a la RT-PCR ya que era

isotérmica, mas rapida, no requeria de la purificacion del RNA y mostraba una
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mayor especificidad al emplear 6 primers especificos. Por otro lado introducia

una novedad muy importante, y es que permitia el estudio de la totalidad de la
muestra de forma intraoperatoria en unos 30-35 minutos, sin reservar material

para estudio convencional y diferido.

Figura 7. Procesamiento del ganglio centinela por método OSNA (imagen izquierda).

RD-100i (imagen derecha).

Los primeros estudios de validacién publicados por Tsujimoto y cols en 2007 se
disefiaron de forma similar a los del BLN, realizando 4 cortes del mismo tamafio
de cada ganglio y analizandolo alternativamente mediante RT-LAMP o técnica
convencional3>. De esta manera se estudiaron 325 ganglios (81 de ellos
centinelas), obteniéndose una concordancia del 98,2% y ningun falso positivo.
Visser y cols, un afio después, realizo un estudio similar con 346 ganglios de 32
pacientes obteniendo una concordancia del 96,8&, sensibilidad del 95,3% y
especificidad del 97,1%36. Schem, en 2009, encontré una concordancia del
91,8%, una sensibilidad del 98,1% y una especificad del 90,8% en un analisis de
343 ganglios?’. Feldman publicé una serie aun mayor de 1044 ganglios centinela
de 496 pacientes procedentes de 11 centros con una sensibilidad del 82,7% y

especificidad del 97,7 %38.

De este modo el estudio por OSNA® permiti6 un diagnostico definitivo
intraoperatorio al estudiar la totalidad del ganglio y estandarizo el analisis del

GC.
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3.6.- Procesamiento del GC por OSNA

El procesamiento de la muestra por la técnica OSNA difiere completamente del
método convencional, ya sea por criocorte o por impronta citologica. Tras recibir
la muestra, lo primero que se debe hacer es eliminar el tejido adiposo
periganglionar, ya que dificulta el procesamiento del ganglio. Posteriormente se

mide y pesa el ganglio y se realiza una seccion longitudinal del mismo.

Es recomendable realizar una impronta citolégica del ganglio seccionado, para
disponer de muestra para la correlacion morfoldgica. A continuacién se procede
a la homogenizacion del ganglio en su totalidad, utilizando 4ml de la solucién
tampon de lisis (Lynorhag- Sysmex Corporation, Kobe, Japén), con centrifugacion
posterior a 10000 r.p.m. El ganglio se dividira en el nimero de fragmentos que
sea necesario para que ninguno de ellos sobrepase los 650 mg ni sea inferior a
50 mg. Un total de 2uL del sobrenadante sera introducido en el analizador RD-
100i (Sysmex®), sistema automatizado de detecciéon molecular de amplificacion

génica, que utiliza la tecnologia RT-LAMP y el kit LynoampBC (Sysmex®).

La medicién del producto amplificado se llevara a cabo mediante turbidimetria,
por reaccion con pirofosfato de magnesio, obteniéndose una cuantificacion
indirecta en tiempo real del nimero de copias de ARNm de CK19 obtenido. El
analisis incluira siempre un control positivo estandar y un control negativo para

validacion de cada test.

Dependiendo del nimero de copias de ARNm CK19/uL, el resultado se medira de
acuerdo con el nivel de corte establecido para la técnica3>. Asi se define:
- Macrometastasis (++): > 5x103 copias/uL de ARNm CK19.
- Micrometastasis (+): 2,5x102 - 5x103 copias/pL de ARNm CK19.
- Ausencia de metastasis (-): <2,5x102 copias/pL de ARNm CK19.

El empleo del OSNA como método de eleccidn para el analisis del GC se ha ido
extendiendo en Espafia hasta alcanzar mas de 100 unidades instaladas a fecha de

hoy.
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HIPOTESIS







Esta tesis se plantea de acuerdo con la siguiente hipdtesis: las técnicas

moleculares pueden mejorar la informaciéon que aporta el GC en las pacientes

con cancer de mama.

