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ADN: acid desoxiribonucleic

AJCC: American Joint Committee on Cancer
ARN: acid ribonucleic

ARNm: acid ribonucleic missatger

ATA: American Thyroid Association

AUC: Area Under Curve (area sota la corba)
BGP: buidament ganglionar profilactic

BGT: buidament ganglionar terapéutic

BRAF: B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase
BSGS: bidpsia selectiva del gangli sentinella
BTA: British Thyroid Association

CAP: College of American Pathologists

CAT: carcinoma anaplastic de tiroide

CC: compartiment ganglionar cervical central
CDT: carcinoma diferenciat de tiroide

CFT: carcinoma fol-licular de tiroide

CL: compartiment ganglionar cervical lateral
CMT: carcinoma medul-lar de tiroide

COT: carcinoma oncocitic de tiroide

CPDT: carcinoma poc diferenciat de tiroide
CPT: carcinoma papil-lar de tiroide

CQ19: citoqueratina 19

CT: cancer de tiroide

CTA: cél'lules tumorals aillades

E: especificitat

ECO-PAAF: puncid-aspiracié amb agulla fina guiada per ecografia
EEG: extensio extraganglionar

ESES: European Society of Endocrine Surgeons
FN: fals negatiu

FP: fals positiu

GL: gangli limfatic

GLOBOCAN: Global Cancer Observatory

GS: gangli limfatic sentinella

IACR: International Association of Cancer Registries
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HiE: hematoxilina i eosina

LCC: limfadenectomia del compartiment ganglionar cervical central
LCL: limfadenectomia del compartiment ganglionar cervical lateral
uL: microlitre

mM: micrometastasi

MM: macrometastasi

M1G: metastasi ganglionar

OMS: Organitzacié Mundial de la Salut

OR: Odds Ratio

OSNA: One Step Nucleic Acid Amplification

qPCR: reaccid en cadena de la polimerasa quantitativa

RAS: Rat Sarcoma

RET: Rearranged During Transfection

ROC: Receive-operator curve

RT-LAMP: transcripcio reversa amb amplificacio isotérmica mitjancant bucles
RT-PCR: reaccié en cadena de la polimerasa amb transcripcid inversa
S: sensibilitat

SEAP: Sociedad Espariola de Anatomia Patologica

SEER: Surveillance, Epidemiology, and End Results

SPECT/TC: Single Photon Emision Computed Tomography

TERT: Telomerase Reverse Transcriptase

TNM: Tumor Node Metastasis

TT: tiroidectomia total

UICC: Union for International Cancer Control

VPP: valor predictiu positiu

VPN: valor predictiu negatiu
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2.1. Caracteristiques generals del cancer de tiroide

El cancer de tiroide (CT) és la neoplasia maligna endocrina més frequent (1,2). Es
pot originar en cadascun dels dos tipus de cél-lules epitelials propies de la glandula.
L'originat en la cel-lula parafol-licular dona lloc al carcinoma medul-lar de tiroide
(CMT) i representa el 5% del total. L'originat en la cel'lula fol-licular pot donar lloc al
carcinoma diferenciat (CDT), al carcinoma pobrament diferenciat (CPDT) i al
carcinoma anaplastic (CAT). Aquests tres tipus histologics suposen més del 85-90%
dels CT. En el moment actual el CDT aplega tres tipus histologics diferents: el
carcinoma papil-lar (CPT), el carcinoma follicular (CFT) i el carcinoma oncocitic o
de cél-llules de Hurtle (COT). Finalment, altres neoplasies malignes primaries (com
el limfoma, per exemple) o les metastasis tiroidals de tumors d'altres localitzacions
representen al voltant del 5% restant. La figura 1 recull la distribucié dels diferents

tipus de CT registrats a la nostra institucio en els darrers 20 anys:

514
(77.2%)
500 -
N = 666
400 -
300
z
200 -
60
100 42
(9%) (6,3%) 21 17 12
. (3,1%) (26%)  (1.8%)
0 - [ [ —_

CPT CFT CMT CAT oTT

Figura 1: Valor absolut i percentatge relatiu dels tipus histologics de neoplasies malignes tiroidals
diagnosticades a 'Hospital Vall d'Hebron en linterval 2000-2019 (CPT: carcinoma papil-lar; CFT:
carcinoma follicular i oncocitic; CMT: carcinoma medul-lar; CAT: carcinoma anaplastic; OTT:
altres neoplasies malignes; CPD: carcinoma pobrament diferenciat). (Cortesia del Dr. Zafon).
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Segons el registre del Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) de l'International
Association of Cancer Registries (IACR) (3) amb dades de 2018 a nivell mundial la
incidéencia de CT és de 6.7 casos per cada 100 000 habitants. En el sexe femeni
aquesta xifra assoleix els 10.2 casos. Tot i que hi ha una evident variabilitat segons
els diferents paisos, fins i tot entre regions geografiques dins d'un mateix pais,
actualment el CT es considera la cinquena neoplasia maligna meés frequent en el
sexe femeni. El mateix registre GLOBOCAN recull per a l'estat espanyol una
incidencia de CT de 7.1 casos per cada 100 000 habitants, que en el cas de les dones
arriba a 11.2 casos / 100 000 (3).

El CPT és el tipus histologic meés frequent de CDT, suposant fins el 80-85% del
total. Habitualment és un tumor invasiu, definit pel seu patré arquitectonic i,
sobretot, pels canvis nuclears que poden agrupar-se en tres tipus: 1. alteracions en
la forma i mida (allargament, elongacid i superposicid); 2. irregularitats de
membrana (contorn irregular,
fenedures i pseudoinclusions); i 3.
alteracions cromatiniques
(aclariment, marginacié cap a la
membrana i aspecte esmerilat) (4). La
figura 2 recull una imatge
histologica prototipica de CPT 38 &%
convencional. El debut clinic sol ser .

8 T LAY C-

Figura 2: Seccid histologica tenyida amb

en forma de nodul cervical indolor,

amb o sense augment dels ganglis

limfatics (GL) cervicals (5). hematoxilina i eosina d'un CPT de patrd papil-lar

] ) usual, amb presencia de papil-les ben conformades |

Ocasionalment, els pacients poden alteracions nuclears caracteristiques (C. Iglesias, HIE
x200).

presentar ronquera o disfagia com a

signes secundaris d'invasié del nervi laringi recurrent i paralisi de corda/es vocal/s
(4). No sol acompanyar-se d'alteracions en la funcié tiroidal. Un 33%
aproximadament poden ser tumors multifocals, tot i que aquest percentatge varia
—com sembla logic—- en funcid de l'exhaustiu que hagi estat el mostreig de la peca
quirurgica (6). Se'n reconeixen diferents variants histologiques, algunes de les
quals poden condicionar la macroscopia del tumor. Poden identificar-se cossos de

psammoma en aproximadament el 50% dels casos. Altres caracteristiques
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histologiques propies del CPT sén la metaplasia escamosa, la fibrosi estromal, la
presencia de céllules gegants multinucleades o el canvi quistic. La darrera
classificacio de 'OMS en reconeix 13 variants histoldogiques, algunes de les quals
(esclerosant difusa, cél-lules altes, cel'lules en tatxa, solid-trabecular i oncocitica)
presenten un potencial d'agressivitat discretament superior (4). Les alteracions
genétiques conegudes mes rellevants en el CPT involucren els gens BRAF, RET,
RAS o el promotor del gen TERT, amb percentatges lleugerament diferents segons
la variant histologica (7). Globalment, el CPT sol presentar un curs relativament

indolent, amb unes taxes de supervivencia als 5 anys del 96% aproximadament (1).

Diferents estudis publicats en els darrers vint anys han posat de manifest un
increment en la incidéencia del CT, a expenses especificament del CPT (8). El motiu
concret d'aquest augment no esta del tot definit. D'una banda, s’ha postulat un
increment real de casos associat a diversos carcindgens com podrien ser les
radiacions ionitzants degut a un major us de proves d'imatge de diagnostic medic
(9) o toxics ambientals (10). En segon lloc, existeix la hipdtesi d'un fals increment
ocasionat per un augment en la deteccié de casos silents i que mai no haurien
donat manifestacions cliniques (11). Aquesta segona proposta es sustenta en
laugment en les técniques d'imatge realitzades sobre la zona cervical,
especialment ecografies (12). En qualsevol cas el CPT, que és el tipus histologic de
CT objectiu de la present tesi doctoral, ha esdevingut com hem vist un dels cancers

amb major incidéncia, especialment en el sexe femeni.
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2.2. Via de disseminacié del carcinoma papil-lar de

tiroide

Caracteristicament, els tres tipus histoldogics de CDT presenten vies de
disseminacid diferents. El CFT i el COT ho fan preferentment per via hematdgena
mentre que el CPT té afinitat per la via limfatica com a forma inicial i més frequent
d'extensio de la malaltia, observant-se disseminacioé hematogena nomeés de forma
secundaria o en les variants molt agressives (13). Aquesta extensié limfatica del

CPT afecta tipicament els GL de la regio cervical.

L'American Joint Committee on Cancer (AJCC) (14) proposa l'estratificacié dels GL
cervicals o proxims al coll en dues regions

anatomicament ben definides,

anomenades «compartiment centraly (CC) i

«compartiment lateral» (CL). Cadascun

d'aquests compartiments es subdivideix, al

seu torn, en diversos «nivells». El CC és el

que es troba anatomicament més proper a

la glandula tiroidal i inclou els nivells VI i

VII, mentre que el CL, més allunyat de la

tiroide, esta format pels nivells I, II, III, IV 1

V. La figura 3 esquematitza les relacions Figura 3: Esquema anatomic dels nivells
anatomiques dels diferents nivells limfatics limfatics cervicals (15).
cervicals. La sequéncia d'aparicié esperada de les metastasis (M1G) en el CPT
s'iniciaria amb lafectacio dels GL més propers (CC) per a anar disseminant-se cap
als més allunyats (CL). Malgrat aix0, aquesta progressié tumoral esta condicionada

en gran part per la localitzacio especifica del tumor primari dins la glandula (15,16).

En els tumors localitzats en listme o en el terc inferior del 1obul tiroidal els GL
inicialment afectats solen ser els paralaringis, els paratraqueals i els prelaringis (o
delfians), tots ells inclosos en el nivell VI. L'afectacié mediastinica superior (nivell
VII) és també frequent en estadis inicials, tant de mediasti anterior com posterior.
En casos més avancats poden metastatitzar secundariament els GL proxims a la

vena jugular (corresponent els alts al nivell IIA, els mitjans al nivell III i els inferiors

Carmela Iglesias i Felip | 21



Biopsia selectiva del gangli sentinella en el carcinoma papil-lar de tiroide. Analisi morfologica i valor de la carrega tumoral ganglionar

al nivell IV) i els supraclaviculars (nivell V). Més rarament poden envair-se els GL
jugulars profunds superiors o els espinals (nivell IIB). Les M1G en GL
submandibulars o submentonians sén rares. En els casos d'afectacid cervical

lateral extensa poden documentar-se també M1G retrofaringies.

D'altra banda, en els tumors localitzats en el ter¢ superior del lobul tiroidal les M1G

solen iniciar-se en el CL. No infrequentment pot veure's afectacid cervical bilateral.

Més enlla d'aquest esquema general de patrd d'evolucio esperat de les M1G i1 degut
a comunicacions creuades en el drenatge limfatic de la glandula, pot veure's
modificat de forma dificilment previsible l'esquema tedric esperat en la sequencia
d'afectacié metastatica dels diferents compartiments cervicals, donant lloc a les
anomenades «skip metastasis», que podriem definir com a M1G que han eludit el
compartiment limfatic esperat per a aparéixer en una altra localitzacié anatomica,
ja sigui homolateral o contralateral. Diversos autors han reportat la preséncia de

skip metastasis en un 7-12% de casos en les seves séries (17,18).
Finalment, en casos de CPT multifocals, pot ser que apareguin M1G originades en

els focus tumorals secundaris i, per tant, en localitzacions anatomiques no

esperables o atipiques si es considera només la localitzacié del nodul dominant.
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2.5. Caracteristiques histoldogiques dels ganglis

metastatics

Des del punt de vista anatomopatologic, la M1G en el CPT mostra un espectre de
patrons morfoldgics sovint més complex que l'observat en d'altres neoplasies
solides malignes. En la majoria de neoplasies no hematologiques els diposits
metastatics al GL es corresponen amb agregats més o menys solids de cel-llules
tumorals, podent assumir que la mida del diposit metastatic es correspon d'una
forma proporcional amb la quantitat de massa tumoral metastatica real. Una
excepcid a aixd serien les M1G on el component de necrosi tumoral fos
significatiu. Per contra, l'aspecte histologic del GL envait per un CPT pot presentar

altres trets caracteristics:

A. MULTIFOCALITAT: Tot i que en
ocasions pot aparéixer un unic diposit
metastatic és especialment frequent la
multifocalitat, ocupant preferentment

—com en la majoria de les MI1G de

carcinoma- el si subcapsular (figura

4), Figura 4: M1G amb preséncia de
diposits tumorals discontinus (HIiE, C.
Iglesias, x400).

B. QUISTIFICACIO: La degeneracioé
quistica de la M1G és relativament
frequent en el CPT, igual com passa de
vegades en el tumor primari tiroidal i
especialment en la variant classica. En
alguns casos el component quistic de

la M1G pot arribar a ser el

predominant, suposant la primera

manifestacié clinica de la malaltia

Figura 5: M1G d'arquitectura
(19,20). Aquest patrd de M1G marcadament quistica, amb  minim

component epitelial solid identificable |
predominantment quistic pot suposar micropapil-les -quadre inferior dret-

(C. Iglesias, HiE, x200).

una dificultat pel seu diagnostic clinic
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i/o radiologic, on l'evidencia de component tumoral solid por ser minima o
inaparent i obliga al diagnostic diferencial amb altres lesions quistiques
cervicals, no necessariament malignes, com poden ser els quists branquials
en el cas dels GL del CL (figura 5) (21).

C. COSSOS DE PSAMMOMA: La preséncia de cossos de psammoma €s una
troballa no infrequent en les M1G d'un CPT. Es tracta de calcificacions de
forma arrodonida o ovalada i que mostren un patré lamel-lar concéntric
caracteristic que les fa morfoldogicament distingibles de les calcificacions
distrofiques o dels cumuls de col-loide calcificat (figura 6). Molt rarament
shan descrit associats a condicions
benignes, com poden ser adenomes,
noduls hiperplastics o tiroiditis (22—
24). La preséncia de cossos de
psammoma €s especialment frequent
en les variants classica, de céllules

altes o esclerosant difusa. Estudis

basats en tecniques de microscopia
electronica han demostrat que, en el Figura 6: GL amb presencia d'un cos de
psammoma aillat (C. Iglesias, HIE x400).
cas del tumor primari, s'originen a
partir de la trombosi dels eixos fibrovasculars del tumor i el subsequent
infart de la papilla. En el cas de les M1G semblen deure's a la necrosi de
petits nius tumorals metastatics al GL, on la pérdua de l'ancoratge amb
aquest eix fibrovascular que nodreix la cellula follicular tumoral podia
afavorir-ne linfart (25,26). La preséncia de cossos de psammoma en el GL
ha estat i segueix sent una font de controversia, donat que poden veure's
sense evidéncia de neoplasia viable acompanyant i suposant, per tant, un
dilema tant pel que fa a la seva interpretacié com a l'abordatge terapeutic
que se n'‘hauria de derivar. Majoritariament, la literatura manifesta acord en

considerar-los com a MI1G encara que apareguin sense evidencia de

cél-lules tumorals acompanyants (27).

Respecte al patré arquitectonic dels dipdsits metastatics ganglionars, el més

habitual és el patrd papillar classic, amb preséncia de papil-les ben conformades,

24 | Carmela Iglesias i Felip



Biopsia selectiva del gangli sentinella en el carcinoma papil-lar de tiroide. Analisi morfologica i valor de la carrega tumoral ganglionar

fins i tot en les variants tumorals no classiques. En molts d'aquests casos, el patrd
de creixement al GL mantindra malgrat tot una tendéncia preferent a la formacio

de papil-les (figura 7).

Una darrera caracteristica histologica que pot
evidenciar-se en les MI1G del CPT és
l'extensidé extraganglionar (EEG), entesa com
la ruptura de la capsula del GL amb extensio
de la metastasi més enlla d'aquesta i invasio
secundaria dels teixits tous periganglionars

(figura 8). En els darrers anys UEEG ha

demostrat tenir un paper pronostic. Aixi, en

Figura 7: M1G d'arquitectura quistica i

una revisié sistematica Urken i cols (28) amb  evident  creixement  papillar
intraquistic (C. Iglesias, HiE, x200).

observen que en la majoria de treballs
analitzats (17 dels 19 inclosos) la preséncia d'EEG s'associa significativament a un
elevat risc de recurréncies. Alhora, perd, els autors critiquen que els criteris per
establir-la son molt variats i no estan consensuats, amb una gran variabilitat
interobservador. Un fet rellevant és que la preséncia d'EEG no té necessariament
una relacio directa ni amb la mida del GL ni amb el volum ganglionar afectat per la
MI1G. Aixi, per exemple, Rowe i cols (29) analitzen 972 M1G i n'identifiquen 144 amb
EEG. Els autors detecten una relacio significativa entre 'EEG i la mida del GL i entre
U'EEG ila mida del focus metastatic, tot i que hi ha un percentatge de GL petits que
també mostren EEG. Aquest fet és [ L sl

transcendent, donat que reduir l'analisi del S ) .
GL metastatic exclusivament a la seva mida
pot suposar la infravaloracié del seu valor
pronostic, especialment en el cas de GL petits
amb EEG histologicament demostrada.

Podriem hipotetitzar doncs que un GL amb

aquesta caracteristica pogués tenir un

Figura 8: M1G amb marcada fibrosi de

potencial d'agressivitat bioldgica més gran la capsula del GL | EEG. Invasid per
contiguitat del teixit timic (C. lIglesias,
que un altre GL metastatic de major diametre HiE, x200).

perdo amb la capsula integra.
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2.4. Estadificacio limfatica

L'informe anatomopatologic de la neoplasia maligna de tiroide ha d'incloure la
informacid histologica referent tant a les caracteristiques del tumor primari, en el
nostre cas el CPT, com a l'afectacid nodal en cas de limfadenectomia concomitant.
Malgrat lexisténcia de diferents sistemes d'estratificacio, la d'us meés estés és la
classificacid TNM (Tumor Node Metastasis) de la Union for International Cancer
Control / American Joint Commitee on Cancer (UICC/AJCC). Aquesta classificacid
busca predir la mortalitat especifica per la malaltia aixi com estandarditzar la
informacio clinica i histologica amb aquesta finalitat. L'objectiu final és definir un
valor prondstic per a cada tumor alhora que estratificar els pacients segons la
supervivencia esperada. La classificacid TNM és diferent per als diferents organs o
regions anatomiques, existint-ne una d'especifica que aplica a totes les variants de
CT derivades de la cellula fol-licular (CPT, CFT, COT, CPDT i CAT). En queden
exclosos els carcinomes originats en un quist del conducte tiroglos i l'struma ovarii
maligne. El CMT i el limfoma tiroidal tenen una classificacié TNM especifica i
diferenciada. Malgrat que l'any 2016 se'n va publicar la 8a i darrera versié (30), en
els treballs inclosos en el projecte de tesi shan emprat —per raons cronologiques

Obvies- els criteris definits en la 7a edicid, publicada el 2009 (figura 9) (31).

Category 7th edition

T 0  no evidence of primary tumor
la size <1 cm AND intrathyroidal
Ib 1cm <size £2cm AND intrathyroidal
2cm < size S 4 cm AND intrathyroidal

2
3 (size >4 cm AND intrathyroidal) OR minimal extrathyroidal
extension (sternothyroid muscle, perithyroid soft tissues)

4a extension beyond thyroid capsule (subcutaneous soft tissue,
larynx, trachea, esophagus, recurrent laryngeal nerve)

4b invasion to prevertebral fascia OR encasing the carotid artery,
mediastinal vessels

N 0 no regional lymph node metastasis
la metastasis to level VI

Ib metastasis to level I, II, III, IV, V, VII, retropharyngeal lymph
nodes

M 0  no distant metastasis
1 distant metastasis

Figura 9: Categories incloses en la 7a edicio de la Classificacio TNM del CT,
que ha estat la considerada en els treballs que integren el present projecte de
tesi (31).
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La classificaciéo TNM fa referéncia a la mida i caracteristiques del tumor (T), l'estat
dels GL (N) i la preséncia o no de metastasis a distancia (M). Pel que fa als GL,
contempla 3 suposits: Nx, NO i N1. No es requereix lanalisi histologica d'un
nombre minim de GL per a definir l'estat N d'un pacient, sent suficient l'analisi
d'un unic GL. D'altra banda, tampoc és imprescindible la categoritzacid de l'estat
dels GL per a l'estratificacid global del pacient. La categoria Nx s'utilitza quan no és
possible l'avaluacié ganglionar. En la categoria NO no hi ha evidéncia de M1G
locoregionals. La 8a edicid afegeix les subcategories NOa quan aquesta negativitat
s'’ha verificat citologicament o histologica i NOb quan, no havent-hi sospita clinica
ni radiologica d'afectacid, no s’ha analitzat cap GL (30). Aquesta subclassificacid de
l'item NO no estava inclosa en la 7a edicié (31). Finalment, la categoria N1 implica
l'evidéncia de MI1G i inclou dues subcategories, depenent d'on es localitzen
anatomicament les M1G: Nla per a M1G documentades en els nivells VI o VII (GL
pretraqueals, paratraqueals, prelaringis/delfians o mediastinics alts) —-i que
defineixen el CC—- i Nlb quan les MI1G es localitzen en el CL, tant siguin
homolaterals al tumor com contralaterals o bilaterals, incloent els nivells anatomics

I, II, ITI, IVi Vi els GL retrofaringis.

Qualsevol de les categories TNM descrites pot anar precedida d'una «c» en cas que
l'estratificacio s'hagi fet amb dades clinicoradioldgiques o d'una «p» quan aquesta
s’hagi establert a partir de l'estudi de la mostra histologica. Aixi, cN1 fa referencia a
les M1G diagnosticades abans o durant la intervencié quirurgica i pN1 a les

detectades amb l'estudi anatomopatologic.

L'estratificacié ganglionar en el CT és molt simple en comparacié amb les
categories incloses en l'estratificacioé del parametre N en d'altres neoplasies solides
malignes. En el cas d'altres tumors, com ara en el cancer de mama (30), es valoren
aspectes més enlla de l'afectacio o no d'un compartiment ganglionar anatomic, en
el sentit de quantificar mitjancant diferents valors la carrega metastatica al GL.
Aixd s'aconsegueix introduint altres criteris en les diferents subcategories N que
valoren, per exemple, el numero de GL afectats o la mida de les M1G, donant per
tant una idea més real no nomeés de la «presencia o no» de metastasis sin¢ també
de la «quantitat» de metastasi als GL. Per tant, la subcategoritzacié N1/ NO en el CT

no permet quantificar aquest volum real de M1G, atorgant la mateixa categoria N1 a
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un pacient amb afectacid inframil-limeétrica d'un sol GL que a un altre pacient amb
afectacid ganglionar massiva. Amb la intencid de matisar aquesta categoritzacio
poc informativa del GL, la propia classificacié TNM aconsella tanmateix afegir a
l'informe anatomopatologic altres dades histoldogiques amb la finalitat de refinar el
pronostic de cada pacient (30). Algunes d'aquestes dades fan referéncia
precisament a l'afectacid nodal i son concretament el nombre de GL afectats, el
nombre de GL analitzats, el diametre del GL metastatic més gran, el diametre del
focus metastatic en el GL i la presencia d'EEG. Per a tots aquests criteris ampliats
reconeix tanmateix que no existeixen punts de tall suficientment consensuatsi els

hi atorga un nivell moderat d’evidéncia (30).
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2.5. Informe anatomopatologic

En la mateixa linia de les recomanacions que proposa la classificacié TNM respecte
a la inclusid en els informes de parametres anatomopatologics no considerats
especificament per a la categoritzacidé pN del CPT, nombroses societats
cientifiques recomanen, en les seves guies o propostes de maneig dels pacients,
que linforme histologic reculli una série de variables addicionals considerades
d'interes clinic i/o prondstic. Malgrat aixo, pel fet de ser guies o recomanacions, es
tracta de parametres histologics no consensuats de forma universal i per tant
d'aplicacio irregular i no estandarditzada. Amb tot, totes elles mostren acord en l'us

sistematic de la classificacid patologica pTNM de V'AJCC.