Hasta la fecha, el nimero de ganglios afectados en la LA ha sido uno le de los
principales factores pronosticos en cancer de mama y el numero de GC afectados
un valor predictivo de mayor afectacién axilar. El volumen tumoral en los
ganglios centinela, analizado por técnicas convencionales, se ha descrito en los
ultimos afios como un factor independiente de afectacién del resto de los
ganglios axilares. Sin embargo, el estudio convencional del GC carecia de un
protocolo estandarizado y reproducible, dando lugar a una gran heterogeneidad
de procedimientos diferentes para su analisis. Los nuevos métodos moleculares
permiten en la actualidad un diagnoéstico definitivo intraoperatorio,
estandarizado y automatizado, asi como proporcionan un valor objetivo y
reproducible, la Carga Tumoral Total (carga tumoral de ARNm de CK19), que es
independiente del tipo histolégico del tumor o de cualquier otra variable
clinicopatoldgica. Si la Carga Tumoral Total en el GC analizado por técnicas
moleculares predice el estado del resto de los ganglios axilares, podremos
determinar el riesgo de dejar tumor residual en aquellos pacientes con GC

positivo que no reciben una LA.
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OBJETIVOS







1.- Objetivo primario:

1) El objetivo de este trabajo es estudiar la posible relaciéon entre la Carga
Tumoral Total determinada por el método OSNA (y definida como la suma de

copias de ARNm de CK19 en todos los GC positivos) y la afectacién axilar.

2.- Objetivos secundarios:
2) Estudiar otras variables que puedan predecir la afectacidon axilar.

3) Construir un modelo predictivo de afectacion axilar que pueda utilizarse
durante el acto quirurgico con el fin de aportar una informaciéon que ayude al

cirujano a la toma de decisiones de manera intraoperatoria.

4) Elaborar un nomograma que incorpore las diferentes variables halladas con
correlacion estadisticamente significativa para aquellas situaciones en las que no

se requiera analisis intraoperatorio.

43







PUBLICACIONES:
METODOS Y RESULTADOS







1.- METODOLOGIA DEL PROYECTO DE INVESTIGACION:

El disefio del estudio, la poblacion del estudio y la metodologia utilizada quedan

descritos en los apartados “Material y métodos” de cada uno de los articulos que

componen esta tesis doctoral.

Estos articulos estan incluidos en las paginas siguientes, tal y como se han

publicado en la literatura cientifica.
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2.- TRABAJO REALIZADO: PUBLICACIONES
2.1.- Estudio 1:

“Intraoperative molecular analysis of total tumor load in sentinel lymph
node: a new predictor of axillary status in early breast cancer patients”

Vicente Peg, Martin Espinosa-Bravo, Begoiia Vieites, Felip Vilardell, José R. Anttinez,
Magdalena Sancho de Salas, Julio ]. Delgado-Sdnchez, Willy Pinto, Francisco
Gozalbo, Anna Petit, Irene Sansano, Maria del Mar Téllez, Isabel T. Rubio.

Breast Cancer Research and Treatment. 2013 May, 139(1): 87-93.

En este articulo se reflejan los resultados de un estudio multicéntrico
(SOLO1113) que recluté 697 pacientes con GC positivo analizado por OSNA y
posterior LA. Se determind la Carga Tumoral Total y se demostr6 su capacidad
de prediccidn de la afectacion de ganglios no centinela independientemente de

otros factores.
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2.2.- Estudio 2:

“Nomogram including the total tumor load in the sentinel lymph nodes
assessed by one-step nucleic acid amplification as a new factor for
predicting non sentinel lymph node metastasis in breast cancer”

Isabel T. Rubio, Martin Espinosa-Bravo, Maxi Rodrigo, Maria Amparo Viguri Diaz,
David Hardisson, Amaia Sagasta, Basilio Duerias, Vicente Peg.

Breast Cancer Research and Treatment. 2014 Sep, 147(2): 371-80.

Partiendo del estudio SOLO1113 que demostr6 la capacidad predictiva de la
Carga Tumoral Total, se decidié elaborar un nomograma que incluyese el resto
de variables que correlacionaron con la afectaciéon de ganglios axilares no
centinela. Para ello hubo que validar los resultados anteriores por lo que se
reclutaron 436 pacientes mas (procedentes de centros que no participaron en el
estudio SOLO1113), siendo por lo tanto la poblacion final estudiada de 1133
pacientes. El nomograma obtenido incluye la Carga Tumoral Total por primera

vez en un modelo predictivo multivariante.
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DISCUSION






Desde la introduccién del concepto del GC el patdlogo se ha tenido que enfrentar

a una serie de retos. El principal de ellos era la necesidad de un analisis
exhaustivo de la muestra que permitiera poner de manifiesto el menor depdsito
neoplasico en el ganglio, con el objetivo de no dejar nunca la posibilidad de
enfermedad residual axilar sin resecar. Por otro lado, se pretendia que el analisis
fuese lo mas rapido posible, preferentemente de manera intraoperatoria, de tal
forma que se pudiera realizar la linfadenectomia axilar en el mismo acto

quirurgico.

El estudio intraoperatorio presenta una serie de limitaciones respecto al analisis
en diferido tras fijacidon en formol, lo que hace que sea mas dificultoso. En primer
lugar la muestra se remite fresca, por lo que procesarla resulta mas complicado.
Si se quiere realizar un estudio lo mas rapido posible, el método mas empleado
era la impronta citolégica, donde se obtiene material de forma casi inmediata
tras realizar un corte del ganglio. Sin embargo, este procesamiento analiza una
cantidad minima del ganglio remitido y, por definicién, no permitiria medir el
tamafio de la metastasis ya que solo se estudian las células desprendidas, no las

que en realidad hay.

El método de eleccion en la gran mayoria de los departamentos de Anatomia
Patoldgica era el corte en congelacion. A pesar de que requiere mas tiempo que
la impronta citologica (ya que se tiene que congelar y cortar el ganglio), la
muestra que se analiza se parece mas a las biopsias post-fijacion y permite una
mejor estimacion de la medida del depodsito tumoral. Sin embargo, el
procesamiento de la muestra hace que los cortes que se analizan no siempre
sean Optimos y, debido al escaso tiempo disponible para la valoracion, la
cantidad de tejido estudiada es infima y puede dar lugar a falsos negativos que se

ponen de manifiesto tras la fijaciéon en formol.

Pero, independientemente del método empleado, uno de los principales
problemas que representaba el analisis del GC era la gran diversidad y
heterogeneidad de protocolos a pesar de existir guias y recomendaciones al
respecto. Hasta tal punto que un estudio realizado en el afio 2003 por el

European Working Group for Breast Screening Pathology entre 240
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departamentos europeos de Anatomia Patolégica puso de manifiesto la

existencia de nada menos que 123 protocolos diferentes3?.

La introducciéon de métodos moleculares para el analisis del GC parecia la
solucion a este respecto. De esta manera surgié la técnica OSNA que ofrecia
analisis estandarizado, reproducible y automatizado. A esto habia que afiadirle
una importante innovacion, y es que permitia, por primera vez, un diagnostico
definitivo del GC ya que se procesaba la totalidad de la muestra, por lo que
dejaban de hacerse analisis en diferido. Los estudios de validacion de la técnica
mostraron una gran concordancia con los métodos convencionales35-3840, por lo
que se ha ido estableciendo poco a poco como técnica de elecciéon en multiples

centros europeos.

Sin embargo, el valor clinico del GC siempre ha contado con una cierta limitacion.
Asi como la negatividad del GC tenia una gran importancia, puesto que la
probabilidad de tener mas ganglios afectados era minima, su positividad no
aportaba tanta informacidén, hasta el punto que entre el 40% y el 60% de los
casos el GC era el unico ganglio afectado*42, por lo que quizas se hubiera podido

omitir la diseccion quirargica del resto de ganglios.