En aquest sentit, el Grup de Treball de Patologia Endocrina de la Sociedad Espariola
de Anatomia Patologica (SEAP) publica, l'any 2020, unes recomanacions pel
maneiqg i l'estudi de les mostres de pacients amb neoplasies tiroidals (32,33). El
document inclou recomanacions per a tots els nivells d'estudi del tumor, des de
l'examen macroscopic a l'estudi histologic definitiu o la documentacid de
téecniques complementaries i estudis moleculars. Pel que fa a la disseccid dels GL, i
a banda d'informar-los separadament depenent del compartiment limfatic al qual
corresponguin, la guia és exhaustiva en lestudi macroscopic de la peca de
limfadenectomia i recomana especificar: el tipus de disseccié anatomica realitzada
(imfadenectomia radical, radical modificada, selectiva o superselectiva), la
preséncia i dimensions del muscul esternoclidomastoidal, la vena jugular o les
glandules submandibular i/o parotide, l'existéncia d'una massa palpable solitaria o
adherida, la invasio tumoral macroscopica dels teixits tous, muscul o vena jugular
en relacid amb els GL afectats, la mida de les masses ganglionars (havent-se de
considerar les masses de més de 3 cm com a M1G confluents o extensio a teixits
tous) i 'EEG macroscopica. Pel que fa als parametres que ha d'incloure linforme
histologic respecte l'estat ganglionar, recomana fer constar el numero total de GL
avaluats, el numero de M1G i la seva localitzacio, la mida del GL afectat més gran

aixi com la mida de la metastasi dins del GL ila preséncia o no d'EEG.

Per la seva banda, el College of American Pathologists (CAP) reconeix, en el seu

"Protocol for the Examination of Specimens From Patients With Carcinomas of the
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Thyroid Gland” (27) de lany 2019, que existeix un component important de
subjectivitat en l'avaluacid dels criteris que proposa i emfatitza en que l'objectiu de
la guia és aportar una informaci¢ practica i uniforme que sigui util a totes les
disciplines que intervenen en el procés diagnostic del pacient. La seva guia de
diagnostic aconsella també especificar el nombre de GL examinats i afectats,
indicant-ne els compartiments limfatics, la mida del focus metastatic més gran i
U'EEG. No inclou en canvi la mida absoluta del GL metastatic més gran. Reconeix
també la falta d'acord en la interpretacio dels cossos de psammoma aillats en el GL,
aconsellant que se'ls consideri pN1la (sense fer referencia al compartiment limfatic
on es trobin) donat que poden traduir potencial d'extensio limfatica del CPT. Tot1i
que accepta, basant-se en la bibliografia, el probable menor impacte clinic de les
micrometastasis (mM) respecte les macrometastasis (MM), accepta —en la linia de
la classificacid TNM- la manca d'estandards en els punts de tall per a la seva
definicié. Malgrat aixd —i €s aquest un apunt no inclos en versions prévies de la
guia— proposa, acceptant les opinions d'experts i les recomanacions de 'American
Thyroid Association (ATA), el punt de tall de 2 mm per a definir mM, sense
especificar de forma expressa si es refereix a la mida del GL o del dipdsit metastatic.
Respecte el concepte «cellules tumorals aillades» (CTA) reconeix, malgrat no
definir-lo i igual com amb les mM, el seu baix impacte pel que fa al risc de
recurréncia locoregional. D'altra banda, reconeix que part dels GL del CC poden
ressecar-se en bloc amb la peca de tiroidectomia, i que per tant els GL peritiroidals
metastatics identificats s’han de computar dins el compartiment VI. Respecte la
preséncia d'EEG, i a diferéncia del que s'accepta pels carcinomes escamosos
metastatics de cap i coll, argumenta que no és un criteri a dia d'avui prou validat
com a factor de risc de malaltia metastatica local o a distancia. Malgrat el
comentari, aconsella reportar-ho. Pel que fa al numero de GL que haurien
d'incloure les peces de limfadenectomia proposa —en un coll no intervingut
previament— un minim de 6 GL per a les limfadenectomies selectives i de 10 per a
les radicals o radicals modificades. La guia es posiciona en contra de l'us d'altres
téecniques d'analisi del GL més enlla de la histologia, fent referencia especifica als
protocols de gangli sentinella (GS). Accepta només l'estudi immunohistoquimic

com a prova complementaria en cas de dubte.
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Finalment, 'ATA publica regularment les seves Management Guidelines for Adult
Patients with Thyroid Nodules and Differentiated Thyroid Cancer, sent la versio
vigent de l'any 2015 (34). L'objectiu que pretenen la guia és doble. D'una banda, ser
un document actualitzat —consultable tant per professionals medics com per
pacients i investigadors— que reculli l'evidéncia publicada fins el moment en
relacio al diagnostic i maneig del nodul tiroidal en general i del CDT en particular i,
de laltra, proposar recomanacions basades en levidéncia tant pel que fa a la
deteccid i avaluacio clinica inicial del nodul tiroidal com al diagnostic, tractament i
seguiment dels pacients amb CDT. La informacidé histologica que aconsella
reportar en linforme anatomopatologic és, com sembla l0gic, superposable a la
referida en la guia del CAP. A diferéncia d'aquesta, la guia de V'ATA si que reconeix
el paper de 'EEG com a factor de risc suficientment demostrat. Més enlla de quins
son els parametres que cal reportar en l'informe histologic de la M1G, i donat que el
sistema d'estratificaci6 TNM de T'AJCC no prediu adequadament el risc de
recurrencia en el CDT sind només el risc de mortalitat, proposa —en pacients sense
evidéncia de malaltia estructural identificable després del tractament inicial- un
sistema d'estratificacid clinicopatologic en tres grups que atorga als pacients un
baix, intermedi o alt risc de recurrencia de la malaltia. Com es pot veure a la figura
10 i a diferencia de les edicions anteriors, la del 2015 estableix una gradacid
ascendent de mal prondstic més que no pas uns criteris especifics que defineixin
de manera rigida cadascun dels tres grups de risc. Aixi, aquest risc de recurréncia
s'incrementa percentualment en funcié de diverses caracteristiques cliniques,
histoldgiques i moleculars. Especificament, els parametres histologics i punts de

talls inclosos que afecten a l'estat ganglionar sén, de més risc a menys:

pN1amb EEG i més de 3 M1G

pN1 amb presencia de com a minim un GL metastatic major de 3 cm
pN1amb més de 5 M1G

pN1 amb tots els GL menors de 0.2 cm (que defineix com a mM)
pN1amb fins a 5 M1G

pN1sense EEGi fins a 3 M1G

Aquestes variables, combinades amb altres dades histologiques com ara el tipus de

tumor (CPT o CFT), la mida, la invasié vascular o extratiroidal i la multifocalitat,
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permeten categoritzar el risc de recidiva estructural de la malaltia. En alguns
d'aquests criteris es genera confusio respecte si el punt de tall de mida proposat fa
referéncia a la mida del GL metastatic en la seva totalitat o del focus metastatic
propiament. I, com s'ha dit préviament, la guia del CAP recomana reportar nomes
la mida del focus metastatic —que podria ésser menor a 0.2 cm perd per contra

trobar-se en un GL de més de 3 cm d'eix major-—.

Risk of Structural Disease Recurrence
(In patients without structurally identifiable disease after initial therapy)

FTC, extensive vascularinvasion (= 30-55%)
pT4agross ETE (= 30-40%)
PN1 with extranodalextension,>3 LN involved (~ 40%)

High Risk
Gross extrathyroidal extension, PTC,>1 cm, TERT mutated + BRAF mutated* (>40%)
incomplete tumor resection, distant metastases, pN1,any LN >3 cm (~ 30%)
or lymph node >3 cm

PTC, extrathyroidal, BRAF mutated*(= 10-40%)
Int diate Risk PTC,vascular invasion (=~ 15-30%)
.4ggressirenhifrrog;', :(:or afmlhymida[ Clinical N1 (~20%)
extension, vascular invasion, pN1,> S LN involved (=20%)
e S Intrathyroidal PTC, < 4 cm, BRAF mutated* (~10%)
pT3 minor ETE (= 3-8%)
Inn&:tl:;rvgiill‘)l‘c pN1,allLN < 0.2 cm (=5%0)
< 5 LN micrometastases (< 0.2 cm) pN1,<5LN involved (=5%)
Intrathyroidal PTC, 2-4 cm (~ 5%)
Multifocal PTMC (= 4-6%0)
PN1 without extranodal extension,< 3 LN involved (2%)
Minimally invasive FTC (= 2-3%)
Intrathyroidal, < 4 cm, BRAF wild type* (~ 1-2%)
Intrathyroidal unifocal P TMC, BRAF mutated”, (= 1-2%)
Intrathyroidal, encapsulated, FV-PTC (=~ 1-2%)
Unifocal PTMC (* 1-2%)
Figura 10: Gradacio de criteris que defineixen el risc de recurréncia de malaltia estructural en pacients

sense neoplasia residual identificable després del tractament inicial (ATA 2015). (FTC: CFT; ETE: extensio
extratiroidal; LN: GL; PTC: CPT; PTMC: micro CPT; FV-PTC: CPT de variant fol-licular). (34)

Finalment i en relaci¢ a l'estat mutacional de BRAF i/o del promotor de TERT en el
tumor, la guia de I'ATA no considera necessaria la seva determinacié per a
l'estratificacié inicial del risc, perd la inclou com a criteri addicional que pot

perfilar-lo millor en cas que puguem disposar d'aquesta informacio.
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2.6. Incidéncia de metastasis ganglionars

Com s'’ha dit anteriorment, la principal via de disseminaci¢ del CPT és la limfatica i
per tant les M1G de la regid cervical, especialment les del CC, son les primeres en
apareixer. Totes les series confirmen una elevada incidéncia de M1G en el moment
del diagnostic i/o de la intervencio quirurgica. E1 2017 Liang i cols (13) van publicar
una metanalisi que incloia 23 articles i més de 6 800 pacients on comparaven els
resultats de casos amb tiroidectomia total (TT) enfront aquells amb TT més
buidament limfatic ganglionar, tots ells cNO. Els autors van observar una
frequéncia de pN1 del 16.7% al 82.3%. L'elevada heterogeneitat entre els diferents
treballs es podia explicar pel tipus i extensid de la cirurgia, la qualitat de l'ecografia
preoperatoria i la qualitat de Uexamen histopatoldogic. En un estudi del nostre
centre en col-laboracié amb d'altres hospitals de Catalunya es van detectar M1G en
353 de 896 (39.4%) casos (6). Per a la majoria de publicacions la frequéncia de pNla
es troba al voltant del 40-70%. Shan definit diferents factors de risc que
predisposarien a una major probabilitat de M1G entre els quals hi figuren: la mida
del tumor i la seva localitzacid, la multifocalitat, la invasio limfovascular, la invasid
capsular, l'extensio extratiroidal del tumor, la variant histologica il'edat i el sexe del

pacient (35-37).

Un gran nombre d'aquestes M1G no sén diagnosticades abans de l'acte quirurgic,
de manera que un elevat percentatge de cNO poden acabar sent pN1. Més enlla de
la possible palpacid d'adenopaties a l'exploracio fisica en una fraccié molt reduida
de pacients, la principal prova diagnostica de les M1G és l'ecografia cervical,
habitualment acompanyada d'una puncid—aspiracié amb agulla fina (ECO-PAAF) i
estudi citologic. Aquesta eina mostra una elevada sensibilitat en la detecciod de les
MI1G del CL, perd perd eficacia en el diagnostic de les del CC. Un estudi del 2017 de
Sojak i cols (38) amb 157 pacients a qui se'ls feia limfadenectomia del CC (LCC)
descrivia que l'ecografia havia detectat M1G en el 30% dels casos, mentre que la

histologia n'evidenciava en el 56%.

Pel que fa a la incidencia de Nlb, és a dir, d'afectacié de GL del CL, aquesta és més

baixa tot i que hi ha menys estudis degut a la més infrequent realitzacid de
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buidaments limfatics en aquesta area. Malgrat aquest factor limitant, alguns

treballs apunten una frequiéncia que podria arribar al 40-50% dels casos (39-42).
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2.7. Tractament de les metastasis ganglionars

El tractament de les M1G és la seva exeresi quirurgica (limfadenectomia o
buidament ganglionar). Seguint el consens terminologic que va establir 'ATA el
2009 (43) definim buidament ganglionar terapéutic (BGT) quan les M1G sén
evidents clinicament (abans o durant la cirurgia) o per imatge (cN1) i definim
buidament ganglionar profilactic o electiu (BGP) quan no hi ha evidéencia clinica o
radiologica de M1G (cNO) en el moment de la intervencid. L'any 2012 'ATA (44)
actualitza la terminologia de la manera seguent: cN1 inclou les M1G detectades per
palpacidé abans de cirurgia, per una prova d'imatge abans de cirurgia o durant la
inspeccid intraoperatodria per part del cirurgia. Quan es fa buidament dun pacient

cN1 parlem de BGT, si es realitza sobre un pacient cNO es tracta d'un BGP.

En els pacients cN1 totes les guies recomanen realitzar el BGT del compartiment
ganglionar afectat durant el mateix acte quirurgic de la tiroidectomia (34). Les
recomanacions de la Brithish Thyroid Association (BTA) també especifiquen que
en cas de dubte de M1G es pot fer estudi intraoperatori en congelacio (45). A més,
recomana que en els casos cNlb el BGT del CL s'amplii amb el BGP del CC -
malgrat la no evidencia de M1G en aquest compartiment limfatic- donat que el
risc de pNla en aquesta circumstancia és >80%. Amb aixd, s'evita una segona

intervencio i la morbiditat que aixd comporta.

Mentre que hi ha un consens absolut en la indicacidé del BGT, esdevé motiu de
debat la indicacidé del BGP del CC (46-48). Al llarg dels darrers anys hi ha autors
que han justificat el paper del BGP amb els arguments de l'elevada frequéncia de
les MI1G cervicals, la poca sensibilitat de les técniques diagnostiques
prequirurgiques, la millora en el prondstic del pacient i el fet que facilitaria el
seguiment posterior donat que milloraria el rendiment de les técniques que
s‘utilitzen amb aquesta finalitat (rastreig amb radioiode i determinacié de
tiroglobulina plasmatica). Contrariament, el dubtds benefici en el pronostic, la
prolongacié del temps operatori i, per damunt de tot, la major incidéncia de
complicacions quirurgiques han estat els arguments defensats pels detractors del
BGP. Multiples estudis i diverses metanalisis han intentat validar cientificament

una o altra opcid sense aconseguir, a hores d'ara, un clar posicionament general
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(49-54). S'’ha calculat que l'estudi prospectiu definitiu per saber si el BGP és efectiu
seria inviable tan logisticament com economicament (55). No obstant, el 2015 es va
publicar l'unic estudi prospectiu amb aquesta finalitat (56). La conclusio dels autors
va ser que no hi havia cap avantatge clinic en fer el BGP a pacients amb cNO
valorat per ecografia. Aquest debat no existeix en relacié al CL, pel qual tothom esta

d'acord que no hi ha mai indicacio pel BGP.

En els darrers anys s'esta imposant una tercera proposta en relacid a la
limfadenectomia, que consisteix en indicar un buidament en tots el casos en que
sigui terapeutic i reservar el BGP per a pacients d'alt risc. Aixi, per exemple, la
recent guia de 'ATA 2015 (34) aconsella el BGP a casos amb cNO només quan es
tracta de tumors T3 i T4, s’ha demostrat afectacio laterocervical (cN1b) o pot servir
per a planificar U'estrategia terapéutica futura. D'altra banda, la guia de la BTA (45)
planteja restringir el BGP als pacients de més de 45 anys, subtipus histologics
agressius, tumors multifocals, tumors de >4 cm o amb extensid extratiroidal,
mentre que en la resta recomana no fer-ho. Un article de consens de la European
Society of Endocrine Surgeons (ESES) (57) és de la mateixa opinid, suggerint

l'estratificacio segons el risc de recurrencia.

El debat sobre la millor opcid en relaciod a la limfadenectomia rau, principalment,
en dues grans incerteses. La primera, la baixa sensibilitat, amb les eines actuals, de
diagnosticar les M1G abans de la cirurgia, especialment les del CC. La segona
incertesa fa referéncia al desconeixement sobre el veritable significat pronodstic de
les M1G. Si, com diuen alguns autors, el risc de mal pronostic de les M1G cervicals
és molt baix, el BGP no tindria cap sentit. Si, contrariament, les M1G s'associen a un

empitjorament d'aquest pronostic, el BGP estaria totalment justificat.
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2.8. Valor pronostic de les metastasis ganglionars

El CPT és generalment un tumor de bon prondstic. Un estudi de Lang i Won de
2015 (58) estableix que la mortalitat per CPT als 10 anys és del 3-4% mentre que el
risc de mortalitat per altres causes en aquests mateixos pacients és del 5%. En una
cohort de més de 29 000 pacients amb CT, Yang i cols (59) calculen que la
mortalitat als 5 anys per la neoplasia tiroidal és de 1'1.9%, per altres cancers en
aquests mateixos pacients del 0.8% i per malalties no tumorals de 1'1.7%. Molt més
frequent és la recurréncia del tumor, que s'estableix en un 15-25% dels CPT. En la
majoria de casos la recurrencia no s'associa a risc de mortalitat perd comporta la
necessitat de nous tractaments i empitjora la qualitat de vida del pacient. Aixi, en la
major part d'estudis, el parametre que es té en compte com a factor pronodstic de la

malaltia va més associat al risc de recurréncia que al de mortalitat.

La contribucio de les M1G cervicals al pronostic del CPT és un aspecte sobre el qual
no hi ha un consens definitiu. Classicament s’ha establert que lafectacid
ganglionar comporta un major risc de recurrencies i sembla forca clar que la
relacié és inequivoca en casos de MIG detectades abans de la cirurgia (cN1).
D'aquesta manera s'accepta que el BGT redueix el risc de recidives i fins i tot allarga
la supervivencia especifica de la malaltia. La preséncia de M1G és un factor de mal
pronostic en dos estudis del Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER)
amb un elevat nombre de pacients inclosos (60,61). Gorsthein i cols (62) comparen
l'evolucid de 223 pacients amb cNO i 169 amb ¢cN1 i troben que el percentatge de
persisténcia a l'any és del 6.7% als cNO i del 47% als cN1 i del 3.6% i del 33.5%,
respectivament, al final del seguiment. Diversos nomogrames que intenten
estimar el percentatge de risc en relacid a mortalitat especifica per CPT inclouen la

preséncia de M1G com a variable significativa per a calcular aquest risc (58,59).

L'aspecte més debatut fa referencia a quan les M1G no es detecten abans de la
cirurgia sind que apareixen quan es realitza un BGP, és a dir, aquells casos cNO que
acaben sent pN1. En altres paraules, no esta clar el paper de les M1G clinicament
ocultes. El grau d'aquest risc intrinsec sobre el pronostic de la malaltia és el que
justificaria —o no- la realitzacié del BGP. Es per aquest motiu que en els darrers 15

anys s’han publicat molts treballs al respecte. Entre aquestes publicacions hi ha
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diverses metanalisis. La de Zetoune i cols (50) inclou 5 estudis amb 1 264 pacients i
no troba diferéncies significatives en la OR de recurrencies. La de Lang i cols (51)
inclou 14 estudis amb 3 331 pacients i conclou que el BGP s'associa
significativament a un menor risc de recurréncia locoregional a curt termini pero a
major frequéencia de tractament posterior amb radioide, fet que podria esbiaixar
l'efectivitat del BGP. La metanalisi de Wang i cols (52) inclou 11 estudis amb 2 318
pacients i detecta una tendéncia encara que no significativa a menors taxes de
recurrencia. Els autors calculen que cal fer 31 BGP per a prevenir 1 recurréncia. La
quarta metanalisi (63), que inclou 9 estudis, no troba cap diferéencia en el risc de
recurrencia limfatica local. Una cinquena metanalisi (64), on s'estudien unicament
microcarcinomes, conclou que caldria considerar fer el BGP en aquells tumors
majors de 5 mm, multifocals o amb invasio capsular. En la de Zhao i cols (53)
s'analitzen 17 estudis amb 4 437 pacients (2 468 amb TT i 1 969 amb TT i BGP). Els
autors troben diferencies significatives en les recurréncies (4.6% enfront 6.9%, en
els casos amb BGP i sense respectivament). No obstant aixd, aquesta reduccid és
significativa en relacio a les recurréncies en el CC (1.1% vs. 3.4%) perd no en les
recurrencies del CL (3.3% vs. 3.2%). Aix0 implica que quan es fa BGP la majoria de
les recurréncies siguin al CL, mentre que quan no es realitza els percentatges son
similars. Aixi doncs, el BGP del CC no evita la M1G del CL. Finalment, en la revisié
que es fa al ja citat treball de consens de 'ATA de 2012 es conclou que el risc de
recurrencies dels pacients cNO va del 0 al 9%, que és similar al risc dels que son

cNO i després d'un BGP passen a pN1 amb només mM (4-11.5%) (44).

De tots els treballs publicats sobre el paper de les M1G cervicals en el pronodstic dels
pacients amb CPT es desprén que, possiblement, la simple presencia o abséncia de
GL afectats (NO vs. N1) no discrimina suficientment el seu potencial d'agressivitat.
Es per aixd que diversos autors han proposat definir millor el significat de la M1G
afegint altres caracteristiques. La guia ATA del 2009 classificava de risc intermedi
qualsevol pacient amb N1 independentment de cap altra consideracié (65) mentre
que, com hem vist anteriorment, la guia del 2015 defineix el risc en funci¢ de
certes variables d'aquestes M1G com son la quantitat de GL afectats del total de GL

inclosos en el buidament, la mida d'aquests GL o la presencia d'EEG (34).

40 | Carmela Iglesias i Felip



Biopsia selectiva del gangli sentinella en el carcinoma papil-lar de tiroide. Analisi morfologica i valor de la carrega tumoral ganglionar

Per altra banda, no hi ha controvérsia en acceptar que la preséncia de M1G en el CL
(N1b) s'acompanya d'un risc significatiu de recurréncia, que s'’ha establert en un 5-
13%. Per exemple, McNamara i cols al 2016 (66) defineixen, després d'un seguiment
mitja de 63.5 mesos, un risc de recurréncia del 7.8% en una amplia serie de 484

pacients cN1b.
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2.9. Biopsia selectiva del gangli sentinella

Com s'ha desenvolupat préviament, i de mode general, el tractament quirurgic
estandard del CPT és a dia d'avui la TT amb o sense LCC. S'han definit també els
conceptes de BGT i BGP. El fet que fins en prop del 50% dels BGP del CC s'acabin
demostrant M1G, perd també levidencia d'un major risc de complicacions
quirurgiques de la TT+LCC enfront la TT aillada, generen la necessitat de millorar
el diagnostic prequirurgic de lestat ganglionar, amb l'objectiu final de plantejar
una cirurgia més personalitzada dels pacients i evitar el maxim de
limfadenectomies innecessaries. S'ha discutit també que un dels principals
problemes en l'optimitzacié de lestadiatge son les limitacions en el diagnostic
prequirurgic de les M1G cervicals mitjancant l'ecografia, amb bon rendiment
diagnostic en el cas del CL perd molt menor en lestudi del CC, el més

frequentment afectat.

Per tal de millorar el diagnostic prequirurgic o intraquirurgic de les M1G s'ha
introduit, igual com passa en tumors daltres organs, un tercer tipus de
limfadenectomia que anomenem «selectiva» i que introdueix el concepte de
«gangli sentinella», d'ara endavant GS. El GS és, per la seva localitzacié anatomica i
per les caracteristiques del drenatge limfatic d'un tumor determinat, el primer
estadi de disseminacid metastatica. Si el GS és negatiu, i basant-nos en el
fonament tedric de l'afectacid sequencial, previsible i no anarquica dels diferents
compartiments ganglionars, assumim que ho seran també la resta de GL, donat
que les ceéllules metastatiques haurien de passar-hi ineludiblement abans de
disseminar-se a territoris més allunyats. L'estudi histologic del GS permet a més
una seleccid ganglionar funcional, restringint l'analisi a pocs GL i permetent que
aquest sigui més exhaustiu, centrant els esforcos a l'estudi d'aquells GL amb major
probabilitat d'estar afectats. Sabem que la téecnica del GS aplicada al CPT té un valor
predictiu alt respecte lafectacid ganglionar total (67-70). Idealment, i amb
l'objectiu de guiar en temps real labordatge quirurgic dels GL, el GS s’hauria
d'analitzar intraoperatoriament, la qual cosa és factible aplicant-hi la metodologia
convencional usada en d'altres neoplasies com ara els carcinomes de la mama, el
melanoma, els carcinomes escamosos de cap 1 coll o algunes neoplasies

ginecologiques (71-74). Permet a més detectar GS en territoris fora de la cirurgia
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reglada estandard en tumors de drenatge atipic o en el cas de drenatge en meés
d'un compartiment limfatic. Aixi doncs, en cas de GS negatiu no seria necessaria
l'exeresi de més GL i, per contra, en cas de positivitat estaria indicada la

limfadenectomia del compartiment limfatic corresponent.

Des del punt de vista metodologic, la deteccid del GS pot realitzar-se mitjangant la
injeccid intratumoral o peritumoral de diferents marcadors que soén els que,
circulant pel sistema limfatic, drenaran en el GS. Aquests marcadors poden ser un
colorant vital, marcadors basats en *™Tc-nanocol-loid, la combinacié d'ambdds o
fins particules magneétiques (70,75). La técnica basada en **"Tc-nanocol.loid admet
tres possibilitats: la limfoscintigrafia planar amb 1'us d'una gamma sonda manual
intraoperatoria, aquesta mateixa técnica amb el complement de U'SPECT/TC
preoperatori i, en tercer lloc, la limfoscintigrafia combinada amb el colorant vital.
D'aquestes, i malgrat la heterogeneitat de les dades publicades, la limfoscintigrafia
és la més usada actualment donat que millora entre un 13-16% el percentatge de
deteccid del GS respecte a la técnica de colorant vital (70). Combinada amb
SPETC/TC ésla que demostra uns millors nivells de detecciod dels GS no visualitzats
o0 amb baixa radioactivitat, inclosos aquells molt proxims al lloc d'injeccié del
tracador, alhora que permet al cirurgia un mapeig optim dels GS en relacio a altres
estructures anatomiques, facilitant l'abordatge quirurgic. Una limitacid important
és definir per a cada cas quins dels GL que mostren radioactivitat han de ser
ressecats, donat que per a un compartiment limfatic determinat no sempre el GS
que mostrara M1G en lestudi histoldgic haura de ser necessariament el de major
radioactivitat. En aquest sentit, la literatura recull diferents estrategies de seleccio
dels GL a ressecar (els més «calents» o amb major nivell de radioactivitat, el més
calent i els GL addicionals que mostrin un minim d'un 10% d'intensitat que aquest
ex vivo o d'altres aproximacions). D'aixd se'n deriva un ampli marge d'arbitrarietat i
falta de consens en un punt critic de la tecnica del GS. Aixi doncs, es fa necessaria
l'estandarditzacio dels protocols de la técnica de la bidopsia selectiva del GS (BSGS)
per tal de guiar la cirurgia amb l'objectiu d'identificar els GL amb major probabilitat
d'afectacid i minimitzant al maxim el nombre de GL ressecats, tant per reduir el
risc quirurgic com per fer possible el seu estudi intraoperatori, que obviament no

sera factible amb un nombre de GL excessiu.
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L'estudi histologic del GS és un altre coll d'ampolla en la metodologia de la BSGS.
D'una banda, i de manera similar al que passa amb la decisi¢ de quins GL ressecar,
per la coexisténcia de multiples protocols d'estudi —tant a nivell intraoperatori com
en lestudi diferit— i, de laltra, pel marge d'error ampliament reconegut a la
literatura en l'estudi intraoperatori dels GS respecte l'estudi definitiu (69,76).
L'analisi intraoperatoria pot incloure, depenent del protocol del centre, U'estudi per
empremta citologica i/o l'estudi d'un tall central en congelacio. L'estudi histologic
diferit, una vegada fixat el GS en formol i processat técnicament com una bidopsia
rutinaria, sol incloure seriacid en multiples nivells i estudi immunohistoquimic per
a citoqueratines en un o més dels nivells estudiats. L'analisi anatomopatologica del
GS tal com s’ha exposat té una serie de limitacions com poden ser la manca
d'estandards en el procediment, les dificultats intrinseques de lestudi
intraoperatori (errors d'interpretacio, artefactes i defectes de mostreig), el fet que
l'estudi del GS sigui incomplert o bé que l'estudi definitiu sigui inevitablement el
diferit. En el millor dels casos, s'accepta que probablement no s'arribara a analitzar

de forma real més del 15% del teixit ganglionar total (76).

A la practica, la literatura publicada reconeix que lestudi intraoperatori
convencional del GS en CPT té al voltant d'un 15% de falsos negatius (FN) (69,77,78).
Una metanalisi publicada l'any 2016 recollia unes taxes de FN en tres dels estudis
analitzats del 17.2%, 8.3% 1 9.5%, corresponent la dada menor a la publicada pel
nostre grup, l'experiéncia inicial del qual resumim en el paragraf seguent (69).
Aquesta és una limitacidé important, donat que la reintervencid del coll per causa
dun FN pot ser quirurgicament complexa. De fet, alguns autors proposen la
deteccid del GS fonamentalment per a «guiar» la cirurgia i amb l'objectiu unic
d'identificar les vies de drenatge limfatic dun tumor determinat -
independentment de la preséncia o no de M1G en el GS—, en el que podriem

definir com a «BGP personalitzat» (70).

Amb lobjectiu de millorar lestadiatge ganglionar dels pacients amb CPT i
assegurar un abordatge quirurgic el més individualitzat possible, l'equip
multidisciplinari de cancer de tiroide de 'Hospital Vall d'Hebron es va plantejar
l'any 2009 -i partint de U'experiéncia propia ja consolidada en d'altres tumors— la

implementacié de la técnica de la BSGS mitjancant limfoscintigrafia amb
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SPECT/TC en els pacients amb CPT. L'experiencia recollida en els primers 24
pacients (interval 2009-2011) fou publicada l'any 2013, article que s'adjunta com a
«Document Annex A» (79). Els objectius inicials d'aquest estudi pilot van ser
diversos i incloien la descripcid del drenatge limfatic del CPT emprant la técnica
nuclear descrita, lavaluacié de lextensid limfatica de les M1G -—-comparant
l'afectacio del GS amb els resultats de la limfadenectomia— i l'analisi de la capacitat
de deteccid intraquirurgica dels GS identificats, amb l'objectiu ultim de consolidar i
implementar de forma definitiva aquesta metodologia a la institucio. Breument, la
metodologia emprada era la seguent: el dia previ a la cirurgia es realitzava la
limfoscintigrafia amb la injeccié intratumoral ecoguiada del **"Tc-nanocol-oid,
obtenint les imatges planars i SPECT/TC. Tots els pacients eren sotmesos a TT,
exeresi dels GS detectats amb lajut de gamma sonda manual —amb analisi
intraoperatoria de tots ells— i LCC,
ampliada amb limfadenectomia del
compartiment lateral (LCL) en cas
d'estadi N1b preoperatori o evidéncia
de GS positiu en el CL (figura 11). La
limfoscintigrafia va ser capa¢ de
detectar al menys un GS en les
imatges planars i SPECT/TC en el 79%
dels pacients, i en el 96% durant la
cirurgia amb la gamma sonda. La
capacitat de deteccié de MI1G fou del
12% preoperatdoriament o amb la

inspeccié quirurgica unicament, del

43% amb l'estudi intraoperatori dels GS

Figura 11: Metodologia de la técnica de la BSGS a

i del 54% amb lestudi histologic 'Hospital Vall d'Hebron (A: injeccio intratumoral
o ecoguiada del *"Tc-nanocol-loid; B: obtencio de
definitiu. El percentatge global de FN les imatges planars | SPECT/TC; C: deteccid de
. . . radioactivitat tiroidal i limfatica amb gamma sonda
(deteccid del GS 1 estudi manual) (Cortesia de la Dra. Garcia-Burillo).

intraoperatori) va ser del 15.4%. El

drenatge limfatic fou unicament en el CC en el 25% dels pacients, unicament en el
CL en el 21% i en ambdods compartiments en el 50% dels casos. Aquest estudi
preliminar va permetre concloure els bons resultats en les nostres mans de la

tecnica de la BSGS descrita en el context de CPT, capa¢ de detectar el drenatge
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limfatic en una elevada proporcio dels pacients, permetent aixi la deteccié de M1G
ocultes i1 oferint bones perspectives en la millora del tractament quirurgic dels
pacients.

Des que es va proposar per primera vegada l'us de la técnica de la BSGS per
Kelemen i cols (80) fa més de 20 anys, i a diferencia del que passa en d'altres
neoplasies, la seva aplicacid en el CPT ha estat motiu de debat. Malgrat la
controversia i la disparitat en els resultats a la literatura, alguns treballs publicats
recullen percentatges elevats de deteccié de M1G ocultes amb aquesta técnica, en
la linia de les nostres dades preliminars previament referides i que van del 49% al
67% (81,82). D'altra banda, i pel que fa al viratge de cNO a pN1, una série del 2015
publicada per Cabrera i cols (83) el descriu en fins el 30.4% dels pacients. En d'altres

estudis aquest percentatge és menor (84,85).

Malgrat les dades publicades, i com s’ha exposat préviament, algunes societats
cientifiques —com el CAP- es posicionen manifestament en contra de 1'us de la
técnica de la BSGS en CPT. Un dels arguments més consistents amb qué ho
justifiquen és precisament l'elevada frequéncia de FN en l'estudi intraoperatori dels
GS. L'experiéncia publicada en la técnica de la BSGS en CPT és a dia d'avui escassa.
Com hem vist, en la citada revisi® de Portinari i Carcaforo (69) es recollien
unicament 3 treballs amb dades ben analitzades i que feien referéencia, en total, a
194 pacients avaluats amb técnica radioguiada. En aquests pacients els FN
suposaven, de mitjana, fins el 14.5% dels casos. En la linia del que s’ha apuntat
abans, aquest treball conclou que en el CPT —inclosos els estadis T1 / T2-, l'elevada
frequéncia intraoperatoria de FN de la tecnica de la BSGS aconsella que aquesta
sigui només emprada per a «guiar» la limfadenectomia depenent dels nivells de
radioactivitat dels diferents compartiments limfatics, amb lunic objectiu de
millorar l'estadiatge ganglionar i personalitzar millor l'ablacié postoperatoria amb

radioiode, reduint aixi la possibilitat de malaltia persistent postquirurgica.

Un article de revisido de lany 2020 recull U'experiencia de 4 metanalisis prévies
(2.498 pacients) i analitza les diferents metodologies emprades, el nivell de
deteccid del GS, la frequéncia global de FN, el metode d'analisi histologica del GS i
l'algoritme de decisié quirurgica aplicat depenent de quin en sigui el resultat (70).

La definicié de FN no és sempre equivalent en els diferents treballs, 1 aixd en fa
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dificil la comparacié. Alguns autors la calculen considerant exclusivament el
resultat de lestudi intraoperatori del GS respecte l'estudi histologic definitiu
d'aquest GS, d'altres consideren els GS definitivament negatius (estudi
intraoperatori + estudi diferit) respecte la preséncia o no de MIG en la
limfadenectomia corresponent i altres inclouen en el concepte de FN l'éxit o fracas
en la identificacid del GS, més enlla dels resultats de concordanca de lestudi
histologic que se'n deriva. Amb tot, les dades de FN reportades son extremadament
heterogénies (0-40%). Malgrat aix0, en el que sembla haver-hi acord en la literatura
és en el fet que la implementacié definitiva de la metodologia de la BSGS en CPT
necessita, d'una banda, de séries de pacients amb seguiment clinic a llarg termini
que aportin informaci¢ consolidada pel que fa a les taxes de recurréncia i
supervivencia en el temps dels pacients tractats amb aquesta técnica i, de l'altra, de
l'estandarditzacid del procediment —incloent-hi l'optimitzacio, també, de l'estudi
intraoperatori-, abans de poder replantejar de forma definitiva la necessitat
ineludible del BGP.
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2.10. One Step Nucleic Acid Amplification
(OSNA)

El problema dels FN de l'estudi intraoperatori del GS no és un fet particular del CPT,
sind un problema compartit per totes les neoplasies on s'indica la técnica de la
BSGS (86-88). Aquest fet pot obligar a una reintervencidé quirurgica quan l'estudi
diferit definitiu rectifica el diagnostic inicial i demostra la preséncia de M1G. En els
darrers anys, i amb l'objectiu de reduir l'error diagnostic en U'estudi dels GS amb les
técniques convencionals d'estudi citologic i tall en congelacio, ha estat bastament
implementada lanalisi intraoperatdoria del GS amb una técnica molecular i
quantitativa anomenada One Step Nucleic Acid Amplification (OSNA). La maxima
expansio en la implementacié d'aquesta tecnica la trobem en el cancer de mama
(89,90), perd també ha estat introduida de forma més minoritaria en el cancer
gastric i colorectal (91,92). Des del punt de vista tedric, que més endavant
desenvoluparem, la seva aplicacidé hauria de suplir les deficiencies de lestudi
intraoperatori tradicional dels GS donat que avalua amb elevada fiabilitat el 100%
del GS en l'acte intraoperatori, obtenint un resultat rapid, definitiu i precis. Cap de
les qualitats definides —estudi de la totalitat del GS, estudi definitiu en el mateix
moment quirurgic i elevada fiabilitat en el resultat emes- és possible amb la
metodologia d'estudi histoldgic classic. Més enlla d'aquests avantatges, 1us d'OSNA
permet homogeneitzar i estandarditzar el procediment d'analisi del GS, pel qual
coexisteixen a dia d'avui un gran nombre de protocols no consensuats entre les
diferents institucions (76). La tecnica OSNA suposa un valor afegit al resultat, donat
que no ens proporciona nomeés una informacié absoluta sobre l'afectacid «si» o

«no» del GS sind que és capac de quantificar la carrega tumoral present.

L'assaig OSNA (Sysmex, Kobe, Japan) és un metode molecular semiautomatitzat
que es basa en 'homogeneitzacio del GL seguida de l'amplificacid i quantificacio
en temps real de 'ARN missatger (ARNm) de la citoqueratina 19 (CQ19) a partir del
lisat obtingut, proveint el resultat en aproximadament 30-40 minuts (89,93). De la
mateixa manera com passa en el cancer de mama, colon o estdmac, 'ARNm de la
CQ19 és un bon marcador per a identificar cel-lules tiroidals metastatiques en el
GL, on en situacions de normalitat no hauriem de trobar-hi cel-lules epitelials (94).

De forma caracteristica, les cél-lules canceroses en aquests tumors expressen en la
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major part dels casos aquesta proteina del citoesquelet en la superficie de
membrana, esdevenint per tant un bon
marcador de la presencia de M1G (figura 12).
En 1la glandula tiroidal normal -sense
evidencia dun CPT- i en la hiperplasia,
l'expressio de CQ19 és lleu i heterogénia en el
component follicular, sent habitualment

negativa en ladenoma i en el CFT. Malgrat

aixO, aquesta expressio lleu a nivell de la

Figura 12: CPT amb expressio

glandula no ha de suposar un problema quan immunohistogquimica  intensa  per a

) ) ) CQ19 a nivell de membrana i citoplasma

és una hipotética M1G el que estem analitzant (C. lIglesias, Cell Marke A53-B/A2.26,
USA. x200).

i sabent que cap dels components cel-lulars

propis del GL nadiu expressa CQ19 de manera fisiologica.

L'assaig OSNA es realitza de forma rapida i automatitzada, és altament especific i
garanteix l'absencia de contaminacid per ADN gendmic. Es du a terme en un equip
anomenat RD-100i (Sysmex Corp, Japan) amb 1us dels reactius LYNOAMP® i
LYNORHAG®. L'assaig OSNA realitza 'amplificacidé en un unic pas mitjancant la
técnica Reverse transcriptase loop-mediated isothermal amplification —RT-LAMP-
(95,96), a diferencia dels metodes convencionals d'amplificacié com la RT-PCR o la
gPCR. La técnica RT-LAMP realitza la cdpia per transcripcio reversa de molécules
d’ARNmMm a una temperatura constant (652C)

amb la formacié d'un lla¢ de les propies

==y
- —am
molécules (figura 13). Aquest procés no i L L
: . , .y 2 A = 5 com
requereix la purificacid prévia de 'ARN 1 té = -
lloc de forma rapida (16 min). Lus ! ¢
d'encebadors, dissenyats especificament, ”
impedeix l'amplificacié de pseudogens de la e s 2
n‘ Hl—> 2N i) j’l}, 12
g L J\:ﬁ' \..
CQ19, evitant resultats falsos positius (FP). La P4
técnica RT-LAMP genera un subproducte que o e i tnndy
precipita, el pirofosfat de manganeés, produint s e (i g‘.'.:&;:‘:“;'&q

un increment de la terbolesa de la reaccid que
Figura 13: Técnica RT-LAMP (adaptat de

es pot mesurar i monitoritzar. L'equip RD- Sysmex Brocheure. "‘RD-100 | OSNA —

. . .. , the New Generation of Sentinel Lymph
100i-OSNA®, mitjancant lus d'una corba Node Analysis in Breast Cancer-", 2011)

(93).
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patré que es calcula préviament a cada analisi a partir de concentracions
conegudes d'ARNm i amb el calcul del temps transcorregut en el que la mostra
analitzada assoleix un grau de terbolesa especific, infereix o extrapola el numero

de molecules d’ARNmM de CQ19 per volum de mostra analitzada.

El resultat molecular quantitatiu obtingut esta directament relacionat amb la

quantitat de metastasi en el GL i discrimina entre 4 possibilitats:

«negatiu absolut» (<100 copies/ul)
«cel-lules tumorals aillades» (entre 100 i 250 copies/pl)
«micrometastasi» (entre >250 i 5 000 copies/ul)

«macrometastasi» (>5 000 copies/uL)

Aquests punts de tall han estat definits a partir dels primers estudis de validacio de
la técnica realitzats en el cancer de mama, de la mateixa manera com per
extrapolacio del que s’ha consensuat en aquesta neoplasia les CTA es consideren
un resultat negatiu (30). L'equip RD-100i—-OSNA® permet avaluar fins a quatre GL
en una mateixa analisi o assaig, obtenint-se el resultat en aproximadament 30-45
minuts des de l'inici del processament de la mostra i en funcidé del numero de GL

analitzats i de 'expertesa en l'us de la tecnica.

En lactualitat, l'assaig OSNA té aprovada la indicacid d'us pel diagnostic de M1G en
cancer de mama, cancer de colon i cancer gastric (97). En el cas del cancer de
mama la implementacio rutinaria de l'assaig OSNA pel diagnostic de M1G és una
realitat, especialment en el continent europeu, i fins algunes guies cliniques
d'Anatomia Patologica —com la del Regne Unit o la de la SEAP- l'han inclos en els

seus protocols de maneig i en recomanen 1'4s assistencial (98,99).
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2.11. OSNA en cancer de tiroide

Actualment, s'estan realitzant diferents estudis que exploren l'aplicacié d'OSNA en
d'altres neoplasies com ara els cancers ginecologics d'endometri, cérvix o vulva i i

en cancer de pulmo (100-102).

Les primeres dades de l'aplicacid d'OSNA en CT foren publicades el 2014 per
Kaczka i cols, en un treball on s'explorava per primera vegada l'us d'aquesta tecnica
en CPT (103). De forma gairebé simultania, aquest mateix grup publica una segona
serie de pacients aplicant aquesta téecnica molecular al CMT (104). En el treball del
2014, els autors comparen OSNA -considerant el punt de tall de positivitat
preestablert de 250 copies/uL—- amb la histologia convencional i dues tecniques de
PCR a temps real (per a CQ19 i per a 'ARNmM de la tiroglobulina) en 92 GL. Els
percentatges de positivitat obtinguts foren del 17.4% per a OSNA, del 25% per a la
RT-PCR de 'ARNm de la tiroglobulina i del 19.6% per a la RT-PCR de la CQl9.
L'estudi conclou que, malgrat 'us d'OSNA en CPT és factible, mostra un nivell de
precisié diagnostica equivalent a la histologia convencional i a d'altres téecniques
moleculars. L'any 2017, aquest mateixos autors publiquen l'experiéncia preliminar
en 'us d'OSNA en CPT incorporat a la técnica de la BSGS (105). Es tracta d'una serie
inicial de 49 pacients cNO on, una vegada detectats intraquirurgicament els GS
amb la técnica de colorant vital, s'analitzen els GS amb OSNA i histologia classica
en seccions alternes. Als pacients se'ls realitza TT i LCC + LCL, sense influenciar el
resultat d'OSNA l'actitud quirurgica. En 43 dels 49 pacients identifiquen 65 GS,
30.8% positius per histologia i 33.8% amb OSNA, diferint els resultats en el 12.3%. Els
resultats globals dels 65 GS comparant ambdues técniques es recullen en la taula

seguent:

OSNA
POSITIU NEGATIU
POSITIVA 17 (26.2%) 3(4.6%)
NEGATIVA 5(7.7%) 40 (61.6%)

HISTOLOGIA

El valor predictiu positiu (VPP) i negatiu (VPN) per a OSNA és de 0.77 i de 0.93

respectivament, amb una concordanca amb la histologia del 85%. Malgrat que
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aquest treball no analitza amb OSNA les peces de limfadenectomia, els autors
conclouen que l'us d'aquesta técnica conjuntament amb la BSGS en CPT pot evitar

LCC innecessaries.

L'any 2019 Medas i cols (106) publiquen la seva experiencia en una serie de 26 GL
provinents de 13 pacients, per a cadascun dels quals analitza mitjancant
histologia/immunohistoquimica i OSNA un minim d'1 GL. Els valors de sensibilitat
(S), especificitat (E), VPP, VPN i precisi¢ diagnostica obtinguts per a OSNA sén del
87.5%, 94.4%, 87.5%, 94.4% 1 92.8% respectivament. La seguent taula recull els

resultats globals dels 26 GS avaluats, comparant ambdues técniques:

OSNA
POSITIU NEGATIU
POSITIVA 7 (27%) 1(3.8%)

HISTOLOGIA

NEGATIVA 1(3.8%) 17 (65.4%)

Aquests autors donen suport també al valor d'OSNA en la deteccid de M1G en el
CPT, i plantegen el seu us intraoperatori per a identificar els pacients que es
beneficiarien de la LCC. Fora dels resultats publicats per aquests dos grups, no hi
altra experiéncia a la literatura tret de la que dona cos a la present tesi doctoral que
explori el paper Ad'OSNA en el CPT.

Finalment, una metanalisi publicada l'any 2018 revisa la literatura reportada fins
l'any 2017 en l'aplicacié d'OSNA en tot tipus de neoplasies exceptuant el cancer de
mama, recollint informacié de fins a 19 treballs (107). La revisio fa referéncia a 3
articles en CT fins aquesta data, 2 dels quals publicats pel nostre grup. Els autors
conclouen que OSNA sembla tenir també en aquests tumors una elevada
sensibilitat diagnostica per a la deteccié de M1G. Malgrat aixd reconeix, com
sembla logic, la necessitat de nous estudis que corroborin els resultats d'aquests

treballs preliminars abans de plantejar-ne la seva implementacio.
Posteriorment a aquest treball de revisio, l'any 2018 Winter i cols (108) publiquen

un estudi afegint el cancer de prostata a la llista de neoplasies on 1'us d'OSNA

sembla mostrar resultats prometedors.
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1. En els pacients amb CPT, les recomanacions vigents proposen realitzar
buidament ganglionar cervical a tots aquells a qui shagi demostrat
prequirurgicament o intraquiruargicament la preséncia de M1G (BGT), aixi com en
situacions de major risc de mal pronostic tot i la no evidéencia de M1G (BGP). La
guia de I'ATA 2015, en la seva Recomanacié 36, aconsella realitzar BGP en els
tumors T3-T4 de la Classificacid TNM de 'AJCC. Donat que de cara a la millor
planificacidé de l'abordatge quirurgic dels GL és clau coneixer amb la maxima
precisio l'estat ganglionar real, s’ha proposat com a estratégia de millora la técnica
de la BSGS. L'Hospital Vall d' Hebron ha demostrat experiéncia consolidada en
aquesta metodologia en d'altres tumors, havent publicat resultats preliminars de la

seva aplicacio en CPT.