Para intentar mejorar el valor predictivo del GC positivo, se fueron desarrollando
multiples estudios que llevaron a la elaboracién de nomogramas predictivos de
afectacion de ganglios no centinela*3-52, En ellos se tenian en cuenta toda una
serie de parametros clinico-patoldgicos que se asociaban con la afectacion axilar,
de tal forma que se incrementaba mucho el poder predictivo de la técnica. En un
meta andlisis realizado por el grupo holandés de Van la Parra®3, en el que se
revisaron los principales nomogramas publicados hasta la fecha, se vio que
existian ocho grandes caracteristicas clinico-patolégicas que se repetian con
bastante frecuencia, y que por lo tanto parecian las mas asociadas con la
afectacion axilar. Estas incluian: el tamarfio de la metastasis del GC (>2 mm), la
extension extracapsular de la metastasis, el nimero de GC positivos (>1) y de GC
negativos (<1), el tamafio del tumor primario (> 2cm), la proporcion de GC
positivos (> 50%), la presencia de permeacion linfovascular y el método de

deteccion de la metastasis.
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A pesar de que la introduccién de los nomogramas mejoraba el valor del GC por

si solo, existian una serie de desventajas. En primer lugar varias de las variables
a tener en cuenta no se podian conocer durante el acto quirurgico, por lo que
obligaba a la toma de decisiones en diferido, no pudiendo realizar la LA durante
la cirugia. Por otro lado, seguian existiendo algunos parametros de valoracion
claramente objetiva y que requieren cierta experiencia, como la identificacion de
la permeacion vascular. Por ultimo, la introduccién de métodos moleculares para
el estudio del GC hace que la variable del tamafio de la metastasis tampoco pueda
aplicarse, puesto que se mide en milimetros y las técnicas moleculares se basan

en otro parametro.

Por ese motivo, el estudio SOLO113 supuso un cambio radical a la hora de
enfrentarse y analizar los datos obtenidos del estudio del GC por OSNA. Como ya
se ha comentado, se trata de un método automatizado y estandarizado, por lo
que evita la gran heterogeneidad de protocolos que existian antes. Pero, y lo que
es mas importante, el resultado que obtiene es el real, puesto que estudia la
totalidad del ganglio remitido. Los métodos convencionales no permitian una
exactitud similar ya que nunca se podia asegurar que estuviéramos viendo el
mayor tamafio posible de la metastasis (quizas profundizando la muestra, segiin
el corte realizado o en una parte desechada, el depdsito fuese mayor). A su vez, el
resultado del analisis del GC se basa en una unidad diferente a la anteriormente
empleada (milimetros): la carga de ARNm de CK19. Este valor presenta la
caracteristica de poseer un rango tremendamente amplio, ya que la positividad
va desde las 250 copias de ARNm CK19/uL hasta varios millones (que se han
descrito en casos de macrometastasis), por lo que permite obtener mejores
puntos de corte que cuando se median en milimetros. De este modo, el valor
predictivo de la TTL demostrado con el SOLO1113 ofrece, por primera vez en la
historia del GC, un analisis intraoperatorio con resultado definitivo,
estandarizado, reproducible y que permite conocer la probabilidad de mayor

afectacion axilar empleando un Unico parametro.

Sin embargo, la publicacién del estudio ACOSOG Z0011 por el A.E. Giuliano,
realizada una vez empezado el estudio SOLO1113, pareci6 limitar las

conclusiones del mismoS4. En este estudio clinico de no inferioridad se
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estudiaron dos grupos de pacientes con uno o dos GC positivos, con tumores de

menos de 5 cm (T2) y con radioterapia local y quimioterapia sistémica en los que
se opto por realizar LA tras conocerse la afectacion del GC o no hacer nada mas
que el GC. Tras un seguimiento medio de 6,3 afios no se vieron diferencias
estadisticamente significativas tanto en la recidiva local (1,8% - GC sdlo - vs 3,6%
- GC + LA -), en la supervivencia global (91,9% vs 92,5%, p=0,024) y en la
supervivencia libre de enfermedad (82,2% vs 83,8%, p=0,13), por lo que se
concluyé que la LA era innecesaria en aquellas pacientes que cumplieran los

criterios de inclusion del estudio.