Les hipdtesis de treball derivades d'aquesta evidéncia son:

la. L'abséncia de M1G en el GS hauria de correspondre’s amb l'abséncia de M1G en
la limfadenectomia corresponent, demostrant un elevat nivell de fiabilitat de la

técnica de la BSGS a l'hora de guiar l'actitud quirurgica.

1b. L'ts de la técnica de la BSGS en CPT hauria de ser capa¢ de millorar
l'estratificacié ganglionar dels pacients, augmentant la capacitat de deteccié de

M1G clinicament ocultes.

2. L'assaig OSNA és un metode molecular rapid, automatitzat i altament especific
capac¢ de quantificar en temps real el numero de copies d’ARNm de CQ19 en una
mostra histologica. El CPT és una neoplasia que expressa caracteristicament CQ19
i, derivat d'aix0, l'expressen també les hipotetiques cel-lules epitelials metastatiques
presents en un GL. Sabem que no existeixen altres tipus cel-lulars en el GL nadiu
que expressin aquesta proteina. El resultat molecular quantitatiu esta directament
relacionat amb la quantitat de metastasi en el GL i discrimina entre 4 possibilitats:
«negatiu absolut» (<100 copies/uL), «CTA» (entre 100 i 250 copies/uL), «smM>» (entre
>250 1 5 000 copies/pL) i «kMM» (>5 000 copies/uLl). La tecnica OSNA esta
ampliament consolidada en el carcinoma de mama, havent demostrat ser una eina

util per a la deteccid intraoperatoria de M1G. El Servei d’Anatomia Patologica de
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l'Hospital Vall d'Hebron té experiéncia consolidada en aquesta metodologia, que

aplica de forma rutinaria en el cancer de mama des de l'any 2006.

Les premisses descrites en aquest segon punt fonamenten les hipotesis de treball

seguents:

2a. Hauria de ser factible lestudi amb OSNA dels GL provinents de

limfadenectomies en pacients amb CPT.

2b. L'estudi dels GL cervicals amb OSNA en aquest context hauria de mostrar bona
correlacio amb l'estudi histoldgic classic, considerat a dia d'avui com la técnica de

referéncia per a l'analisi dels GL.

2c. El fet que l'analisi dels GL amb OSNA permeti l'estudi de la totalitat del teixit
limfatic hauria de resoldre els handicaps de lestudi anatomopatologic
convencional, com ara la degeneracié quistica o la multifocalitat dels diposits

metastatics.

2d. La téecnica OSNA usada per a la deteccio intraoperatdria de M1G hauria de tenir
una sensibilitat superior a les tecniques d'estudi intraoperatori convencional
(empremta citologica i/o tall en congelacio), reduint la frequencia de FN del 12-15%
a un teoric 0%. Per tant, la técnica de la BSGS optimitzada amb lestudi
intraoperatori del GS mitjancant OSNA hauria de permetre 1'obtencid
intraquirurgica d'un resultat definitiu sobre l'estat del GS suficientment fiable com

per a incidir en la decisié quirurgica amb un minim risc d’error.

2e. Considerant el valor afegit de l'assaig OSNA com a técnica quantitativa capac
de «mesurar» l'afectacid metastatica en el GS, i amb l'evidéncia que l'impacte clinic
de la M1G varia en funcio del seu abast, el coneixement en el mateix acte quirurgic
no nomes de la «preséncia o no» de M1G sind també de la «quantitat» de metastasi
en el GS (mM vs. MM) podria plantejar la incorporacié d'aquesta informacié més
refinada com una dada més a l'hora de perfilar els algoritmes de presa de decisio

quirurgics respecte l'abordatge de l'afectacio limfatica.
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2f. L'aplicacid de l'assaig OSNA a l'estudi de les limfadenectomies cervicals, més
enlla de la metodologia de la BSGS, pot aportar informacio rellevant i quantificable
sobre l'impacte clinic real i el valor com a factor pronostic de la M1G en el context
de CPT, definint de manera més precisa tant lU'estratificacié ganglionar com el risc

estimat de recurréncia.
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OBJECTIU GENERAL
Validar la implementacié de l'assaig OSNA a l'estudi de la BSGS en pacients amb
CPT.

OBJECTIUS ESPECIFICS

1. Avaluar leficacia de la técnica de la BSGS en CPT amb la metodologia emprada

a 'Hospital Vall d'Hebron en altres neoplasies solides malignes —localitzacio

isotopica del GS i estudi intraoperatori amb empremta citoldogica i tall en

congelacié— (estudi 1):

1.1. Analitzar els resultats en una série de pacients amb diagnostic de CPT i
categoritzats com a cNO sotmesos a limfadenectomia cervical.

1.2. Determinar el percentatge de reestratificacié ganglionar.

1.3. Establir la frequencia de FN propia emprant aquesta metodologia.

2. Determinar laplicabilitat de l'assaig OSNA en GL de pacients amb CPT (estudi
2):

2.1. Comparar el resultat obtingut mitjancant OSNA amb les técniques d'estudi

anatomopatologic convencional —citologia i histologia— en una série de
pacients cN1.
2.2. Establir el punt de tall en el numero de copies/uL. de CQ19 que defineix

positivitat per a OSNA.

3. Implementar l'assaig OSNA com a técnica d'estudi intraoperatori en la BSGS
(estudi 3):

3.1. Analitzar els resultats de la BSGS+OSNA en una seérie de pacients cNO.

3.2. Analitzar el valor de la carrega metastatica ganglionar del GS mesurada
amb OSNA (mM vs. MM) com a predictor del grau d'afectacidé metastatica
(MM vs. MM) a la limfadenectomia corresponent.

3.3. Valorar les possibles causes de falsos positius de la tecnica OSNA en l'estudi

de les limfadenectomies cervicals.
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4. Valorar la utilitat de la informacié aportada per lassaig OSNA en 1la

caracteritzacid dels GL del CPT (estudi 4):

4.1. Comparar les dades morfologiques i les obtingudes per OSNA en una serie
de GL de limfadenectomies de pacients cNO/cN1 amb CPT
4.2. Determinar el valor de la carrega metastatica ganglionar quantificada amb

OSNA com a dada de significacid prondstica.
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La present tesi doctoral s’ha adaptat a la normativa corresponent a la presentacio
per compendi d'articles, havent-se acceptat —mitjancant resolucié de la Comissio
Academica del Programa de Doctorat en Cirurgia i Ciéncies Morfologiques de la
Universitat Autonoma de Barcelona amb data 06/05/2020- els treballs que es

referencien a continuacio:

1. Titol: “Selective Sentinel Lymph Node Biopsy in Papillary Thyroid Carcinoma in
Patients with No Preoperative Evidence of Lymph Node Metastasis”
Autors: Oscar Gonzaélez, Carles Zafon, Enric Caubet, Amparo Garcia-Burillo, Xavier
Serres, José Manuel Fort, Jordi Mesa, Joan Castell, Isabel Roca, Santiago Ramon y
Cajal, Carmela Iglesias.
Dades de la Publicacié: Endocrinol Diabetes Nutr. 2017 Oct,;64(8):451-455.
doi: 10.1016/j.endinu.2017.05.001.

2. Titol: "Detection of thyroid papillary carcinoma lymph node metastases using one
step nucleic acid amplification (OSNA): preliminary results”.

Autors: Oscar Gonzalez, Carmela Iglesias, Carles Zafon, Josep Castellvi, Amparo

Garcia-Burillo, Jordi Temprana, Enric Caubet, Ramon Vilallonga, Jordi Mesa,

Santiago Ramon y Cajal, José Manuel Fort, Manel Armengol, José Maria Balibrea.

Dades de la publicacio: J Invest Surg. 2015 Jun;28(3):153-9.

doi: 10.3109/08941939.2014.990123.

3. Titol: "One-step nucleic acid amplification for intraoperative analysis of sentinel
lymph node in papillary thyroid carcinoma”.
Autors: Carmela Iglesias Felip, Carles Zafon Llopis, Jordi Temprana-Salvador,
Amparo Garcia-Burillo, Xavier Serres Créixams, Enric Caubet Busquet, Isabel Roca
Bielsa, Jordi Mesa Manteca, Joan Castell Conesa, José Manuel Fort Lopez-Barajas,
Ricardo Pujol-Borrell, Santiago Ramdn y Cajal AglUeras, Oscar Gonzalez Lopez.
Dades de la publicacio: Eur J Endocrinol. 2019 Jan 1;180(1):21-29.

doi: 10.1530/EJE-18-0624
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4. Titol: “Nodal Metastatic Load in Papillary Thyroid Carcinoma. Morphological and
Molecular Analysis With One-Step Nucleic Acid Amplification on More Than 550
Lymph Nodes”

Autors: Carmela Iglesias Felip, Oscar Gonzalez, Jordi Temprana-Salvador, Amparo
Garcia-Burillo, Enric Caubet, Santiago Ramdn y Cajal, Carles Zafon.

Dades de la publicacié: Endocrinol Diabetes Nutr. ENDINU-D-20-00067R1. Data
d'acceptacio de larticle per part dels editors: 4-05-2020.

El disseny i metodologia del projecte de tesi doctoral aixi com els resultats
obtinguts del treball de recerca es corresponen amb els descrits en els quatre
treballs referenciats. Tant la discussid final inclosa en la tesi doctoral com les
conclusions globals que se'n desprenen integren el coneixement derivat de tots

ells de forma unificada i definitiva.

Amb l'objectiu de fer més entenedor l'abordatge del treball en el seu conjunt, es
mostra a continuacié un esquema general que resumeix i contextualitza la
metodologia especifica i tipologia de pacient inclosos en cadascun dels quatre

estudis.
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ALGORITME METODOLOGIC APLICAT ALS PACIENTS INCLOSOS EN ELS 4 ESTUDIS (n=98)

PACIENTS NO AVALUATS
AMB OSNA (n=43)

PACIENTS AVALUATS
AMB OSNA (n=55)

— I

pacients cNO amb BSGS pacients cN1 pacients pacients cN1
(morfologia convencional) (n=5) cT1/2cNO o}
(n=35) cT1/2 cNO
sense BSGS
o]
cT3/4
(n=15)
GS-—
GS+ en CL o TT + BSGS (OSNA)
GS+en CC
GS- GS+
(n=8) (n=27)
TT + LCC l
(£ LCL) ¥
(morfologia LCC £ LCL (OSNA) TT + LCC
i OSNA en (x LCL)
TT+LCC+LCL TT+LCC paral-lel) FINAL (OSNA)
ESTUDI 1 ESTUDI 2 ESTUDI 3 ESTUDI 4
v VALIDACIO BSGS v ANALISI v" VALIDACIO BSGS v' CARREGA METASTATICA
(métode convencional) PRELIMINAR (OSNA) GANGLIONAR (OSNA)
OSNA
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5.1. ESTUDI 1

Titol: “Selective Sentinel Lymph Node Biopsy in Papillary Thyroid Carcinoma in
Patients with No Preoperative Evidence of Lymph Node Metastasis”

Autors: Oscar Gonzdlez, Carles Zafon, Enric Caubet, Amparo Garcia-Burillo, Xavier
Serres, José Manuel Fort, Jordi Mesa, Joan Castell, Isabel Roca, Santiago Ramoén y
Cajal, Carmela Iglesias.

Dades de la Publicacié: Endocrinol Diabetes Nutr. 2017 Oct,;64(8):451-455.

doi: 10.1016/j.endinu.2017.05.001.

RESUM ESTUDI 1

L'objectiu d'aquest primer estudi fou analitzar, partint de U'experiencia d'un treball
preliminar previ, els resultats de la técnica de la BSGS en un grup de pacients amb
CPTicNO.

Es tracta d'un estudi retrospectiu unicentric que va incloure els pacients
intervinguts entre els anys 2011 i 2013 a la nostra institucié. La identificacié del GS
es realitza mitjancant técnica isotdpica, seguint la metodologia préviament
desenvolupada en la introduccid. En tots els casos es va practicar LCC, ampliada

amb LCL en cas de GS afectat en aquesta localitzacio.

Es van incloure 43 pacients, 34 (79%) dels quals dones. L'edat mitjana fou de 52
(+17) anys. Dels 170 GS ressecats, 46 (27%) foren positius per a MIG i
correspongueren a 24 (55.8%) pacients. De les peces de limfadenectomia
s'obtingueren 612 GL, 96 (15.6%) dels quals positius per a M1G. Dotze dels 30 (40%)
pacients cTINO i cT2NO es re-estratificaren com a pN1 després de la BSGS, mentre

que 12 dels 13 (92%) pacients cT3NO i cT4NO varen acabar sent pN1.
La BSGS va requalificar més del 50% dels pacients de ¢cNO a pN1. Es confirma la

necessitat de buidament ganglionar en els tumors T3 i T4, alhora que es posa de

manifest la presencia de M1G en el 40% dels pacients T11i T2.
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5.2. ESTUDI 2

Titol: “Detection of thyroid papillary carcinoma lymph node metastases using one
step nucleic acid amplification (OSNA): preliminary results”.

Autors: Oscar Gonzalez, Carmela Iglesias, Carles Zafon, Josep Castellvi, Amparo
Garcia-Burillo, Jordi Temprana, Enric Caubet, Ramodn Vilallonga, Jordi Mesa,
Santiago Ramodn y Cajal, José Manuel Fort, Manel Armengol, José Maria Balibrea.
Dades de la publicacié: J Invest Surg. 2015 Jun,28(3):153-9.

doi: 10.3109/08941939.2014.990123.

RESUM ESTUDI 2
L'objectiu d'aquest segon treball va ser avaluar el resultat obtingut amb OSNA en
lanalisi dels GL de pacients amb CPT, comparant-lo amb lestudi

anatomopatologic convencional com a métode de referéncia.

S'estudiaren 50 GL provinents de 5 pacients. Cadascun dels GL es va dividir en
dues hemiseccions: una d’elles es va analitzar mitjangcant OSNA («GL OSNA»), i la
meitat complementaria es va fixar en formol i incloure en parafina de forma
convencional per a tenyir-se posteriorment amb HiE («GL no-OSNA»). De
cadascun dels dos hemiganglis s'obtingueren 3 empremtes citologiques, dues
d'elles tenyides amb Papanicolaou i la tercera amb May-Grunwald-Giemsa. Es
compararen entre ells els resultats obtinguts amb les diferents técniques i

s'obtingué una corba ROC amb el numero de copies/uL A’ ARNm de la CQ19.

L'analisi amb OSNA obtingué 22 hemiganglis positius per a M1G (44%), observant-
se una elevada concordanca amb els resultats obtinguts amb les tecniques
anatomopatologiques convencionals, sent del 88% entre OSNA i la citologia del
«GL OSNA», i del 90% entre OSNA i la HiE del «GL no-OSNA». Tot i aixi,
s'obtingueren per a aquests valors diferents punts de tall en la corba ROC pel
numero de copies/ul. dARNmM de CQI19 que definia positivitat, sent de 260
copies/uL prenent com a Gold Standard la citologia del «GL OSNA» i de 93

copies/uL si consideravem la HiE del «GL no-OSNA» com a referent.
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Els resultats obtinguts amb OSNA per a detectar M1G en pacients amb CPT van ser
comparables als obtinguts usant els métodes anatomopatologics convencionals.
Addicionalment, el fet que l'assaig OSNA sigui quantitatiu aporta un valor afegit al
resultat i podria ésser usat per a definir de forma més precisa l'afectacio

metastatica ganglionar en aquests pacients.

NOTA. Els resultats d'aquest segon treball es troben parcialment inclosos en un
estudi multicéntric on es van avaluar, amb metodologia similar, les dades de 37
pacients i corresponents a un total de 387 GL. Es va obtenir una S per a la deteccid
de M1G amb OSNA d'entre el 81% i el 95% i una E d'entre el 871 el 98%, responent les
variacions a les dades aportades per les tres institucions participants. Les
conclusions d'aquest estudi paral-lel reforcen consequentment les dades propies
exposades. La publicacid que se'n va derivar s'adjunta com a «Document Annex

B».
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5.3. ESTUDI 3

Titol: “One-step nucleic acid amplification for intraoperative analysis of sentinel
lymph node in papillary thyroid carcinoma”.

Autors: Carmela Iglesias Felip, Carles Zafon Llopis, Jordi Temprana-Salvador,
Amparo Garcia-Burillo, Xavier Serres Créixams, Enric Caubet Busquet, Isabel Roca
Bielsa, Jordi Mesa Manteca, Joan Castell Conesa, José Manuel Fort Lépez-Barajas,
Ricardo Pujol-Borrell, Santiago Ramdn y Cajal Agueras, Oscar Gonzalez Lopez.
Dades de la publicacié: Eur J Endocrinol. 2019 Jan 1;180(1):21-29.

doi: 10.1530/EJE-18-062

RESUM ESTUDI 3

Una vegada haviem demostrat, en l'estudi 2, U'aplicabilitat de 'assaig OSNA per a
l'analisi dels GL en pacients amb CPT, ens varem plantejar com a continuacio
natural del projecte un tercer treball amb lobjectiu d'avaluar limpacte de la

introduccido d’'OSNA per a l'estudi intraoperatori del GS.

S'inclogué una seérie de 35 pacients cNO tributaris de la técnica de la BSGS. Tots els

GL ressecats, GS i no-GS, s'avaluaren amb OSNA i empremta citologica.

S'obtingué un total de 110 GS. La técnica de la BSGS va ser globalment positiva en
14 (40%) pacients mitjancant l'estudi citologic i en 23 (65,7%) pacients mitjancant
OSNA (P<0.001). Dels 29 pacients al quals se'ls va realitzar limfadenectomia
s'obtingueren 360 GL, 52 (14.4%) d'ells positius a la citologia i 107 (29.7%) amb
OSNA. La limfadenectomia va resultar positiva en 16 pacients considerant l'estudi
citologic (55%) i en 24 considerant OSNA (83%) (P=0.002). La major part dels

pacients amb mM al GS tenien només mM a la limfadenectomia posterior.

L'estudi va demostrar que la técnica de la BSGS amb analisi dels GL mitjancant
l'assaig OSNA és factible en el CPT. La naturalesa quantitativa de l'estudi molecular
obre les portes a plantejar un abordatge quirurgic més personalitzat, limitant la

limfadenectomia als pacients amb evidéncia intraoperatoria de MM en els GS.
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Abstract

Objective: Lymphadenectomy in papillary thyroid carcinoma (PTC) is controversial. It is indicated whenever metastases
have been proven before or during surgery and as a prophylactic treatment in high-risk patients. However, 30-50%
of cNO patients become pN1 postoperatively. In PTC, selective-sentinel-lymph-node-biopsy (SLNB) with conventional
intraoperative analysis is 8% false negative. One-step nucleic acid amplification (OSNA) is a molecular technique
which allows real-time detection of mRNA encoding for cytokeratin 19. OSNA has been introduced in intraoperative
analysis of several tumors to reduce false-negative rates and distinguish micrometastasis from macrometastasis. Our
objective was to evaluate the impact of the introduction of OSNA in the intraoperative evaluation of the sentinel

node (SN) in PTC.

Design: We analyzed a series of 35 patients subjected to SLNB.

Methods: All the dissected nodes, SN and non-SN, were evaluated with OSNA and cytology.

Results: We obtained a total of 110 SN. SLNB proved positive in 14 patients (40%) with cytology and in 23 (65.7%) with
OSNA (P < 0.001). In the 29 patients with subsequent lymphadenectomy we obtained 360 lymph nodes ((52 positive
in cytology (14.4%) and 107 in OSNA (29.7%)). Lymphadenectomy proved positive in 16 patients according to cytology
(55%) and in 24 according to OSNA (83%) (P =0002). The majority of patients with micrometastasis in SN showed only
micrometastasis in lymphadenectomy.

Conclusions: The present study shows selective-sentinel-lymph-node-biopsy with one-step nucleic acid amplification
technique to be feasible in papillary thyroid carcinoma. The quantitative nature of one-step nucleic acid amplification
paves the way toward a more personalized surgical approach, limiting lymphadenectomy to patients with
intraoperative evidence of macrometastasis in the sentinel node.
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Introduction

Prophylactic lymphadenectomy of the central neck
compartment is a subject of controversy in the surgical
approach to papillary thyroid carcinoma (PTC) (1).
The high incidence of lymph node metastases (M1n)
in this compartment; the difficulty of diagnosing such
metastases before surgery and the potential avoidance of
second surgery are cited as advantages of the procedure.
In contrast, the doubtful prognostic benefits; the
increased rate of surgical complications and the longer
duration of surgery are arguments against prophylactic
lymphadenectomy. The current recommendation is
to perform lymphadenectomy whenever lymphatic
metastatic disease (stage cN1 of the TNM classification)
(2) has been demonstrated before or during surgery and
as prophylactic treatment in high-risk patients. The
American Thyroid Association (ATA) 2015 guide refers
to these cases as corresponding to stages T3 and T4 of
the TNM classification (3). Thus, the identification of
lymphatic M1n disease of the neck is crucial for adequate
patient treatment. However, 30-55% of the cases classified
as cNO and undergoing lymphadenectomy become pN1
disease (4, 5). As with other tumors, selective sentinel
lymph node biopsy (SLNB) has been proposed with a view
to improving diagnostic performance in M1n disease (6).
This technique is used to identify the sentinel lymph
node (SN), which represents the first tumor lymphatic
drainage station. Different techniques based on the tumor
or peritumor injection of a vital dye or radioisotope is
used to locate the SN (7). The SNs are removed during
surgery and after thyroidectomy and are analyzed
intraoperatively. If the SN proves positive for tumor
invasion, lymphadenectomy of the affected compartment
is performed. In contrast, a negative SN implies the absence
of M1n and avoids the need for lymphadenectomy. In
a previous study we were able to confirm the viability
and efficacy of the technique (8). However, a possible
limitation of the procedure was an 8% incidence of
false-negative (FN) results in the intraoperative analysis
by conventional pathological evaluation on lymph
node cytological imprints and/or on frozen section.
Intraoperative diagnostic errors have received a number
of explanations, including an inevitable random factor in
lymph node sampling, and interpretation errors due to
the low quality of the morphological images afforded by
the frozen section. A recent review on the value of SLNB
in PTC reports an even higher incidence of FN results
(14.5%) (9). Thus, the definitive implantation of SLNB
requires optimization of the intraoperative study of the
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SN, with the aim of avoiding FN results. This limitation
is common to other neoplasms in which SLNB is used,
with similar FN rates (10, 11, 12). In recent years, one-step
nucleic acid amplification (OSNA) has been introduced in
the intraoperative analysis with the purpose of reducing
these rates, particularly in application to SN in breast
cancer (13, 14). This quantitative molecular technique
allows the real-time detection of mRNA encoding for
cytokeratin 19 (CK19), specifically amplifying mRNA in
a single step through reverse transcriptase loop-mediated
isothermal amplification (RT-LAMP) (15). One-step nucleic
acid amplification is highly reliable in analyzing the
entire lymph node in the same intraoperative procedure,
affording rapid, definitive, precise and automated
information about lymph node involvement. The fact
that OSNA is a quantitative technique offers added value,
since it can not only identify the presence or absence
of metastasis, but can also quantify lymph node tumor
burden. Intense CK19 expression is known to be present
at membrane level in approximately 70% of all PTCs (16),
and such positivity is therefore also seen in the metastatic
cells within the lymph node. No other elements of the
node show CK19. This has led to consideration of the
application of OSNA in this context. A previous study in
collaboration with other Spanish centers demonstrated
good correlation between OSNA and the conventional
lymph node study in patients undergoing surgery due to
PTC and to standardized neck lymphadenectomy, with a
very similar to cut-off value of positivity for the copies
of CK19 mRNA/uL accepted in breast cancer (17, 18).
The present study was carried out to analyze the results
obtained with OSNA in the intraoperative evaluation of
SN in a group of patients subjected to SLNB.

Subjects and methods

Between July 2013 and April 2016 we prospectively and
consecutively included all patients over 18 years of age that
met the following criteria: (1) Newly diagnosed PTC with
cytological confirmation through fine needle aspiration
biopsy (FNAB); (2) No evidence of neck Mln before
surgery (cNO); (3) No evidence of locally advanced disease
or distant metastatic spread; (4) Immunohistochemically
confirmed tumor cell CK19 expression in the diagnostic
FNAB sample and (5) Signing of the informed consent.
This document was approved (with date 01/07/13) by the
Clinical Research Ethics Committee of the center (number
of reference PR (SC) 192/2013). A total of 35 patients were
finally enrolled in the study.
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Sentinel lymph node biopsy technique: On the
day before surgery, 0.1-0.2mL of 99mTc-nanocolloid
(Nanocoll) of particle size 50-80nm and with an activity
of 148 MBq was injected into the tumor under ultrasound
guidance. This was followed 2-4h later by SPECT/CT (GE,
Infinia Hawkeye 4). The projections of the SNs detected
by the imaging technique were subsequently marked
on the skin. On the next day, total thyroidectomy was
performed, and the SNs were located with a gamma
ray detector probe (Europrobe; Eurorad, Eckbolsheim,
France). The SNs were resected and sent to the pathology
laboratory. In the case of confirmed M1n in the SN,
lymphadenectomy of the corresponding compartment
was performed. When the affected SN was located in
the lateral compartment (LC), lymphadenectomy was
completed with lymph node resection of the central
compartment (CC). Lymphadenectomy was left at the
discretion of the surgeon when suspect lymph nodes were
detected independently of the results of the SN study.

Pathological processing and OSNA technique: The
SNs were sent fresh to the pathology laboratory. The
lymph nodes were immediately dissected, with separation
of the possible accompanying non-lymph node adipose
tissue for later conventional histological study. The lymph
nodes were measured and weighed. Central sectioning of
each lymph node was carried out, and two cytological
imprints were obtained from the exposed surface. One was
stained with Diff-Quik (Quimica Clinica Aplicada, S.A.,
Spain) and evaluated immediately to morphologically
confirm the lymph node nature of the sample. The
complementary imprint was later stained with the
Papanicolaou method (Merck KGaA, Germany). Following
initial cytological verification, the SN was subjected to
OSNA processing, and in the event of a positive result the
surgeon was immediately informed in order to complete
the corresponding lymphadenectomy. The approximate
waiting time for the surgeon with OSNA is around 45 min,
discretely superior to that necessary for the study of
the nodes by conventional way. In those isolated cases
where the cytological study of the SN unequivocally
confirmed the presence of metastasis, the corresponding
lymphadenectomy was indicated from the start, and since
surgical decision did not depend on the metastatic burden
of the lymph node, its molecular study could be deferred.
The histological material of the lymphadenectomies was
likewise sent fresh to the pathology laboratory, with
immediate dissection and identification of the lymph
nodes for deferred OSNA study. In the case of deferred
studies, the lymph nodes were cryopreserved in liquid
nitrogen or cold isopentane and kept at —80°C until the
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time of analysis. In all cases the lymph node tissue was
processed by mixing it in a separate tube with 4mL of
Lynorhag homogenization buffer (pH 3.5) that stabilizes
the mRNA and precipitates the genomic DNA with no
previous nucleic acid extraction or purification procedure.
The lymph nodes were homogenized (Polytron System
PT1300D, Kinematica AG, Switzerland) during 60s.
From the resulting sample we pipetted 1mL into an
Eppendorf tube, followed by centrifugation at 10 000g
at room temperature for 1 min. After centrifugation, the
supernatant was diluted 1:10 and 1:100 with Lynorhag
buffer and analyzed with the RD-100i—OSNA system
(Sysmex Corp., Japan), which performs fully automated
and standardized amplification and detection of CK19
mRNA within 16min, using the Lynoamp reagent. The
system measures the time taken by the test sample to
reach specific turbidity (rise time), and a standard rise
time vs concentration (copies of CK19 mRNA/uL) curve
previously obtained from three calibration controls is used
to calculate the concentration of CK19 mRNA molecules
in the study sample. The OSNA technique defines
positivity as >250 copies/pL. Additional cut-off points are
defined to distinguish between micrometastasis — (mM,
>250 copies/pL and <5000 copies/pL) and macrometastasis
- (MM, >5000copies/uL). The RD-100i—OSNA system is
able to process up to four samples simultaneously. From
the homogenized sample in the conical base tube, we
pipetted another 1mL into an Eppendorf tube (backup
sample). This tube was frozen at —80°C for eventual
reanalysis of the lymph node if needed (Fig. 1).

Statistical analysis

Quantitative variables are reported as the median and
interquartile range (IQR), while categorical variables are
presented as proportions and percentages. Comparisons of
quantitative variables were made using the nonparametric
Mann-Whitney U test, while the chi-squared test was
used for the comparison of proportions. The correlation
of quantitative variables was explored by calculating the
Pearson correlation. Statistical significance was considered
for P<0.05. The Minitab (version 17) and R (version 3.0.2)
statistical packages were used.

Results

The clinical and histological characteristics of the
patients are shown in Table 1. Immunohistochemical
CK19 positivity of the primary tumor was confirmed in
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Figure 1

Pathology workflow and surgical decision algorithm (OSNA:
one-step nucleic acid amplification). A full colour version of
this figure is available at https://doi.org/10.1530/EJE-18-0624.

all the diagnostic FNAB samples of the patients. None of
the candidate subjects were therefore discarded for this
reason. A total of 110 SNs were obtained, with a median
(IQR) of 3 (1-4) per patient (minimum 1 and maximum
7). Five of the samples submitted as SN were discarded
for intraoperative analysis, since the initial confirmatory
cytological evaluation failed to evidence the presence of
lymphatic tissue. The subsequent histological study was
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Table 1 Clinicopathological characteristics of included

patients.
Characteristics Values
n 35
Age (years), median (IQR) 51 (36-61)
Gender (female), n (%) 28 (80)
Clinical presentation, n (%)
Multinodular Goiter 9(25.7)
Nodule unique 24 (68.6)
Others 2(5.7)
Tumor size (cm), median (IQR) 1.4 (1-1.9)
Localization, n (%)
Right lobe 17 (48.6)
Left lobe 15 (42.9)
Isthmus 3(8.5)
Multifocality, n (%) 16 (45.7)
Bilateral involvement, n (%) 14 (40)
Histological variant, n (%)
Classic 22 (62.9)
Follicular 7 (20)
Cystic 1(2.9)
Tall cell 2(5.7)
Oncocytic 2(5.7)
Diffuse esclerosing 1(2.9)
Vascular invasion, n (%) 8(22.9)
Extrathyroid invasion, n (%) 11(31.4)
Positive margins, n (%) 10 (28.6)
TNM status: T, n (%) 21 (60)
T1 2(5.7)
T2 11(31.4)
T3 1(2.9)
T4 0(0)
Thyroiditis, n (%)
0 21 (61.8)
1 6(17.6)
2 7 (20.6)
Unknown 1
BRAF mutation, n (%) 25(71.4)

BRAF, B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase; IQR, interquartile
range.

able to identify sub-millimetric lymph nodes in three
of these five samples; another consisted only of adipose
tissue and the fifth corresponded to parathyroid gland
tissue. The parathyroid tissue was subjected to OSNA on a
deferred basis, yielding an expected false-positive result of
the molecular technique in the form of mM.

Conventional cytology found 25 of the 110 SNs
(22.7%) to be positive for metastasis with one or both stains
(Diff-Quik and/or Papanicolaou), while 42 (38.2%) were
found to be positive with OSNA (P<0.001). The OSNA-
positive cases corresponded to 21mM and 21 MM. All
the discrepant SNs were OSNA positive and cytologically
negative, and corresponded to 15mM and 2MM. These
results indicate that SLNB proved positive in 14 patients
(40%) in the cytological study and in 23 patients (65.7%)
with the OSNA technique (P<0.001).
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Lymphadenectomy was performed in 29 patients.
These included 23 cases with positive SLNB findings and
6 in which lymphadenectomy was performed despite
the fact that the SNs were reported to be negative. In
these six cases the surgeon suspected pathological lymph
nodes. Five of the six cases did not reveal M1n following
lymphadenectomy, while the sixth case proved positive
for MM. This latter patient represented a special case,
since, despite the intraoperative submission of histological
material identified as SN from the central compartment
(CC), the gross examination failed to reveal the presence
of lymphatic tissue, and no molecular analysis was
therefore decided. The deferred study of this material,
fixed in formalin solution and conventionally processed
with embedding in paraffin, confirmed the presence of
a positive sub-millimetric lymph node from the same
compartment of the MM already suspected by the surgeon.
Of the 23 patients undergoing lymphadenectomy due to
positive SLNB, the SNs were found to be the only positive
nodes in 6 cases.

In the 29 patients subjected to lymphadenectomy
we obtained a total of 360 lymph nodes (92 SNs and
268 non-SNs) — 61% corresponding to CC and the rest
to LC. The median (IQR) number of total lymph nodes
per patient was 11 (6.5-17.5) (minimum 3 and maximum
31). The median lymph node weight was 0.09g (0.05-
0.17) and the diameter was 0.5cm (0.3-0.7). There were
no differences in these parameters between SNs and non-
SNs. Of the total 360 lymph nodes, 52 were positive for
Miln in the cytological study (14.4%) and 107 in the
OSNA analysis (29.7%). There were 59 discordant cases:
OSNA positivity and cytological negativity in 57 cases
(47 mM and 10MM), and OSNA negativity and cytological
positivity in the remaining two cases (both corresponding
to non-SNs). Sixty-four of the 107 OSNA-positive cases
corresponded to mM and 43 to MM. The median number
of CK19 mRNA copies/pL in these lymph nodes was 2700
(895-20 938) (minimum 250 and maximum 1 500 000).
There were no differences in weight (P=0.62) or diameter
(P=0.37) between the OSNA-positive and -negative lymph
nodes. The OSNA-positive lymph nodes likewise showed
no significant correlation between the number of mRNA
copies and weight (r=0.004; P=0.9) or size (r=-0.05;
P=0.58).

These results indicate that lymphadenectomy proved
positive in 16 patients according to the cytological study
(55%) and in 24 patients according to the OSNA technique
(83%) (P=0002). Therefore, the FN ratio for cytology in
lymphadenectomies was 28%. There were no significant
differences in the total number of resected lymph nodes
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between the positive and negative lymphadenectomies.
In the positive lymphadenectomies, the median number
of M1n cases detected by OSNA was 4 (1-7). Of the 23
cases with positive SLNB according to OSNA, MM was
detected in 12 of the SNs, while the remaining 11 only
revealed mM in the SNs. Among the former, nine patients
also showed MM in the lymphadenectomy, while among
the latter only one lymphadenectomy revealed MM
(P<0.001). In accordance, 10 out 24 patients with M1n
carried only mMs.

Figure 2 summarizes the findings of the study,
comparing the results of the cytological study vs those of
the OSNA technique.

Discussion

The value of SN using the OSNA technique (SLNB-OSNA)
is widely accepted in breast cancer (www.nice.org.uk/
guidance/dgs; www.rcpath.org/resourceLibrary/g148-
breastdataset-hires-jun16-pdf.html). More recently, OSNA
has started to be applied in other tumors (19, 20, 21, 22,
23), though its application to PTC has not been evaluated
to date. This is therefore the first study to examine the
usefulness of SLNB-OSNA in this type of tumor. In a
previous collaborative study, we found a good correlation
between the conventional cytological and histological
data and the OSNA technique in the analysis of lymph

| 35 patients

110 SN

25 + 42 +

253 -

107 +

Figure 2

Comparison between cytology and OSNA results (LN, lymph
node; OSNA, one-step nucleic acid amplification; SN, sentinel
node).
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nodes from patients with PTC (17). Similar results were
reported by Kaczka et al. (24). The present study analyzes
the results obtained with OSNA in application to SLNB in
a group of 35 patients with PTC.

In contrast to the situation in other types of tumors,
the use of SLNB for the study of M1n in PTC is not widely
accepted (25). One of the arguments against its use is the
high FN rates in the intraoperative study, i.e., SN analysis
proves negative, while the definitive paraffin-embedded
study proves positive. In a recent systematic review,
Portinari and Carcoforo (9) identified three publications
including a total of 194 patients subjected to intraoperative
evaluation of the SN. The authors recorded an FN rate of
14.5% in the pathology study. In a study by our group,
the frozen section study yielded a FN rate of 8.3% (8).
Assessment and the drawing of firm conclusions in this
regard are difficult, however, since consensus is lacking in
the histological study of the lymph nodes. This is so for
both intraoperative analysis (frozen section study alone,
frozen section plus cytology) and for definitive deferred
analysis (single central section, serial sectioning of the
node, immunohistochemical study). In breast cancer,
where the SLNB technique is more widely used and greater
experience has been gained, a review conducted before
introduction of the molecular techniques identified up to
123 different protocols for studying the SN (26). In this
regard, improving the results obtained and standardizing
the intraoperative diagnosis could contribute to expand
the use of this technique.

One-step nucleic acid amplification has
successfully used for over 10 years for the intraoperative
analysis of SN involvement in breast cancer (27, 28, 29).
The first OSNA validation studies in this context defined
precise equivalence between the amount of CK19 mRNA
in the lymph node and the magnitude of M1n and made
it possible to distinguish between mM (<2mm) and MM
(>2mm) (13). The concepts of mM and MM according
to OSNA were defined from the histological definition
originally established in breast cancer, with subsequent
extrapolation to other types of tumors. Although strictly
speaking the criteria of mM and MM have not been
categorically defined in PTC, the concept of small or
large lymph node metastasis does appear to have clinical
significance (3). We therefore consider it adequate to
extrapolate these criteria to our clinical context.

As in other tumors, an essential requirement before
applying OSNA to PTC is the preoperative verification
of immunohistochemical CK19 expression in the tumor
cells — such expression being maintained as well in the
metastatic epithelial cells of a hypothetically affected

been
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lymph node. For this reason immunohistochemical
analysis was performed in the initial diagnostic FNAB
sample in all the patients - no subjects having been
discarded due to CK19 negativity. This 100% positivity
rate is higher than the values published in the
literature (around 74%) (16). In breast cancer, different
clinical guides specifically recommend preoperative
immunohistochemical verification of the expression of
the protein in the initial diagnostic sample (www.nice.
org.uk/guidance/dg8, 30).

We considered cytological study of the lymph nodes
before OSNA to be essential, since molecular processing
of the entire lymph node impaired processing the tissue
for histological examination. Cytological evaluation of
the sample was the first step in the intraoperative study
for confirming the tissue as corresponding to lymph node
and discarding other neck structures such as parathyroid
gland tissue, thymus or salivary gland tissue, characterized
by CK19 expression and anatomically located close to
the resected lymphatic compartments. In our series, one
purported SN that was discarded intraoperatively was
finally found to correspond to parathyroid gland. This
particular case therefore would have represented a false-
positive OSNA result if previous intraoperative cytological
study had not been performed. On the other hand, in all
cases where the intraoperative cytological study of the SNs
proved unequivocally positive for metastasis, and since at
this point M1n volume did not influence the subsequent
surgical decision, we indicated lymphadenectomy
without waiting for the molecular study and without
observing subsequent discrepancies. This reaffirms the
strong positive predictive value of the cytological study.

Our series includes two cases of non-SN nodes
in which cytology proved positive while the OSNA
findings were negative. This apparent discrepancy can be
explained by the fact that we are comparing a quantitative
technique (OSNA), which requires a minimum expression
threshold in order to classify a sample as metastatic,
versus a qualitative technique (cytology) where any
evidence of malignancy is classified as a positive result.
In both cases the presence of M1n was verified by the
immunohistochemical study of the cytological imprint,
with the observation of very few atypical epithelial cells
(Fig. 3). The two mentioned lymph nodes were classified
by OSNA as ‘isolated tumor cells’. While there is agreement
that this diagnostic category should be classified as
negative, it in fact indicates the presence of very few
metastatic cells in the lymph node (<0.02mm according
to the histological evaluation — the OSNA equivalent
being 100-250 CK19 mRNA copies). Consequently, there
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Figure 3

Immunohistochemical Cytoqueratin 19 positivity in imprint
cytology (Cell Marke A53-B/A2.26, USA, x600). A full colour
version of this figure is available at https://doi.org/10.1530/
EJE-18-0624.

would be no true discrepancy but rather a disadjustment
in the established molecular positivity thresholds.

In our study we found OSNA to be more sensitive
than conventional cytology in detecting M1n. In effect,
among the more than 350 analyzed lymph nodes, the
OSNA positivity rate doubled that of the cytological
study, with an increase from 40% to 65% in the number
of metastatic SLNB and from 55% to 83% in the number
of positive lymphadenectomies. The cytology FN ratio
of 28% observed in lymphadenectomies is higher than
previously published data with respect to conventional
morphology (usually cytology plus frozen section) (8, 9).
This is explained because we compare the morphological
technique with lower diagnostic yield (cytology only)
with the most advanced technique (OSNA), with greater
ability to detect metastasis even than histology. Most
of the discordant cases were due to OSNA positivity
and cytological negativity. This high sensitivity results
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in an increase in the number of lymph node resection
procedures; as a result, the technique could lead to
unnecessary  lymphadenectomies. The  prognostic
relevance of M1n in PTC has not been fully established.
Some studies indicate that only patients with high
tumor load metastases are at an increased risk of disease
recurrence. This tumor load has been characterized
in terms of the number and size of the affected lymph
nodes (3). No precise quantitative assessment of lymph
node tumor mass has therefore been established to date.
One-step nucleic acid amplification could contribute
the required parameter. Although our sample is small, it
should be emphasized that in 75% of the cases in which
MM was detected in the SNs, we also detected MM in the
subsequent lymphadenectomy. In comparison, when only
mM was present in the SNs, we only found MM in 9% of
the corresponding lymphadenectomies. These findings
suggest that the distinction between mM and MM in SLNB
could guide the decision to perform lymphadenectomy,
and in this regard we could consider the possibility
of avoiding node resection if MM is not confirmed in
the SN. Therefore, what might initially seem to be an
over-detection of metastasis ends up being, with the
formulated approach, a more precise decision algorithm
and aimed at carrying out lymphadenectomy only in
those patients with evidence of high volume metastases.
Based on this reasoning, ‘verifying’ cytology before OSNA
will continue to play a role in that it can confirm that the
sample consists of lymph node tissue. However, in view of
its qualitative rather than quantitative nature, cytological
analysis would no longer prove sufficient to determine
whether subsequent lymphadenectomy is required or not.
In this regard, the quantitative nature of OSNA would be
more reliable than cytology, and diagnosis moreover may
be standardized and automated.

One-step nucleic acid amplification also has some
limitations. One such limitation would be the decision
whether or not to perform the molecular analysis in
those intraoperative SN samples in which thorough gross
examination fails to identify lymph node tissue. In our
series there were four samples meeting this criterion in
which the deferred histological study confirmed the
presence of non-palpable sub-millimetric SNs. In one
of these cases the undetected SN revealed mM in the
histological study and was moreover accompanied by
MM in the same lymphatic compartment resected in
response to surgeon suspicion, despite the absence
of intraoperative evidence of an affected SN in the
corresponding compartment. Thus, when the surgeon
firmly suspects lymph node metastasis, his or her criterion
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must prevail over any decision algorithm, and the suspect
lymph node should be removed. Another limitation of
the OSNA technique is the impossibility of conducting
an adequate histopathological study of the lymph node.
This for example precludes the evaluation of extra-
nodal disease spread in M1n cases or the identification
of concomitant node disease. This latter aspect explains
why, for example, some guides recommending SN analysis
with OSNA in breast cancer explicitly advocate a parallel
morphological study (www.https://link.springer.com/
chapter/10.1007/978-3-642-13666-5_873).

In conclusion, the present study shows SLNB with
intraoperative analysis of the SNs using the OSNA
technique to be feasible in the clinical context of PTC.
It do not imply any modification in the standard SLNB
surgery for thyroid cancer. Furthermore, the results
obtained indicate that, with very few exceptions, the
presence of mM in the SN is associated to negative
lymph node resection findings or lymphadenectomy
exhibiting only mM. This fact, and demonstration of the
usefulness of OSNA as an intraoperative strategy for the
quantification of M1n, with the existing evidence of the
scant clinical impact of small-volume M1n in PTC, pave
the way toward a more personalized surgical approach —
limiting lymphadenectomy to cases with intraoperative
evidence of MM in the SNs. Definitive confirmation of our
study hypothesis will require the analysis of larger patient
samples, as well as corroboration of the findings by other
investigators.
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RESUM ESTUDI 4

S'ha discutit en la introduccid que la probabilitat de recurréncia en el CPT sembla
estar relacionada amb la quantitat de tumor present en el GL metastatic. Per tant,
com també s’ha dit, la simplicitat de la classificacié6 TNM vigent (NO/N1) fa
necessaria la recerca dun meétode capa¢ de quantificar aquesta carrega
metastatica. Aquest quart i darrer treball proposa que l'analisi amb OSNA pot oferir

una resposta a aquesta necessitat.

Els objectius del treball varen ser, en primer lloc, descriure les caracteristiques dels
GL en el CPT i, en segon lloc, comparar amb OSNA algunes de les dades
morfoldogiques que han estat proposades com a criteris de carrega metastatica

ganglionar (mida del GL metastatic i nombre de GL afectats).

Es tracta d'un estudi prospectiu on s'avaluaren els GL de 42 pacients cNO/cN1. Tots
els GL foren pesats, mesurats i analitzats mitjancant OSNA. S'obtingué un total de
573 GL, 187 (32.6%) dels quals resultaren positius per OSNA. S'observaren
diferencies significatives en el numero de copies de CQ19 entre els GL <0.2 cmiels
de >3 cm, aixi com també entre els de 0.2-3 cm respecte els de >3 cm, perd no
entre els de < 0.2 cm i els que mesuraven 0.2-3 cm. La carrega tumoral total per
limfadenectomia no va demostrar diferéncies depenent del punt de tall proposat
de 5 M1G.

En la nostra série els GL metastatics de més de 3 cm van demostrar tenir major

carrega tumoral, pero al mateix temps es questionava la necessitat de subclassificar
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els de diametre menor. Finalment, vam considerar que l'analisi amb OSNA era
capac¢ de suplir les limitacions de l'estudi anatomopatoldogic convencional de les
MI1G i, alhora, aportar una informacidé meés precisa respecte el seu potencial

oncologic real.
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A diferencia del que passa en d'altres neoplasies, l'aplicacid de la técnica de la BSGS
és motiu de controvérsia en el CPT. La diversitat metodoldogica en els
procediments —com ara els diferents marcadors emprats per a la deteccio dels GS o
la manca d'estandarditzacié en els protocols d'analisi anatomopatologica—, les
caracteristiques dels pacients o l'elevat percentatge de FN expliquen la gran
variabilitat de resultats en els treballs publicats i generen incertesa en les
conclusions. En la nostra experiéncia preliminar, emprant técnica isotopica i
analisi intraoperatoria dels GL amb citologia i tall en congelacid, la frequéncia de
FN global fou del 15,4%, recollint la literatura una mitjana de percentatges similar
(69).

Aixi doncs, és en la suma d'aquestes dues premisses: 1. la necessitat de nous
estudis que ampliin el coneixement en el camp de la BSGS en CPT; i 2. la confianca
en les bones dades preliminars obtingudes pel nostre grup usant aquesta
metodologia —amb una capacitat de deteccid dels GS del 95% dels pacients, una
baixa morbiditat quirurgica i una frequéncia de FN en consonancia amb les dades
publicades— on s’han fonamentat tant les hipdtesis de treball plantejades com els

objectius que se'n deriven.