Los resultados del ACOSOG Z0011 supusieron un cambio sustancial en el manejo
de las pacientes con GC positivo y parecido que iba a cambiar radicalmente la
practica clinica en estos casos. Sin embargo, su aceptacion no fue tan inmediata
ni extensa como se pensaba®>>¢, Los motivos para mostrar cierto recelo del
estudio se centraron fundamentalmente en el disefio, pero sobre todo en co6mo
se llevo a cabo el trabajo. Referente al primer punto, surgié la duda de si se
podian aplicar las conclusiones a aquellos subgrupos de pacientes claramente
infra-representados en el trabajo tales como las mujeres jovenes, los carcinomas
lobulillares infiltrantes (CLI), los tumores con receptores hormonales negativos
o los HER2 positivos. En cuanto al estudio propiamente dicho, son multiples los
puntos sometidos a debate. Mirando simplemente las caracteristicas clinicas de
la poblacion reclutada, llama la atencion que el rango del tamafio del tumor llega
hasta los 7 cm, cuando por definicién no podian superarse los 5 cm. Por otro lado,
y lo que es mas llamativo, el 1,2% de las pacientes del brazo de la LA no tenian
ningun ganglio axilar afectado y del brazo del GC 7,0%. Es decir, 8,2% de las

pacientes reclutadas no presentaban afectacién de ningun ganglio, incluido el GC.

Pero quizas lo que parezca restar mas valor a las conclusiones sea el numero de
pacientes reclutadas. De un estudio cuyo tamafio muestral fue calculado en
aproximadamente 1900 pacientes, apenas se reclutaron 891, menos de la mitad.
Pero de éstas se perdieron 92 del brazo de la LA y 74 del GC. En resumen, se
perdieron durante el seguimiento el 19,4% de las pacientes reclutadas y sélo se

llegaron a estudiar al final 725.
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A pesar de todo, el Z0011 ha demostrado que existe un grupo de pacientes con

GC positivo en el que la cirugia no aporta ninguna ventaja, aunque parece que
aun falta pulir un poco el estudio para definir mas claramente cual es este grupo.
Es por esto que, en algunos centros han decidido realizar el estudio del GC en
diferido para poder estudiar otros parametros y elegir mejor aquellas pacientes

que en las que se puede omitir la LA.

Las primeras publicaciones que muestran el cambio en la conducta clinica tras la
publicacion del Z0011 demuestran que, aunque el nimero de LA tras GC positivo
estd bajando mucho, atin hay pacientes que reciben un tratamiento quirtargico de
la axila a pesar de cumplir los criterios del Z0011. Caudle y cols publicaron los
primeros datos recogidos en el MD Anderson Cancer Center de Houston (EEUU)
donde vieron una reduccién del 85% al 24% en las pacientes con GC positivo®®.
El motivo para seguir haciendo LA a pesar de cumplir los criterios del Z0011
eran el tamano del tumor, de la metastasis ganglionar, la histologia del tumor
(CLI versus carcinoma ductal infiltrante (CDI)), la presencia de extension

extracapsular y, en general, el riesgo de dejar mas afectacion axilar.

Por este motivo vuelven a tomar fuerza los métodos predictores de afectacion de
ganglios axilares no centinela, en particular los nomogramas. Como ya se ha
comentado anteriormente, estos presentan una serie de inconvenientes,
fundamentalmente que se basan en un estudio convencional del ganglio y que,
por lo tanto, siguen sometidos a todas las limitaciones que ya se han ido
comentado, en particular el hecho de no estudiar la totalidad del ganglio. De
hecho, uno de los parametros con mayor correlaciéon con la afectacion de mas
ganglios es el tamafio de la metastasis, y por métodos convencionales no estamos
nunca seguros de estar viendo la mayor dimension de la misma (p.e. podria estar
en otro plano no estudiado o la seccion realizada no ser paralela al eje mayor de

la metastasis).