El primer estudi presentat pretén consolidar les dades preliminars del nostre grup
(publicacid inclosa com a «Document Annex A, (79)), analitzant en una serie més
extensa lefectivitat de la técnica de la BSGS per a lestratificacid¢ ganglionar
cervical. Amb aquesta finalitat se selecciona una seérie prototipica de pacients que
plantejava la disjuntiva de realitzar o no el BGP. S'inclogueren 43 pacients
correlatius i cNO sotmesos a TT i LCC (independentment del resultat del GS i amb
l'objectiu de verificar el concepte tedric del GS, que pressuposa un drenatge
limfatic sequencial), més LCL si s'identificava un GS afectat en aquest
compartiment limfatic. L'estudi intraoperatori demostra M1G en el 55.8% dels
pacients, fent virar per tant Uestratificacié ganglionar de cNO a pN1 en més de la
meitat dels casos. En la metanalisi de Balasubramanian i Harrison (109) del 2011
(que incloia 24 estudis i al voltant de 1 000 pacients) s'objectiva una mitjana de
deteccid de M1G en el GS del 43%. En la nostra serie, el 40% dels casos cT1-cT2 (pels
quals tant la guia de la BTA (45) com la de UATA (34) no recomanen expressament

el BGP) i el 92% dels casos cT3-cT4 es reconvertiren en pN1. En un treball similar,
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emprant tecnica de colorant vital per a la localitzacié dels GS, Maniakas i cols (110),
varen obtenir un 11% de M1G en els pacients cT1/cT2 i un 58% en els cT3/cT4.
Aquests resultats donen suport a la realitzacid del BGP en tumors avancats alhora
que reafirmen els dubtes al respecte en els tumors de baix risc. La frequéencia de FN
en l'estudi intraoperatori va resultar del 8.3%, discretament inferior a la majoria de
les dades publicades (69). Tot i el bon resultat en la nostra casuistica, aquesta
frequéncia de FN amb la técnica convencional d'empremta citologica i/o tall en
congelacio segueix suposant una limitacié important. Per tant, i amb l'objectiu de
millorar aquest error diagnostic, ens vam plantejar com a pas seguent logic
l'exploracid preliminar d'una nova metodologia d'analisi del GS que pogués donar
resposta a aquesta necessitat i que, d'aquesta manera, ajudés a impulsar l'expansid
de la técnica de la BSGS en el CPT.

El segon estudi presentat inicia una linia de recerca amb aquest objectiu, analitzant
els resultats preliminars de laplicaciod de l'assaig OSNA per a l'analisi dels GL en
CPT. S’ha desenvolupat suficientment a la introduccidé tant el fonament i
metodologia d'aquest estudi molecular com les caracteristiques del CPT,
circumstancies ambdues que han sustentat la recerca. Degut a la manca
d'experiéncia a la literatura en l'aplicacidé d’'OSNA en CPT, es va plantejar un treball
de concordanca entre les teécniques morfologiques classiques (citologia i
histologia) i OSNA. Donat que necessitavem disposar d'una mostra de GL el maxim
d'enriquida possible en MI1G, vam seleccionar peces de limfadenectomia
provinents de 5 pacients cN1, de les quals vam poder analitzar amb OSNA 50 GL.
Des del punt de vista metodologic i degut a que inevitablement es van haver
d'’hemiseccionar els GL per a realitzar l'analisi amb OSNA i histologia convencional
respectivament (la citologia si que va ser factible en ambdues mostres), el treball
presenta un biaix insalvable donat que —malgrat tractar-se del mateix GL— no va
ser la mateixa mostra la que es processa amb els dos metodes. Obtinguérem un
45% de MIG, i tot i el biaix descrit vam demostrar bons resultats de concordanga

entre els diferents métodes, d'entre el 83.3% i el 90%.
El segon objectiu fonamental d'aquest treball va ser establir una corba ROC que

definis amb les millors S i E el punt de tall Optim en el numero de copies/uL de

CQ19 a partir del qual podiem considerar un resultat com a positiu. Degut a que
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comparavem OSNA amb diferents estudis morfologics (la citologia de la mostra
OSNA, la citologia de la mostra histologica i la histologia), vam obtenir diferencies
discretes en les corbes depenent de quina fos en cada cas la metodologia
considerada com a estandard. Sabem que els estudis inicials de validaci¢ de
l'assaig OSNA, que van ser realitzats en una mostra de GL de pacients amb cancer
de mama, van establir el punt de tall de positivitat en 250 copies/uL. de CQI19.
Analitzant les nostres dades i en linia amb aquest resultat, el punt de tall més
similar a aquest va ser de 260 coOpies/ul i el vam obtenir quan consideravem
l'estudi citologic de la mostra OSNA com a Gold Standard. L'explicacid a aixo
podria ser que, amb la nostra aproximacié metodologica, aquesta mostra de
citologia era probablement la més «similar» al material analitzat amb OSNA, donat
que es corresponia amb la superficie de tall exposada del mateix fragment de GL
estudiat molecularment, maximitzant-se en la mesura del possible la
homogeneitat entre el dos materials que estavem comparant. Els valors de SiE per
a OSNA amb aquesta comparativa (enfront la citologia de la mostra OSNA) foren de
86.3% 1 92.8% respectivament. D'altra banda, quan consideravem la histologia com
a Gold Standard -técnica referent habitual en els estudis de wvalidacio
metodologica—, el punt de tall disminuia fins a 93 copies/uL. Revisant les dades
d'aquesta darrera comparacié (histologia enfront OSNA), vam observar com a
possible element distorsionador un FN d'OSNA que es justificava per l'evidéncia
d'un cos de psammoma aillat a la histologia, al qual —atenent a les guies
diagnostiques vigents- hem de considerar com a MI1G perd que no
necessariament tradueix la presencia de cellules epitelials metastatiques
identificables en el GL. S'ha comentat préviament en la introduccio¢ la problematica
que genera la interpretacio dels cossos de psammoma en el GL. En ambdds casos
(tant amb la citologia de la mostra OSNA com amb la histologia de 'hemigangli
complementari com a técniques Gold Standard) l'area obtinguda sota la corba
(AUC) fou de 0.94. Aquest pas inicial de verificacio del punt tall de positivitat no ha
estat realitzat en tots els tumors on s'’ha testat la técnica OSNA i, especificament en

CPT, dels tres grups que l'han estudiat només el nostre 'ha dut a terme.
De forma simultania al treball exposat, es dissenya un estudi de validacié d'OSNA

en CPT, col-laboratiu i multicéntric, que inclogué les dades de la nostra série i que

s'adjunta com a «Document Annex B», (111), on es reafirmen i consoliden els bons
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resultats en una mostra definitiva de 387 GL. Aixi doncs, amb la bona experiéncia
demostrada en l'aplicacié de la técnica de la BSGS en les nostres mans («Document
Annex A» (79) i estudi 1) i amb els resultats dels estudis de validacid d'OSNA -tant
de correlacié amb la morfologia com respecte a la corba ROC definida— (estudi 2 i
«Document Annex B» (111)), vam disposar d'evidencia suficient per a explorar, per
primera vegada, limpacte de la implementacié de la metodologia OSNA a la
técnica de la BSGS en CPT. Aquest va ser el punt de partida del seguent treball que

es presenta.

El tercer estudi suposa doncs la continuacid natural de la linia de recerca encetada.
Es va analitzar una série 360 GL provinents de 35 pacients cNO sotmesos a la
técnica de la BSGS, pels quals tant els GS com els GL de les limfadenectomies —
guiades pel resultat del GS excepte en el cas de GS positiu en el CL, on es realitzava
també la LCC- foren analitzats amb OSNA. Basant-nos en els punt de tall obtinguts
en l'estudi previ, vam assumir per la similitud el llindar de positivitat preestablert de
250 copies/uL de CQ19. Vam incorporar també els punts de tall d'OSNA predefinits
per a mM i MM, tot i no ser aquests —com s’ha discutit en la introduccio—
conceptes definitivament consensuats en CPT. Els resultats del treball emfatitzen,
en primer lloc, la necessitat de realitzar dues verificacions previament a plantejar
l'assaig amb OSNA en les mostres histoldogiques: 1) la verificaciod
immunohistoquimica de la positivitat per a CQ19 en la puncio diagnostica prévia —
tot 1 que en la nostra serie cap cas va ésser descartat per aquest motiu, un
percentatge petit de carcinomes poden no expressar la proteina i invalidar
tedricament l'assaig—; i 2) la verificacio citologica de que el suposat GL realment ho
és —hem demostrat en la nostra casuistica la confusié a 'examen macroscopic
amb glandules paratiroidals o noduls tiroidals o timics, estructures aquestes que
mostren focal positivitat per a CQ19 i podrien suposar per tant un FP de la técnica-
. Pel que fa a la presa de decisidé quirurgica a l'hora de completar o no la
limfadenectomia —-i donat que lestratificacid en mM o MM no influia en la
decisio—, sempre que la citologia intraoperatoria del GS demostra M1G es va
procedir a realitzar-la sense esperar al resultat molecular. No vam documentar cap
discrepancia amb OSNA en la interpretacio citologica d'aquests GS, reafirmant aixi
l'elevat VPP de la citologia en el diagnostic de M1G. Contrariament, vam detectar 2

GL no sentinella citologicament positius on OSNA va resultar negatiu. Aquesta
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aparent discrepancia tradueix el fet que en realitat estem comparant una técnica
quantitativa —OSNA, amb un Ulindar minim de positivitat—- amb una altra de
qualitativa —la citologia, sense aquest llindar minim-, i va ser per tant interpretada
com un desajust en les definicions de «resultat positiu» entre ambdues técniques
mes que no pas com una veritable discordanca. Globalment, l'estudi demostra una
major sensibilitat d’'OSNA que de la citologia per a detectar M1G (increment en els
casos positius del 25% i del 28% en els GS i GL no sentinella respectivament).
Aquest elevat percentatge de FN el justifiquem pel fet que s'esta contraposant la
citologia no a la histologia diferida convencional sind a una tecnica meés avancada,
OSNA, amb una capacitat superior per a detectar un resultat positiu. Aixi doncs,
sembla logic que la majoria dels resultats discrepants fossin deguts a un resultat

OSNA positiu amb citologia negativa.

L'elevada capacitat d'OSNA per a la deteccid de M1G en el GS, que en una primera
reflexid pot semblar clarament beneficiosa, pot ser més questionable si pensem
que comporta consequentment un augment en el nombre de limfadenectomies.
Sabem també que diferents treballs a la literatura atorguen rellevancia pronostica a
la M1G només en el cas que aquesta sigui minimament quantiosa. Tot i existir
diferents propostes de «mesura» d'aquesta quantitat de MIG, els lindars amb
rellevancia clinica real segueixen sense estar definits de manera categorica. Es en
aquest punt on ens vam plantejar també si el plus com a valor quantitatiu que ens
ofereix OSNA podia suposar un ajut a 'hora de minimitzar aquesta problematica.

Analitzant les nostres dades vam observar

que en el 75% dels casos on detectavemn MM CPT
al GS també les detectavem en les peces de
N1 o |
limfadenectomia i, per contra, quan en el GS
el resultat era de mM només en el 9% de les BSGS + OSNA

limfadenectomies evidenciavem MM. Amb ‘/l\

aquests dades, i malgrat es tractava d'un grup s i PP

relativament reduit de pacients, podriem l

. . . , . v
hipotetitzar un nou escenari en l'algoritme de | LIMFADENECTOMIA |

decisié quirurgica que plantegés, amb la Figura 14: Hipotetic algoritme de decisio

implementacié d'OSNA intraoperatoria, la quirdrgica basat en el resultat quantitatiu
d'OSNA en l'analisi intraoperatoria del GS
realitzacié de limfadenectomia nomeés en el (C. Iglesias).
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cas de demostrar MM en el GS (figura 14). Per tant, el que inicialment semblava un
problema degut a un «excés» de deteccid de M1G podria acabar sent el contrari i
esdevenir un plantejament meés dirigit de l'abordatge quirurgic del pacient,
sustentat per l'evidéncia publicada de l'escas impacte clinic de les M1G de poc

volum.

Finalment, cal dir que aquest treball no es troba exempt de limitacions. En primer
lloc, la dificultat en la identificacid macroscopica en fresc dels GS mil-limétrics. Val
a dir, pero, que aquesta dificultat és inherent a la propia metodologia de la BSGS -
compartida per tant amb l'analisi intraoperatodria convencional dels GS— i no
relacionada especificament amb OSNA. En el nostre cas, hem pogut demostrar
amb lestudi histologic quatre GS no avaluats amb OSNA per no haver estat
identificats, un d'ells positiu. Aquest darrer cas respongué a una circumstancia
particular i complexa en la seva interpretacio, donat que davant l'elevada sospita de
MI1G per part del cirurgia —i tot i l'abséncia intraoperatdria de cap GS positiu—- es va
ressecar addicionalment un GL del mateix compartiment limfatic que finalment
demostra MM a l'analisi amb OSNA. Aquest cas aillat es podria interpretar com un
possible FN de la propia tecnica de la BSGS, argumentant que potser aquest GL
gran i macroscopicament sospitds per al cirurgia era en realitat el veritable GS. En
tot cas, la reflexid que se'n deriva €s que, malgrat es proposi un algoritme de
decisio basat en la BSGS i el resultat d'OSNA, el criteri clinic de sospita ha de
prevaldre, modificant l'abordatge definitiu sempre que es consideri necessari. Una
segona limitacié de lanalisi OSNA fou que, pel fet d'impedir la histologia en
parallel, no va ser possible lavaluacié de V'EEG en les MIG, caracteristica
morfoldgica a la que alguns autors adjudiquen un valor pronostic. Amb tot, aquest
tercer treball ens va permetre demostrar l'aplicabilitat d'OSNA a la técnica de la
BSGS, aportant un diagnostic intraquirurgic precis i definitiu i incorporant el valor
afegit de la quantificacié de la M1G com una informacioé a tenir en compte a l'hora

de refinar i personalitzar l'actitud quirurgica a seguir.

Fins aquest punt, s’han discutit en aquest estudi les dades referents als GS i la seva
relacio amb els resultats de la limfadenectomia. Perd el plantejament metodologic
del treball incloia, com s’ha dit, l'analisi amb OSNA de la totalitat dels GL dels

pacients, GS i GL no sentinelles, aportant una informacié valuosa respecte la

130 | Carmela Iglesias i Felip



Biopsia selectiva del gangli sentinella en el carcinoma papil-lar de tiroide. Analisi morfologica i valor de la carrega tumoral ganglionar

carrega ganglionar global en cas de M1G. Aquesta informacié provinent de la
totalitat de les limfadenectomies, fins aqui no explotada, conjuntament amb les
dades aportades de l'analisi amb OSNA dels BGT de pacients cN1 —no candidats
per tant a la técnica de la BSGS—, defineixen el punt de partida del quart treball

presentat.

Aixi doncs, el darrer estudi que s'exposa analitza la informacidé obtinguda a partir
de l'estudi amb OSNA de 573 GL provinents de 42 pacients sotmesos a BGT (per ser
cN1 o per obtenir positivitat en la BSGS, majoritariament). La primera part del
treball pretenia descriure les caracteristiques morfologiques dels GL en aquests
pacients, afegint la informaci¢ nova aportada per OSNA. Es va observar, com
semblaria logic, que els GL metastatics eren meés grans i pesaven meés que els GL
negatius. De forma més discreta es va demostrar també que aquests parametres
eren menors en les mM respecte les MM. Pel que fa a l'avaluacio de la «quantitat»
de metastasi, s’ha desenvolupat préviament en la introduccidé quins son els
diferents criteris d'estratificacid proposats a la literatura a l'hora de definir-ne el
risc associat, i especialment els reconeguts per la guia ATA (34) . Basant-nos en
aquesta informacio, vam voler contrastar els criteris morfologics proposats amb les
dades quantitatives aportades per OSNA. Vam verificar en la nostra série que els GL
metastatics majors de 3 cm mostraven un numero de copies/ul de CQ19
significativament superior als menors a aquesta mida. D'altra banda, en els menors
de 3 cm no s'observaren diferencies atenent al punt de tall de 0.2 cm. En relacid
amb aixd vam evidenciar també que la preséncia de MM no era significativament
superior en els GL metastatics menors de 0.2 cm respecte aquells d'entre 0.213 cm
(36% enfront 44%), mentre que en el 100% dels GL metastatics de més de 3 cm
s'observaren MM. Sembla deduir-se per tant que, efectivament, els GL metastatics
superiors a 3 cm tenen una major carrega tumoral, mentre que es posa en dubte la
necessitat de subclassificar les metastasis menors o, més encara, si el punt de tall
de 0.2 cm té utilitat pronodstica a l'hora de definir mM en aquests pacients. Un dels
factors de confusid que explicaria aquestes discrepancies podria ser l'ambiguitat
en la definicié concreta de mM o MM adoptada pels diferents autors, en el sentit de
si el punt de tall en cada cas fa referéncia a la mida del GL o a la mida del diposit
metastatic. Sabem també, com s’ha desenvolupat en la introduccio, que les M1G de

CPT tenen unes particularitats morfologiques que fan que el concepte «mida del

Carmela Iglesias i Felip | 131



Biopsia selectiva del gangli sentinella en el carcinoma papil-lar de tiroide. Analisi morfoldgica i valor de la carrega tumoral ganglionar

GL metastatic» i «mida de la metastasi» no sempre siguin equivalents. En el cas de
la multifocalitat, avaluar exclusivament el depdsit metastatic més gran pot
minimitzar la quantitat real de carrega tumoral en el GL i, per contra, en un GL
metastatic amb prominent degeneracidé quistica el diametre perimetral d’'aquesta
metastasi pot sobrevalorar-ne el potencial oncologic real. Un tercer element de
discordia en lestudi morfoldgic seria el motivat pels cossos de psammoma,
problematica que ja s'ha discutit en els treballs previs. Aixi doncs, amb l'evidéncia
descrita proposem que l'analisi amb OSNA pot ajudar a la solucid d'aquests
handicaps morfologics aportant una informacidé precisa i quantificable. Com
també s’ha exposat en la introduccid, un altre criteri de risc de recurréncia plantejat
per diferents autors és, en combinacidé amb el parametre de mida, el del numero de
MI1G. En la nostra serie no hem pogut demostrar diferéncies en la carrega tumoral
ganglionar total avaluada amb OSNA en relacid amb el punt de tall de 5 M1G -
l'incorporat per la guia ATA-, no havent pogut per tant verificar la robustesa
d'aquest criteri. Diferents autors han proposat altres punts de tall en el numero de

M1G amb significacio pronodstica (112-115).

Més enlla de les conclusions discutides, que serien les fonamentals de U'estudi, sha
corroborat novament el valor ineludible de l'estudi citologic a 'hora de definir la
naturalesa limfatica de la mostra —havent descartat en aquesta série fins a 35 (5.7%)
noduls errdniament catalogats com a GL a la macroscopia—. També en la linia de
resultats ja discutits en els treballs previs, es va demostrar una bona concordanga
global entre citologia i OSNA (87.4%), corresponent el 93% de les discordances a GL
amb OSNA positiu i citologia negativa i sent especialment evidents en el subgrup
de les mM. Les 5 discrepancies obtingudes en sentit invers (OSNA negatiu i
citologia positiva) es podrien argumentar de forma similar a com s'ha fet en el
treball previ, corresponent sempre a GL amb molt baixa carrega metastatica per
OSNA (CTA). Les limitacions metodologiques detectades sén també superposables
a les ja descrites, corresponent a: 1) la impossibilitat de realitzar l'assaig OSNA en
fins a 429 GL per no haver-se identificat aquests a la palpacio; i 2) la impossibilitat
d'avaluar 'EEG. Finalment, i degut tant a la manca en el moment de tancar l'estudi
de seguiment clinic a llarg termini suficient com a la limitacié de la mostra

estudiada, no ha estat possible definir de manera categodrica la hipotética relacid
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entre la quantificacio de la carrega tumoral ganglionar i l'impacte prondstic real de

les M1G en aquests pacients.

Amb tot, la suma dels resultats discutits en els quatre treballs que integren el
present projecte de tesi doctoral ens dona arguments suficients per a concloure
que la implementacio de l'analisi amb OSNA de les M1G en els pacients amb CPT
hauria de permetre un major coneixement del seu potencial oncologic real,
aportant en aquest sentit un valor quantitatiu, objectiu i estandarditzat. Alhora,
permet millorar els resultats globals de la técnica de la BSGS i ajuda a classificar
d'una manera més precisa el subgrup de pacients N1. Finalment, seran necessaris
treballs futurs que reafirmin les dades presentades i discutides amb lobjectiu
d'explorar i implementar de forma definitiva lassaig OSNA com a element

integrant dels algorismes de maneig clinic dels pacients amb CPT.
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CONCLUSIO GENERAL
Els articles que integren aquesta tesi doctoral validen la implementacié de l'assaig
OSNA per al'estudi de la BSGS en pacients amb CPT.

CONCLUSIONS ESPECIFIQUES

1. La implementacié de la BSGS en pacients amb CPT és factible amb la

metodologia emprada a 'Hospital Vall d'Hebron en altres neoplasies solides

malignes (localitzacié isotopica del GS i estudi intraoperatori amb empremta

citologica i tall en congelacid):

1.1. La metodologia descrita demostra bons resultats globals 1 permet
corroborar que la preséncia de M1G és frequent en aquest malalts, inclosos
aquells amb tedric baix risc.

1.2. La BSGS permet aconseguir una estratificacié ganglionar mes precisa.

1.3. El percentatge de FN de l'estudi intraoperatori convencional dels GS -
citologia i/o tall en congelacio— és elevat i suposa un handicap

metodologic en la técnica de la BSGS que necessita propostes de millora.

2. L'assaig OSNA és aplicable a l'analisi dels GL en CPT:

2.1. OSNA demostra bona correlacié amb el métode referent de la histologia i
també amb la citologia, esdevenint una técnica prometedora que pot
minimitzar les limitacions de l'estudi anatomopatologic convencional.

2.2. El punt de tall en el numero de copies/uL d’ARNmM de CQ19 que defineix
positivitat en CPT és molt similar al previament consensuat en cancer de
mama, fent que sigui adequat assimilar els valors preestablerts en l'analisi

dels GL en aquests pacients.

3. Laimplementacié de lassaig OSNA a l'estudi intraoperatori dels GS en pacients

amb CPT sotmesos a la técnica de la BSGS és factible :

3.1. La metodologia de BSGS+OSNA descrita, aplicada a pacients cNO, obté uns
resultats excel-lents alhora que s'adequa a les recomanacions de les actuals
guies de maneig.

3.2. El valor afegit de l'assaig OSNA com a meétode quantitatiu, aplicat a la

técnica de la BSGS, permet coneéixer intraoperatdoriament el volum de
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3.3.

metastasi del GS (ImM vs. MM). Aquesta dada pot ajudar a personalitzar
l'abordatge quirurgic de la limfadenectomia en els pacients cNO.

Es ineludible lestudi citologic dels GL previ a l'assaig amb OSNA, amb
l'objectiu de verificar la naturalesa limfatica de la mostra i evitar la confusio
amb d'altres estructures (paratiroide, tiroide o timus), que poden expressar

CQ19 i conduir a un fals positiu de l'assaig molecular.

4. IL'assaig OSNA aporta informacid rellevant en la caracteritzacid dels GL del CPT

4.1.

4.2.

Els GL metastatics presenten majors pes i mida que els no afectats,
observant-se també diferéncies depenent del compartiment ganglionar
cervical al qual pertanyin (sent ambdues dades majors en el CL). Els GL
positius per OSNA mostren diferéncies en el pes i la mida en funcid dels
punts de tall predefinits (mM enfront MM).

Comparant OSNA amb parametres morfologics de risc de recidiva tumoral
proposats a la literatura, verifiquem que els GL metastatics de més de 3 cm
presenten significativament major carrega tumoral que els menors. Per
contra, posem en dubte la rellevancia de subclassificar els GL metastatics
inferiors a 3 cm. Tampoc la carrega tumoral ganglionar total de les
limfadenectomies mesurada amb OSNA ha demostrat diferencies respecte

el punt de tall proposat de 5 M1G.

El present projecte de tesi doctoral demostra l'aplicabilitat clinica de l'assaig OSNA

per a millorar el rendiment de la BSGS en els pacients intervinguts per CPT.

Addicionalment, OSNA permet un millor coneixement del potencial oncologic real

de les

MI1G, donat que aporta un valor quantitatiu, objectiu i estandarditzable

alhora que permet subclassificar 'heterogeni grup de pacients N1. A dia d’avui, tot i

que les dades presentades i discutides son prometedores i encoratgen a no

abandonar aquesta linea de recerca, el paper definitiu d'OSNA com a peca

integrant dels algoritmes de maneig clinic en el CPT és un camp encara per

explorar.
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Els resultats obtinguts i el coneixement derivat del projecte de tesi doctoral que es
defensa han estat presentats, de manera sequencial i al llargs dels anys en que s’ha
anat desenvolupant, en nombrosos congressos nacionals i internacionals aixi com
també en diverses jornades cientifiques, cursos i simposiums. Més enlla de la
difusid® dels resultats en forums estrictament medics i cientifics, es vol fer
referéncia explicita i destacar, pel resso i impacte que han suposat en la visibilitat

del treball en el seu conjunt, els esdeveniments que es resumeixen a continuacio.

En primer lloc, la noticia apareguda a la pagina web institucional de 'Hospital Vall
d'Hebron amb data de 22 d'agost de 2016 i titulada «Vall d'Hebron, pioner al mon a
utilitzar la combinacio de la tecnica del gangli sentinella 1 del sistema OSNA de
diagnostic molecular rapid en el cancer de tiroides», accessible mitjancant U'enllac

https://www.vallhebron.com/ca/noticies/vall-dhebron-pioner-al-mon-utilitzar-

la-combinacio-de-la-tecnica-del-gangli-sentinella-i. El «Document Annex C»

recull la noticia complerta.

En segon llog, el fet que l'estudi sobre l'aplicacid d'OSNA a la técnica de la BSGS en
CPT hagi estat inclos en el «<Monografic SARIS, Série sobre recerca que transforma:
Estudi exploratori de l'impacte de la recerca a ’'Hospital Universitari Vall d’'Hebron».
Es tracta d'un monografic que l'any 2019 publicaren conjuntament la Generalitat
de Catalunya, UVAgéncia de Qualitat i Avaluacions Sanitaries de Catalunya -
AQuAS- i llnstitut de Recerca Vall d'Hebron. La publicacié recull els resultats
obtinguts arran d'un estudi exploratori l'objectiu del qual fou la seleccid de casos
especialment rellevants on la recerca hagués conduit a una modificacié o millora
significativa de la practica assistencial, essent catalogats els treballs seleccionats
com a «casos d'exit». L'estudi abasta l'interval 2011-2015 i recull un total de disset
projectes. L'estudi de la implementacio d'OSNA en l'analisi intraoperatoria dels GS
en CPT ha estat un dels set projectes de recerca seleccionats en l'ambit de la
millora diagnostica. Aquest fet, doncs, emfatitza i dona valor a l'aplicacid clinica
real de l'evidéncia cientifica obtinguda a partir de la recerca multidisciplinaria i

translacional. El «kDocument Annex D» recull la publicacidé monografica complerta.

Finalment, es vol fer constar que actualment s'esta avaluant per part de la Unitat de

Millora de la Practica Clinica de I'Hospital Vall d’'Hebron la sol-licitud, com a nova
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tecnologia no farmacologica, de la tecnica OSNA per a l'estudi intraoperatori del
GS en CPT. El «Document Annex E» recull el Full de Sol-licitud especific. L'objectiu
final d'aquest procediment és obtenir el vistiplau institucional necessari que
permeti la implementacid definitiva d'OSNA en aquest context clinic a 'Hospital
Vall d'Hebron. Fins el nostre coneixement, no hi ha a dia d’'avui altres institucions
on s'empri aquesta metodologia de forma protocol-litzada i assistencial. Aquesta
circumstancia ens hauria de permetre, per tant, posicionar-nos com a pioners en

aquest camp i, especificament, en 'us de la tecnica molecular OSNA en el CPT.
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10.1. DOCUMENT ANNEX A

L'annex A correspon a la seguent publicacio:

Titol: "SPECT/CT sentinel lymph node identification in papillary thyroid cancer:
lymphatic staging and surgical management improvement”

Autors: Amparo Garcia-Burillo, Isabel Roca Biels, Oscar Gonzalez, Carles Zafon,
Monica Sabat, Josep Castellvi, Xavier Serres, Carmela Iglesias, Ramon Vilallonga,
Enric Caubet, Jose Manuel Fort, Jordi Mesa, Manuel Armengol, Joan Castell-
Conesa

Dades de la publicacié: EurJ Nucl Med Mol Imaging. 2013 Oct;40(11):1645-55.

doi: 10.1007/s00259-013-2476-x.
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10.2. DOCUMENT ANNEX B

L'annex B correspon a la seguent publicacio:

Titol: “Concordance study between one-step nucleic acid amplification and
morphologic techniques to detect lymph node metastasis in papillary carcinoma of
the thyroid”

Autors: Sofia del Carmen, Sonia Gatius, Guzman Franch-Arcas, José Antonio
Baena, Oscar Gonzalez, Carlos Zafon, Dolors Cueva, Joan Valls, Angustias Pérez,
Mercedes Martinez,Susana Ros, Carmen Garcia Macias, Carmela Iglesias, Xavier
Matias-Guiu, Enrique de Alava

Dades de la publicacié: Hum Pathol. 2016 Feb,;48:132-41.
doi:10.1016/j.humpath.2015.09.020.
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10.3. DOCUMENT ANNEX C

L'annex C correspon a la noticia apareguda a la pagina web institucional de
l'Hospital Vall d'Hebron amb data de 22 d'agost de 2016 i titulada «Vall d'Hebron,
pioner al mon a utilitzar la combinacio de la tecnica del gangli sentinella i del
sistema OSNA de diagnostic molecular rapid en el cancer de tiroides», accessible

mitjancant l'enllac https://www.vallhebron.com/ca/noticies/vall-dhebron-pioner-

al-mon-utilitzar-la-combinacio-de-la-tecnica-del-gangli-sentinella-i.

Vall d'Hebron, pioner al mon a utilitzar la combinacio de la
tecnica del gangli sentinella i del sistema OSNA de diagnostic
molecular rapid en el cancer de tiroides

* Un equip multidisciplinari ha realitzat els estudis sobre la utilitzacio
d'aquestes dues técniques a 'hora de decidir extirpar els ganglis
limfatics del pacient.

« El carcinoma papillar tiroidal, el més habitual dels que afecten la
glandula tiroidal. freqlientment proveca metastasi als ganglis
limfatics.

¢ La utilitzacio del gangli sentinella permet personalitzar la
intervencié i decidir si cal extreure els ganglis limfatics.

nacic de la tecnica
presa Sysmex) aplicada al cancer de
at de Cirurgia Endocrina, Met,

Un equip multidisciplinari de 'Hospital Universitari Vall d'Hebr
del gangli sentinella i d=! sistema OSNA de nostic mol
tiroides. Hi han participat els serveis d'End | )
Bariatrica®. Tambe hi han tingut una participacié d i el personal d'infermeria. Un fet que ha destacat el cap del Servei
d'Endocrinologia. el Dr. Jordi Mesa. que ha explicat que ‘ha calgut crear un equip format per diferents especialitats. ja que aquest tractament exigeix una gran
tasca de coordinacio” Lestudi del gangli sentinella amb aquesta técnica molecular s'utilitza al Servei d’Anatomia Patolégica des de fa diversos anys a
carcinomes de mama I. recentment, tambeé a carcinomes de cérvix. segons comenta el cap del servei, el Dr. Santiage Ramon y Cajal

a liderat els estudis per posar en marxa, per pri
rapid (One Step Nucleic Acid Amplification
tol B i

a 5

La tecnica del gangli sentinella combinada amb el sistema de diagnostic molecular rapid &s, segons el Dr C.
‘un sistema quaniitatiu que permet personalitzar la intervencio i decidir si cal extreure el gangl” El principi d'actuacio es el mateix que el que s'aplica al cancer
de mama i el melanoma per decidir si cal extirpar els ganglis limfatics de l'aixella (limfadectomia) Gracies als estudis realitzats. ha quedat demostrat que es
pot utilitzar per determinar si el cancer detectat a la glandula tiroide ha afectat als ganglis del coll | cal extreure'ls. A mes. es tracta d'una técnica mes acurada
que l'ecografia per detectar si hi ha metastasis

rles Zafon, adjunt del Servet dEndocrinologia,

El gangli sentinella al cancer de tiroides

Els ganglis limfatics del coll sén els primers a rebre el drenatge del tumor situat a la glandula tiroide. En el cas del carcinoma papililar tiroidal. que
representa mes del 80% d'aquests tipus de cancers. en un percentatge molt als dels casos causa metastasis no detectable als ganglis limfatics. A lhora de
decidir el tractament la técnica utilitzada habitualment fa una valoracio del risc. en funcio de les seves dimensions | agressivitat. Per contra, la utilitzacio del
gangli sentinella permet ‘fer una medicina mes personalitzada i ser menys agressius en els casos que no cal ser-ho”. explica el Dr. Mesa. En aquest sentit. el Dr.
Oscar Gonzalez. metge adjunt de la Unitat de Cirurgia Endocrina del Servei de Cirurgia General i un dels investigadors implicats. assegura que ‘la biopsia
selectiva del gangli sentinella és la técnica que. actualment. millor estadifica l'afectacio ganglionar del carcinoma papit lal Comenga a aportar evidencia
cientifica a un terreny on només hi havia opinions”.

Eltreball de lequip de Vall dHebron ha estudiat 49 pacients en una prova pilot per analitzar el grau de precisio daquesta combinacio de tecniques. En
aquests casos. el dia anterior a la intervencid, l'ecografista localitza el tumeor i hi injecta un isotop radioactiu. Un cop al quiréfan. un detecter de rajos gamma

permet identificar i loca r els ganglis limfatics als quals drena el tumor i que el cirurgia pot extreure per la seva analisi. Despres. en nomeés 30' el Servei
d’Anatomia Patologica. utilitzant el sistema OSNA. que es basa en lamplificacio de |RNA missatger de proteines exclusives del tumor. confirma el diagnostic.
La Dra. Carmela Iglesias. metgessa adjunta d'aquest servei. i gue també ha participat en la recerca sobre el gangli sentinella. ha destacat que ‘o
implementacio de tecniques moleculars permet obtenir en el mateix acte quirtirgic un resultat definitiu. rapid i precis sobre la preséncia de metastasi al gangli amb

un marge d'error en el resultat inferior a l'obtingut amb les técniques d analisi anatomopatelogiques classiques” A la vegada. la conjuncié del gangli sentinella i
el sistema OSNA permet ‘adaptar lactuacio quirtirgica al que realment necessita el pacient”.

Tot plegat. sense allargar la intervencio | de forma mes fiable i reduint. en els casos que no es detecta metastasi. els problemes derivats de 'extraccio dels
ganglis limfatics, com ara l'hipoparatiroidisme, o de la mateixa intervencio, com lafectacio a nervis del coll que controlen la fonacié

Enaquest sentit. els dies 1i 2 de juny es va celebrar a [Hospital el Worfishop avangat sobre cancer de tiroides: Gangli sentinella. Neuromoniteritzacio i Ecografia
la a terme

cervical i Laringia. que ha servit per analitzar els detalls d'aquesta técnica i el treball multidisciplinari necessari per dur-1
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10.4. DOCUMENT ANNEXD

L'annex D correspon al seguent document:

Titol: «Estudi exploratori de limpacte de la recerca a 'Hospital Universitari Vall
d'Hebron. Monografic del SARIS num. 5. Série sobre Recerca que Transforma»
Autors: Solans-Doménech M, Gavalda N, Permanyer-Miralda G, Radd N, Vizcaino
E, Adam P.

Dades de la publicacid: Barcelona: Agéncia de Qualitat i Avaluacid Sanitaries de

Catalunta. Departament de Salut. Generalitat de Catalunya; 2019.
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PRESENTACIO

Historicament els cientifics ens hem acostumat a
treballar per generar coneixement i per demos-
trar-ne els avencos. Les revistes cientifiques, els
organs financadors i la mateixa societat ens ha
avaluat sempre amb aquesta optica. Quant co-
neixement generem i el grau d’excel-léncia. Tan-
mateix, en el present i el futur que ens espera
vivim un canvi que no podem ignorar, i que ha
estat fortament promogut per les politiques ci-
entifiques europees: cada vegada més la ciéncia
sera avaluada per la seva capacitat de transfor-
mar i de contribuir a millorar la societat en que
vivim. Per tant, cal que ens anem preparant, mal-
grat que és public i conegut que la metodologia
per avaluar I'impacte o la rellevancia de la recerca

és encara un repte obert.

La capacitat de mesurar o demostrar I'impacte de
la recerca pot ser un repte fenomenal en alguns
ambits cientifics tradicionalment més tancats.
Pero en teoria ha de ser menys dificil en un en-
torn hospitalari que tracta diariament amb paci-
ents. Tanmateix, demostrar, explicar i fomentar
I'impacte de la recerca és quelcom que no ve do-

nat, siné que s'apren.

Es per aixd que com a director del Vall d’Hebron
Institut de Recerca he volgut convidar I'’Ageéncia
de Qualitat i Avaluacié Sanitaries de Catalunya
(AQUAS) a dur a terme un estudi exploratori que
faci aflorar casos de recerca que han tingut im-
pacte en el mateix Hospital Universitari Vall d'He-

bron.

Joan Xavier Comella
Director
Vall d'Hebron Institut de Recerca

L'Agencia de Qualitat i Avaluacié Sanitaries de
Catalunya (AQUAS) té un compromis historic
amb el foment de I'impacte de la recerca en salut
que es duu a terme en la nostra societat. Des dels
seus inicis és i ha estat un dels seus pilars i raons
de ser. Es per aixd que ha buscat un posiciona-
ment internacional a través de la cofundacié de
la International School on Research Impact As-
sessment, per tal d'aprofundir en |'aprenentatge
mutu amb experiéncies internacionals que per-
metessin una millor capacitacié i posicionament
en I'ambit catala de les nostres institucions que
duen a terme recerca en salut. Aquest posiciona-
ment és, en el dia d'avui, una necessitat cada ve-
gada més gran si volem ser competitius en capta-
cié de fons i pioners en trobar noves maneres de
fer ciencia que siguin més transformadores i més
orientades a contribuir a una societat millor. L'Ins-
titut de Recerca de la Vall d’"Hebron és, sense cap
dubte, un dels centres de recerca en salut més
madurs i preparats per afrontar el canvi cultural
que suposa ser avaluats i jutjats per la contribucié
a la rellevancia social, a més de |'excel-lencia, a la

qual no s'ha de renunciar mai.

Es per aixo que des de I’AQUAS celebrem la vo-
luntat del VHIR per formar part d'aquest estudi
exploratori que ha d’'ajudar a madurar el procés
de canvi encetat en tots els paisos europeus refe-

rents per a nosaltres.

César Velasco

Director

Agencia de Qualitat i Avaluacié Sanitaries
de Catalunya (AQUAS)
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RESUM EXECUTIU

Les politiques cientifiques europees i dels paisos del nostre entorn donen cada vegada més im-
portancia a I'impacte demostrable de la recerca que es duu a terme. Cal, doncs, que les or-
ganitzacions i els hospitals es vagin preparant per al canvi cultural que aixo suposa. En aquest
document s’aborda de manera exploratoria la capacitat que té la recerca que es fa a I'Hospital
Universitari Vall d’'Hebron (HUVH) de transcendir en millores assistencials i sanitaries. Es presenta
un estudi exploratori on s’han recollit disset casos identificats com a bons exemples de recerca
duta a terme en les dependéncies de I'HUVH que han portat a millores en la prevencio, en el di-
agnostic i en el tractament de malalties. També s'identifiquen, de manera exploratoria, una série
de factors facilitadors de I'éxit en els resultats assistencials deguts a la recerca duta a terme i les
possibles implicacions per a I'hospital. L'estudi exploratori ha posat llum (de manera no exhausti-
va) sobre casos significatius i descriu alguns factors en comu entre ells. D'altra banda, també es
descriuen algunes noves accions i direccions que es poden dur a terme per reforcar les capacitats,

I'estrategia i el lideratge en aquest aspecte.

Els missatges clau del document son:

= Les politiques cientifiques europees i dels paisos del nostre entorn donen cada vegada més

importancia a I'impacte demostrable de la recerca que es duu a terme.

= Malgrat que estudis internacionals demostren que els hospitals que fan recerca tenen
millors resultats assistencials, cal ser capacos de demostrar aquesta contribucié i millorar-ne

I'organitzacio, les capacitats i I'orientaci6 estrategica cap a l'impacte.

» S’ha fet una prova exploratoria per escoltar les experiencies dels investigadors de I'Hospital
Universitari Vall d’"Hebron. En tractar-se d’una prova exploratoria, és possible que hi hagi

casos interessants que han quedat fora de I'estudi.

* En molts casos no es pot parlar d'atribucié directa, pero si de contribucié de la recerca en la

practica assistencial.

» En general, els casos estudiats suggereixen que quan més ‘obert’ és I'estudi a enfocaments
practics, necessitats dels usuaris, a altres equips o altres disciplines, més facil és que I'estudi

hagi tingut una contribucié en la practica assistencial.

= Per tal de millorar |'orientacié a l'impacte de la recerca que es fa a I'hospital, es poden

seqguir diverses estratégies en els terrenys formatiu i estratégic.

» |'HUVH compleix les condicions optimes per ser motor de canvi cap a un sistema de recerca

transformador.



ELS HOSPITALS QUE FAN RECERCA TENEN

MILLORS RESULTATS?

Aquesta és una pregunta gue no disposa d’evidéncia
cientifica que hi pugui donar resposta en el nostre
entorn (catala o espanyol). Una rad per la manca
d’evidéncia és la dificultat metodologica inherent
a la pregunta. Entre d‘altres, un repte metodoldgic
important és com tractar la causalitat. Es poden atri-
buir algunes millores assistencials a la recerca duta
a terme? Com aillar els altres factors determinants?
Al Regne Unit s'han fet estudis' amb rigor cientific
gue demostren que la implicacié de professionals cli-
nics o organitzacions sanitaries en recerca millora els
resultats sanitaris del National Health Service (NHS).
Altres estudis britanics s'apliquen a I’Academic He-
alth Science Networks (AHSN)?, NIHR Collaborations
for Leadership in Applied Health Research and Care
(CLAHRCs)? i I'avaluacio dels deu anys del NIHR (Nati-
onal Institute of Health Research)?, on es conclou que
el desenvolupament de la recerca del NIHR en el nucli
del NHS portava a tractaments més segurs, menys
invasius i més centrats en la qualitat de vida dels paci-
ents, els quals podien arribar a una amplia gamma de

pacients (des de cancer fins a malalties rares).

El que demostren els estudis britanics és que una

més bona coordinacié de la participacié en la

Malgrat no haver-hi evidéncia
en el cas catala, estudis
britanics demostren una millora
en els resultats clinics i sanitaris
en els hospitals on es fa recerca
ben coordinada

recerca pot millorar I'eficacia de la propia recerca,
incloent-hi el desenvolupament de xarxes d'investi-
gacio o noves col-laboracions entre sistemes d'inves-
tigacio i sistemes de prestacié de serveis sanitaris. A
més a més, participar en la recerca ha estat concep-
tualitzat com una manera d'incrementar la capacitat
i la disposicié de diferents decisors a utilitzar la recer-
ca. Aixo és el que s'anomena ‘capacitat d'absor-
cio’, i que explica com pel fet que una organitzacio
realitzi recerca pot ajudar que aquesta organitzacié
desenvolupi i mantingui unes majors capacitats per
assimilar i explotar resultats de la recerca (tant in-

terns com externs).

La ‘capacitat d’absorcié’ consisteix
en el fet que els professionals
tenen una actitud més orientada a

millorar els resultats assistencials
pel simple fet de posar-se
preguntes de recerca
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ESTUDI EXPLORATORI DE CASOS A L'HOSPITAL
UNIVERSITARI VALL D'HEBRON

El present monografic avalua de manera explorato-
ria I'impacte de la recerca realitzada a les dependeén-
cies de I'HUVH sobre I'assistencia sanitaria. S'han
seleccionat de manera no exhaustiva disset ‘casos
d’exit’ de recerca que hagin implicat algun canvi de
procés en la practica assistencial. En tractar-se d'una
prova pilot, és possible que hagin quedat casos molt
interessants fora del grup seleccionat. La manera
com s'ha recollit la informacié i les experiéncies és a
través d'entrevistes a investigadors que han explicat
I'aplicacié en el mateix hospital on han dut a terme

la recerca.

S'ha fet una prova exploratoria
per escoltar les experiencies
dels investigadors

Demostrar una associacié directa entre recerca i
practica assistencial és complexa, ja que hi ha molts

factors que poden haver intervingut en la seva apli-

No es pot parlar d'atribucio
directa, pero si de contribucié
de la recerca en la practica
assistencial

cacié. En aquesta avaluacid no s'aborda la questié
de la causalitat i, per tant, si bé no es podra atribuir
la totalitat del canvi a la recerca descrita, si que es
pot afirmar la seva contribucié a aquest canvi. Aixo
permet identificar factors facilitadors que han pro-
mogut I'adopcié dels resultats de recerca a la prac-
tica assistencial, i identificar possibles implicacions

per a I'hospital que poden ser avaluades.

En tractar-se d'una prova
exploratoria, és possible que hi
hagi casos interessants que han
guedat fora de |'estudi.

QUINS FACTORS COMUNS FACILITEN L'IMPACTE

DE LA RECERCA?

Perqué la recerca es vinculi més als problemes ac-
tuals (envelliment, autosuficiéncia, participacioé del
pacient...) es requereix una implicacié entre els pro-
veidors de salut, els centres de recerca, les autoritats
locals i les organitzacions de pacients. La implicacié

és necessaria per formular preguntes de recerca que

8

siguin rellevants per a la practica, per arribar a les
poblacions necessaries per tal de respondre agques-
tes preguntes, i per assegurar que els coneixements
adquirits s'apliquin a la practica i fins i tot per trobar
les respostes als problemes de salut de manera con-

junta.



Els casos seleccionats en aquest estudi exploratori presenten alguns factors comuns que podrien ajudar a la

translacio de la recerca a la practica:

Sovint sén projectes enfocats a la translacié a la prac-
tica clinica, on el seu principal interes en fer la recerca
és augmentar el coneixement sobre el qual es basa

I'actuacié assistencial diaria.

Un factor d'éxit és la confeccié d'equips investiga-
dors que incloguin futurs ‘usuaris’ de les troballes ci-
entifiques, professionals relacionats amb I'aplicacio,
com soén els mateixos investigadors o part de |'equip
(assistencial-investigador).

Equips amb varietat de disciplines de dins de |'hospi-

tal, en la majoria de casos.

La majoria dels estudis no sén solament locals, sind

gue s'han fet amb la col-laboracié d'altres centres

Agquests factors coincideixen amb els que s’han tro-
bat en estudis realitzats al Regne Unit°. El Regne Unit
és, sense cap dubte, el pais on s’ha generat més
evidencia i s’han explorat amb més rigor els factors

que contribueixen a afavorir o millorar I'impacte de

(estatals o internacionals); segurament, pero, el fet

de realitzar I'estudi a I'hospital en facilita I'aplicacio

Tot i que no queden explicitament descrits, s'intueix
gue I'éxit de |'aplicacio de la recerca també és gracies
a la intervencié d'altres actors institucionals necessa-
ris per prendre una série de decisions, com, per exem-
ple, per aplicar un protocol a I'hospital, perque una
prova formi part del cataleg de I'lCS (Institut Catala
de la Salut), per introduir un checklist al SAP... Aquest
facilitador, perd, també ha estat interpretat per al-
guns dels investigadors de manera oposada, per la
seva abséncia. Es a dir, la no collaboracié o manca
d'implicacié dels decisors del sistema assistencial pot
ser una barrera que impliqui que els resultats d'una

recerca no arribin a la seva aplicacio.

la recerca en la salut. L'evidéncia conclou que per
assolir més impacte cal la implicacié (engagement)
les ‘parts interessades’ en la prioritzacio, I'execucio i

I'avaluacio de la recerca.

En general, els casos estudiats suggereixen
gue com més ‘obert’ és I'estudi a
enfocaments practics, necessitats dels
usuaris, a altres equips o altres disciplines,
més facil és que I'estudi hagi tingut una
contribucié en la practica assistencial
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QUINES IMPLICACIONS POT TENIR LA RECERCA

PER A L'HOSPITAL?