Basandonos en los resultados del SOLO1113, y habiendo demostrado la
relevancia de la TTL como factor predictivo de afectacion axilar, se elaboré un
nomograma que la incorporase y que pudiera aplicarse en un segundo tiempo,

cuando se pudiera contar con todas las variables que mostraron relacionarse con
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la afectacion axilar en nuestro estudio (la permeacion linfovascular, el status de

HER2, el tamafio del tumor y el nimero de GC afectados). De esta manera, en
aquellas situaciones en que se optara por un estudio en diferido del GC debido a
las caracteristicas de la paciente, se podria incrementar el valor predictivo de la
TTL. Sin embargo, para la publicacién de dicho nomograma era imperativo
validarlo y confirmarlo antes en una poblacion diferente a la del estudio
principal, por lo que se contacté con otra serie de centros que aportaron 477
pacientes mas (de las cuales 436 fueron validas) para un tamafo muestral final
de 1133 pacientes. El analisis estadistico demostr6 que, afadir el resto de
parametros relacionados con la afectacion axilar, mejoraba el area bajo la curva

(AUC) de la TTL (0,7552 vs 0,709).

Con el estudio SOLO1113 hemos demostrado que el analisis molecular del GC
por OSNA no sélo permite un resultado definitivo sino que aporta un concepto
nuevo, el de la TTL que permite conocer de manera intraoperatoria el riesgo de
afectacion de mas ganglios o de forma diferida tras incorporarlo a un
nomograma elaborado a partir de este mismo estudio. Este nuevo valor
disponible tras el analisis molecular del GC puede resultar de gran utilidad a la
hora de tomar decisiones respecto al manejo terapéutico de la axila en las
pacientes con cancer de mama y GC positivo. Ademas introduce un punto nuevo
de reflexion al demostrar que la TTL es mejor predictor de afectacidn axilar que
el nimero de GC positivos. La cantidad de tumor axilar parece por lo tanto mas
importante que el nimero de estaciones al que ha llegado y quizas se podrian
evitar la LA en aquellas pacientes que no cumplen los criterios del Z0011 pero
que en realidad presentan un riesgo muy bajo de afectacion de mas ganglios

debido a su TTL.

Otro debate surge a la hora de considerar los puntos de corte establecidos para
la definicion de macrometastasis. Teniendo en cuenta los resultados del
SOLO1113, afectaciones mayores a las 5000 copias/pL siguen asociandose a un
riesgo muy parecido de afectacién axilar, por lo que quizas se pueda ampliar el
punto de corte para definir la macrometastasis. De hecho, 15000 copias/uL

mostraron un valor predictivo negativo del 85,3%.
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Discusion

Nuevos estudios se estan llevando a cabo para conocer si el valor de la TTL es

meramente predictivo de afectacion de mas ganglios axilares o si es también un
factor prondstico por si mismo, lo que quizas permitiria establecer nuevos
puntos de corte que clasificaran mejor a las pacientes desde un punto de vista

clinico.
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iy

2)

3)

4)

5)

6)

El estudio del GC mediante técnicas moleculares es una herramienta
automatizada y estandarizada que permite dar un resultado definitivo
intraoperatoriamente. La aproximacion técnica y metolodogica del

sistema OSNA se adecua a estos requisitos.

La Carga Tumoral Total (TTL) es un valor objetivo y reproducible que

estudia la totalidad del/os GC.

La TTL correlaciona y predice la afectaciéon de mas ganglios axilares no
centinela, pudiendo identificar a las pacientes sin mas afectacion axilar
(p<0,001). Ademas su valor predictivo es mayor que el numero total de

GC positivos.

El uso de nomogramas permite tener en cuenta todas las caracteristicas
relacionadas con la afectacion axilar en aquellos casos en los que el
estudio del GC no se realice de manera intraoperatoria. Proponemos un
nuevo nomograma que incorpora por primera vez la TTL, mejorando el

valor predictivo de ésta por si sola (AUC 0,7552 vs 0,709).

La TTL puede identificar a un grupo de pacientes que, sin cumplir los
criterios del Z0011, podria evitarse una LA debido al escaso riesgo de

afectacion de mas ganglios.

Valores de TTL superiores a las 5000 copias/pL (p.e. 15000) siguen
asociandose a un riesgo bajo de mayor afectaciéon axilar, por lo que

podrian redefinirse los puntos de corte establecidos.
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Conclusiones

7) Se necesitan mas estudios para determinar si la TTL es un factor

pronostico en el cancer de mama, como ya esta demostrado en el caso del

numero de ganglios positivos por estudios convencionales.
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