El primer que cal destacar és que tot i que la majoria de la recerca és intramural, també hi ha casos de recerca

extramural, és a dir, amb aplicacio dels resultats en I'ambit comunitari. Tot i que no s'ha pogut fer cap avaluacié

de quin és el resultat final d'aquests casos, en la majoria s'estimen uns beneficis, més llunyans, consequéncia

de I'aplicacié en la practica diaria dels resultats i que podrien portar d’'una manera genérica a:

e Meés diagnostics veritables positius
¢ Menys exploracions innecessaries
¢ Menys intervencions innecessaries

e Menys complicacions

e Menys ingressos injustificats
e Menys estades injustificades

e Menys despesa innecessaria

DE LA RECERCA A L'ASSISTENCIA SANITARIA:
ELS CASOS DE VALL D'HEBRON

A continuacié s'esmenten disset casos on, gracies a
la recerca feta a I'HUVH, s'han pogut fer canvis en la
practica assistencial, que es classifiqguen segons si es
tracta de millores en la prevencié en la diagnosi o en

el tractament dels pacients.

= mcasas@vhebron.net

LLEGENDA
O El cass'ha aplicat a 'HUVH.

@ El cas s’ha aplicat en altres llocs o esta
en procés de ser aplicat.

® El cas ha ajudat a identificar barreres.

Miquel Casas @)

Grup de recerca en Psiquiatria, Addiccions i Salut Mental

Gracies a |'experiéncia i la recerca prévia del grup de
recerca en estudis sobre TDAH, drogodependéncies i
trastorns de la personalitat, s'han pogut formular les hi-
potesis necessaries per determinar els factors de risc de
trastorns del neuropsicodesenvolupament, com ara les
causes del fracas escolar i el baix rendiment o la conduc-
ci6 de risc. Aixd ha portat al fet que, per exemple, en el
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cas del fracas escolar es treballi conjuntament amb els
Departaments d'Ensenyament i de Salut de la Generalitat
per fer un nou abordament del fracas escolar a les
escoles publiques de Catalunya. Aquesta recerca s'ha
portat tant dintre de les instal-lacions de I’'hospital (intra-
mural) com fora (extramural) i, per tant, dona un valor i
un apropament comunitari a I'hospital.



= ferran.pellise@vhir.org

Ferran Pellisé

Grup de Recerca de la Columna Vertebral

La recerca feta des del 2009 per un equip multidiscipli-
nari de les unitats de columna vertebral i de malalties
infeccioses va permetre la implementacié d’un proto-
col en pacients pendents de cirurgia instrumentada
de columna i en situacio de risc, en el qual es detecten
preoperatoriament infeccions del tracte urinari i, d'acord
amb els resultats del cultiu d'orina, s'ajusta la profilaxi
amb antibiotics. Aixd permet reduir significativament la
infeccio de I'empelt vertebral. Tot i que no s'ha fet cap
estudi de cost-benefici, tractar una infeccié d’aquestes

= ecarreras@vhebron.net

caracteristiques s'estima extremadament costosa per a
I'hospital (des dels antibiotics fins a una nova cirurgia per
extreure I'implant, o estades hospitalaries). Actualment,
I'hospital esta planejant introduir un checklist al sistema
SAP. Molts hospitals actualment fan servir protocols simi-
lars, per exemple I'Hospital de Getafe o I'Hospital Jiménez
Diaz i, avui dia, els cirurgians sén conscients que s'han de
vigilar les infeccions del tracte urogenital, especificament
en dones adultes (>50 anys).

Elena Carreras

Grup de recerca en Medicina Materna i Fetal

En col-laboracié amb cinc hospitals espanyols (Hospital
Materno-Infantil de Les Palmes de Gran Canaria, Hospital
de Fuenlabrada, Hospital Sant Joan de Reus, Hospital Son
Llatzer i I'Institut Universitari Dexeus), la recerca feta al
Vall d'Hebron ha demostrat una reduccié significativa
del part prematur (des de quasi un 30% entre les dones
sense pessari fins a només un 6% de reduccié entre les
que si que el portaven) abans de la setmana 34 de ges-
tacié. Per aguest motiu, s'ha implementat un protocol a
I'hospital, en el qual s'incorpora el pessari cervical com a
eina de prevencié del part prematur en un grup de risc,
com son les gestants (Uniques i bessons) amb cérvix curt
asimptomatiques, és a dir, amb alt risc de part prematur.
El pessari cervical és un metode escassament invasiu, no

dependent de professional i de facil maneig. La seva col-
locacié i extraccié és relativament senzilla, pot realitzar-se
en la consulta sense requeriment d'anestesia i esta ben
tolerat per la pacient. El pessari amb prou feines presenta
efectes adversos, son poques les pacients que refereixen
desconfort vaginal i augment del flux. La conseqleéncia
d’aquesta aplicacié és una reduccié en la taxa de part
prematur i en la morbiditat dels nounats. Aquesta reco-
manacié també s’ha implementat en els protocols de la
Societat Catalana d'Obstetricia i Ginecologia i en el de la
Societat Espanyola d'Obstetricia i Ginecologia. S'ha im-
plementat en la major part dels centres catalans i a un
percentatge elevat de centres espanyols.

Recerca que transforma: estudi exploratori de casos a |"Hospital Universitari Vall d"Hebron
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= tpumarola@vhebron.net

Tomas Pumarola

Grup de recerca en Microbiologia

La recerca feta (juntament amb I'Hospital Sant Joan de
Déu) ha permes crear un sistema de vigilancia en I'HUVH
que permet determinar els mecanismes patogénics de la
malaltia greu produida pels virus respiratoris, i desenvo-
lupar un model de vigilancia de la grip estacional,
del virus respiratori sincitic i altres virus respiratoris. Gra-
cies a un indicador hospitalari (diagnostics microbioldgics
dels virus respiratoris a les visites ateses dia a dia), el grup

= nuria.fernandez@vhir.org

de recerca pot determinar amb molta sensibilitat I'inici i
final dels brots epidémics causats per aquests virus. Aixo
permet, per tant, que I'hospital tingui, amb més d'una
setmana d'antelacio, la prediccié d'inici d’epidemia i, per
tant, el temps necessari per buscar una estratégia d'aten-
Ci6 que minori I'impacte assistencial sobre el Servei d'Ur-
gencies i I'hospitalitzacié de pacients.

Nuria Fernandez

Grup de Recerca d'Imatge Meédica Molecular

Gracies a la recerca feta per un equip multidisciplinari
(unitats de cardiologia, radiologia, malalties infeccioses,
medicina nuclear, microbiologia, cirurgia cardiaca i neuro-
logia) es va introduir a I’'hospital, de manera rutinaria, I'Us
de la tomografia per emissié de positrons utilitzant
fluorodeoxiglucosa combinada amb tomografia ra-
diologica per a tots els pacients sota sospita d’endocar-
ditis infecciosa en protesis valvulars o en dispositius in-

tracardiacs. Els investigadors estan, actualment, avaluant
I'impacte d'aquesta aplicacié en la practica hospitalaria, la
qual pot influir en diagnostics més rapids. A més, aquesta
técnica pot ajudar substancialment a resoldre un proble-
ma diagnostic molt dificil i que representa un greu dilema
per al malalt: o risc de lesions amb molt mal pronostic, o
tractament llarg, complex i costés, perd innecessari.



= resteban@vhebron.net

Rafael Esteban

Grup de recerca en Malalties Hepatiques

Amb la recerca s'ha pogut desenvolupar una metodologia
d'alta resolucié basada en sequenciacié massiva en para-
I-lel, que permet la classificacié del virus de I'hepatitis C
que infecta cada pacient (dins dels 67 subtipus aprovats) i
que permet, per tant, dissenyar el tractament més adient
per a cada pacient. Un error en el subtipat pot resultar
en un tractament suboptim, tant en la combinacié d’an-
tivirals com en la durada del tractament, la qual cosa pot
conduir al fracas terapéutic. Aquest fracas sol anar acom-
panyat de I'aparicié de mutacions de resisténcia, que di-

= aselva@vhebron.net

ficulten futurs tractaments. La Comissié de Diagnostic In
Vitro de I'HUVH va recomanar en el seu moment la inclu-
si6 d'aquesta prova al cataleg assistencial i ara ja forma
part del cataleg ICS. Aquesta metodologia se centralitza
a I'HUVH per donar servei a tot el sistema de salut
catala. A més, s’ha format gent de I'Hospital Virgen de
Valme de Sevilla on també es dona servei i s'esta treba-
llant en un projecte que permeti crear punts estrategics a
tot el territori espanyol per donar servei a Espanya.

Albert Selva

Grup de recerca en Malalties Sistémiques

Les miopaties inflamatories son un grup heterogeni de
malalties rares que tenen en comu la preséncia de debi-
litat muscular. La biopsia del muscul mostra I'existéncia
d’'un infiltrat inflamatori que és caracteristic d'aquestes
malalties. La miopatia necrosant immunomediada, una
nova forma de miositis que cursa amb necrosi i trastorns
de la immunitat, s’ha relacionat amb el tractament amb
estatines. El diagnostic i pronostic d’aquestes malalties
és complex. El grup de recerca, en col-laboracié amb el
departament d'immunologia, ha descrit un nou patr6
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d'immunofluorescéncia sobre triple teixit de rata (técnica
utilitzada en el cribratge d’autoimmunitat en la majoria
de laboratoris), que correspon a l'anticos anti-HMGCR,
la qual cosa facilita el diagnostic precog en entorns
menys tecnificats. Aquest fet comporta millores per al
pacient, ja que permet iniciar el tractament a |'espera de
la confirmacié definitiva mitjancant técniques més sofisti-
cades com ara el blot o la immunoprecipitacié. En aques-
ta recerca també han participat I'Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau i I'Hospital Clinic de Barcelona.
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= ancarrascosa@vehbron.net

Antonio Carrascosa

Grup de recerca en Creixement i Desenvolupament

Gracies a la recerca feta en col-laboracié amb altres hos-
pitals catalans i espanyols i proposada a partir del Consell
per al Tractament amb Hormona de Creixement, s'ha con-
clos que els estimuls secretors d’hormona de creixement
(utilitzats a la practica clinica per decidir un tractament
amb hormona de creixement) no sén un factor decisiu
i no cal realitzar-los. Aixod va comportar, el 2011, I'abo-
licié de la valoracié clinica de la secrecié fisiologica
de I’'hormona del creixement per decidir si un nen amb
retard de creixement i talla baixa idiopatica s'havia de

= etizzano@vhebron.net

tractar o no amb hormona del creixement. Actualment,
hi ha implementada la prova d'estimulacié de I'hormona
de creixement. L'impacte d'aquest canvi no s'ha avaluat
pero té un consequent benefici per als pacients (pot pro-
vocar efectes secundaris com hipoglucémia insulinica o
hipotensid). A més, aquesta prova es realitzava en hospi-
talitzacié de dia i implicava una alta despesa econdomica
(hospitalitzacié i determinacions bioquimic-hormonals al
laboratori). Aquest protocol syesta aplicant en altres hos-
pitals pediatrics de Catalunya, Espanya i I'estranger.

Eduardo Tizzano

Grup de recerca en Medicina Genetica

El cariotip ha estat considerat tradicionalment el méto-
de per al diagnostic d’anomalies genétiques, com ara la
discapacitat intel-lectual i/o retard de desenvolupament
(amb una incidéncia del 3%) o el trastorn de I'espectre
autista (amb una incidéncia del 0,7%). El grup de recerca
ha aconseguit mitjancant I'Gs dels array-CGH (hibridacié
genomica comparada) la deteccié d’anomalies patogeni-
ques en un 18,9% dels pacients amb discapacitat intel-
lectual, 13,7% amb malformacions congenites, 9,76%
amb patologies psiquiatriques, 7,02% amb epilepsia i
13,3% amb talla baixa (enfront del 3% de diagnostics

que aconsegueix |'estudi cromosdmic). La recerca ha de-
terminat la substitucié de les técniques de cariotip i MLPA
(amplificacio de sondes per multiplex dependent del lli-
gand d’ADN) en pacients postnatals (2012-) i prenatals
(2016-), reduint el nombre de proves diagnostiques
i multiplicant entre dos i sis el rendiment diagnostic
en funcié del context. Els pacients estudiats es deriven
des de diversos grups de I'HUVH (medicina clinica i mole-
cular, neurologia pediatrica, endocrinologia pediatrica, di-
agnostic prenatal, medicina fetal, etc.) i d'altres hospitals
(Hospital Arnau de Vilanova).



= agil@vhebron.net

Antonio Gil

Grup de Recerca Biomedica en Ginecologia

La recerca feta per I'equip multidisciplinari format per la
Unitat de Recerca Biomedica en Ginecologia del VHIR, la
Unitat d'Oncologia Ginecologica i el Servei de Ginecologia
de I'HUVH ha impulsat la implementacié d’eines
moleculars per al diagnostic del cancer d’endometri
per tal de millorar I'actual procés diagnostic, el
qual es basava principalment en parametres clinics i
histologics. En concret, actualment s’aplica una signatura
de cinc gens, que sén la base que formen el kit diagnostic
GynEC-DX (R), comercialitzat actualment per Reig Jofre
SL. Aquest kit incrementa el poder diagnostic de I'aspirat

= santiago.ramonycajal@vhir.org

uteri, ja que complementa I'examen patologic que ja
es feia habitualment, amb el nou diagnostic molecular.
La combinacié d’aquests resultats redueix el nombre
de proves diagnostiques més invasives (histeroscopies),
que s'han de realitzar quan I'examen patologic no ha
estat concloent. La implementacié d'aquest kit no s'ha
acabat fent en les dependencies de I'HUVH, ja que el seu
cost-benefici va ser molt discutit. En canvi, si que s’esta
utilitzant en altres hospitals de I'Estat com en |'Hospital
12 de Octubre (Madrid).

Santiago Ramon y Cajal

Grup de recerca en Patologia Molecular Translacional

Un equip multidisciplinari (serveis d’Endocrinologia,
d’Anatomia Patologica, Medicina Nuclear, Radiologia,
Unitat de Cirurgia Endocrina, Metabdlica i Bariatrica,
i d'Anestesiologia i personal d'infermeria) ha liderat un
estudi sobre el grau de precisié de la combinacié de la
técnica del gangli sentinella amb el sistema OSNA per tal
de fer el diagnostic molecular rapid personalitzat que
permet decidir sobre I'extirpacié o no dels ganglis lim-
fatics. Aquesta técnica nova només es fa a I'HUVH (des
del 2013, després de la seva validaci¢). La implementa-
ci6 de tecniques moleculars permet obtenir en el mateix

acte quirlrgic un resultat definitiu, rapid i precis sobre
la preséncia de metastasi al gangli, amb un marge d’er-
ror en el resultat inferior a I'obtingut amb les técniques
d’analisi anatomopatologiques classiques. D'aquesta ma-
nera, aquesta combinacié del gangli sentinella i el siste-
ma OSNA permet adaptar I'actuacié quirtrgica i fer una
medicina més personalitzada i ser menys agressius en els
casos que no cal ser-ho. També s'eviten tant les reinter-
vencions per falsos negatius com l'infradiagnostic de I'es-
tat ganglionar. Per tant, permet millorar-ne el tractament
i reduir la morbiditat quirtrgica.
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Francesc Bosch

Lg

Servei d’'Hematologia HUVH

La recerca ha permeés detectar punts de millora de I'ali-
mentacié, de manera que s’han canviat els menus que
s'ofereixen als pacients ingressats, s'ha ajustat I'horari
dels apats i se n'ha canviat la forma de dispensacié. Aixi
mateix, s’ha canviat la manera en que es registra la dieta

= ag@ict.uab.es

gue té permesa cada pacient per tal de minimitzar-ne els
errors de transcripcié. No s’ha avaluat I'impacte d’aquests
canvis, pero en alguns pacients la millora de la inges-
ta oral es traduira en menys durada del tractament
amb nutricié parenteral.

Maria Antonia Agusti

Grup de recerca en Farmacologia Clinica

Un equip multidisciplinari de I’hospital (Farmacologia
Clinica, Anestésia i Reanimacio, Farmacia, Hematologia i
Hemostasia, Ortopédia i Traumatologia, Medicina Interna
i el Banc de Sang i Teixits) va elaborar un protocol mul-
tidisciplinari sobre el maneig perioperatori dels pa-
cients tractats cronicament amb antitrombotics, que
es va difondre amb sessions als serveis, amb un curs se-
mipresencial i es va incorporar a la intranet de I'hospital.
Posteriorment, es van mesurar els canvis de maneig dels
tractaments en el cas dels pacients amb fractura de maluc
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i cirurgia programada. Els canvis detectats han estat una
major tendéncia a no retirar certs tractaments antitrom-
botics com I'acid acetilsalicilic, a substituir I'acenocumarol
en el moment adequat, i una pauta més adequada d’'he-
parines de baix pes molecular durant el perioperatori. En
canvi, encara no es retira el clopidogrel a menys dies de la
cirurgia ni, en general, els antitrombotics es reinicien en
els temps recomanats després de les intervencions quirdr-
giques. Els canvis observats no s'han associat a una major
tendéncia de sagnat.
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\ Eloy Espin

Grup de recerca en Cirurgia General

La recerca ha avaluat I'impacte de la cirurgia oberta
versus la laparoscopia en el tractament de cancer de
recte en pacients de més de 75 anys. Els resultats han
trobat que en pacients de més de 85 anys que han de
ser tractats per cancer de recte, la cirurgia laparoscopica
comporta més complicacions cardiopulmonars. Com a
resultat, s'ha arribat al consens que, quan es prevegi que
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la cirurgia laparoscopica durara molt més que la cirur-
gia oberta, s'ofereix al pacient aquesta Ultima. Per tant,
aquests canvis podrien disminuir la morbiditat d'aquests
pacients. Es molt recent, perd s'esta avaluant en altres
centres adscrits a I'’AECP (Associacié Espanyola de Co-
loproctologia).

Coro Bescos

Grup de recerca en Noves Tecnologies i Microcirurgia Craniofacial. CIBBIM-Nanomedicine

Gracies a |'experiencia i recerca prévia del grup de recer-
ca, I'HUVH ha estat el primer centre catala que ha incor-
porat la cirurgia assistida per ordinador a les operacions
maxil-lofacials. Aquesta aplicaci6 augmenta la qualitat
de l'assisteéncia que es dona als pacients, ja que fa més
fiable i exacta la cirurgia. A més, es pot emprar per rea-

litzar biopsies en llocs de dificil accés (amb control de la
posicié en temps real), reduir fractures facials, realitzar re-
seccions tumorals (millora la nocié d’eliminar tot el tumor
guan es tracta de territoris molt profunds) o marcar els
marges del tumor com a ajuda a la radioterapia.
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Marc Ribo

Grup de recerca en Malalties Neurovasculars

Gracies a I'experiéncia del grup de recerca de Malalties
Neurovasculars del VHIR, juntament amb la participacié
de la Unitat d'Ictus, el Servei de Rehabilitacié de I'HUVH i
la Fundacion Vodafone Espafa, s'ha dissenyat una plata-
forma de rehabilitacio (Mefacilyta) adaptada a les necessi-
tats de les persones que han patit un ictus. El seu objectiu
és complementar el tractament rehabilitador i que els pa-
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cients puguin realitzar des de casa activitats de manteni-
ment que ja han aprés a I'hospital, els quals sén avaluats
pel terapeuta ocupacional per tal que aquest pugui fer-ne
el seguiment corresponent. Per als pacients és essencial
continuar amb aquestes activitats per tal de no perdre les
habilitats apreses durant el tractament a I'hospital.

Fernando Azpiroz

Grup de recerca en Fisiologia i Fisiopatologia Digestiva

Gracies a |'experiéncia del grup de recerca, realitzada per
tal d'investigar els mecanismes de la distensié abdomi-
nal, s'ha vist que aquesta distensio es podia reduir amb
una terapia de biofeedback, guiada per electromiografia.
Aguesta técnica de biofeedback resulta actualment molt
complexa en la seva actuacio, i tot i que s'esta intentant
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buscar una tecnica més senzilla amb els mateixos resul-
tats, aixo ha fet que encara no s'hagi pres cap decisio, per
part dels decisors, quant a la seva aplicacié. Un terc dels
pacients que acudeixen de visites al servei d'aparell diges-
tiu tenen aquesta afectacio, la qual no té actualment cap
tractament disponible.



CONCLUSIONS | RECOMANACIONS

L'escenari ideal en tot hospital universitari és que la
recerca duta a terme contribueixi localment i glo-
balment a millorar la salut dels pacients i prevenir
la malaltia o els problemes de salut. Els casos que
s'han identificat en aquest informe sén exemples de
recerca duta a terme en el si del sistema de salut, per
al sistema i amb el sistema. Alguns han contribuit a
tenir un impacte en la practica assistencial, altres han
servit per identificar elements de millora. En tots els
casos, s'ha identificat una aproximacié ‘oberta’ (en
els equips, I'organitzacio, les col-laboracions, les dis-
ciplines) i ‘orientada’ a la resoluci¢ de problemes de
salut. Un estudi exhaustiu podria donar llum a més
casos d'interés, i sense cap dubte en un futur sera
interessant dur-lo a terme per donar a conéixer els
factors facilitadors que han ajudat a la translacio, aixi

com per identificar punts de millora en I'ambit orga-

nitzatiu i de capacitats de la institucio i les persones
que la formen. A banda de la identificacié d'impor-
tants contribucions en el si de I'hospital, també s'ha
detectat en general un coneixement i una orientacio

modestos a I'impacte de la recerca.

Aix0 és de vital importancia ja que les estratégies
de financament i planificacié de la recerca nacionals
i internacionals cada vegada posen més émfasi en
I'impacte demostrable de la recerca que es fa, sobre-
tot aquella que conviu dins del sistema nacional de
salut. En els paisos del nostre entorn europeu s'estan
duent a terme importants esforcos per a la capacita-
Cio i gestio del canvi que suposa aquesta nova orien-
tacié de les politiques cientifiques. LHUVH compleix
les condicions Optimes per ser motor de canvi cap a
un sistema de recerca transformador i més orientat

a l'impacte.

CONSIDERACIONS METODOLOGIQUES

En aquest estudi exploratori s'han recollit casos on
la recerca ha implicat una modificaci¢/aplicacié en la
practica assistencial durant els dltims cinc anys (2011-
2015) i que anomenem ‘casos d'éxit’. La metodolo-
gia emprada és la mateixa de I'estudi dels deu anys
del NIHR®. Es tracta d'un estudi exploratiu, que no-
més té |'objectiu d'identificar i sintetitzar impactes en

la practica assistencial a I'HUVH.

La informacio s'ha recollit a través d’'un formulari en-
viat als caps de grup dels cinquanta grups de recerca
que formen part del VHIR durant el mes de marg de
2016. Per a aguells grups que no van poder contestar
el formulari, s'han realitzat durant el mes d’octubre

de 2016 entrevistes breus (presencials o telefoniques)

per tal de poder recollir tota la informacié. Només
s'ha seleccionat un cas per grup investigador i, per
tant, els casos poden no (necessariament) ser repre-
sentatius del conjunt de recerca que es duu a terme
a I'HUVH, i és possible que hi hagi casos significatius
que hagin quedat fora de I'estudi. A més, s'ha de
considerar que per falta de disponibilitat i temps, no
s’ha pogut incorporar un cas per cada grup de recer-
ca del VHIR. Tanmateix, la seleccio feta dona visibilitat

a una gran varietat del conjunt de grups de recerca.

Els estudis de casos seleccionats s’han explorat en
profunditat i aquells en que es disposava de poca
evidencia sobre el benefici per a I'hospital han estat

descartats. També s'ha descartat aquella recerca en
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la qual els investigadors han confés els resultats de
la mateixa recerca amb canvis en la practica, i aquells
on I'aplicacié a la practica rutinaria encara no s'havia
fet realitat en el moment de I'estudi. Sempre que ha
estat possible, s'han identificat les fonts que confir-
men els impactes descrits. Tanmateix, en la majoria
de casos aixd no ha estat possible i, per aquest motiu,
els impactes estan basats en la informacié aportada
pels investigadors implicats directament en els estudis

de casos.
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Biopsia selectiva del gangli sentinella en el carcinoma papil-lar de tiroide. Analisi morfologica i valor de la carrega tumoral ganglionar

10.5. DOCUMENT ANNEXE

L'annex E correspon al Full de Sol-licitud com a nova tecnologia no farmacologica
de la tecnica OSNA per a l'estudi intraoperatori del GS en CPT, per part de la Unitat
de Millora de la Practica Clinica de l'Hospital Vall d’'Hebron.
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