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ABREVIATURAS

AJCC: American Joint Committee on Cancer.
BSGC: Biopsia selectiva del ganglio centinela.
CC: Cancer de colon

CCR: Cancer colorrectal.

CTA: Celulas tumorales aisladas.

COT: Celulas ocultas tumorales.

EC: Estudio convencional histopatoldgico.
GC: Ganglio centinela.

GnoC: Ganglio no centinela (subgrupo).

H-E: Hematoxilina-Eosina.

H-E ser: Hematoxilina-Eosina en cortes seriados.
IHQ: Inmunohistoquimica.

MM: Micrometastasis.

OSNA: One Step Acid Nucleic Amplification.
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
RM: resonancia magnética.

RT-PCR: Transcripcion reversa y PCR

SE: Superestudio histopatolégico.

SOH: Sangre oculta en heces.

SG 5a: Supervivencia global a 5 afios.

TC: Tomografia computarizada.



TNM: Tumor Node Metastases.

UICC: Union Internationale Contre le Cancer.
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1. INTRODUCCION

En el cancer de colon sin metastasis, el estudio de los ganglios linfaticos supone el factor
prondéstico mds importante. Asi, el que haya o no afectacidn ganglionar determina el

prondstico y la necesidad o no de tratamiento quimioterapico adyuvante.

Hay un porcentaje no despreciable de pacientes en estadios precoces (I y Il) que
sorprenden con recurrencias no esperadas de la enfermedad. Planteamos como hipétesis

gue esto se deba a que tenian afectacidn nodal que pasé desapercibida.

Por otro lado, en la 62 Edicion de TNM aparecen los conceptos de micrometastasis y
células tumorales aisladas. Sélo las primeras tiene implicacién pronostico-terapéutica; las
segundas no cambian el estado de afectacién nodal ya que no se ha evidenciado que se
asocien a un peor prondstico o menor supervivencia. Ambas son muy dificiles de

diagnosticar con el estudio histolégico asumido como estandar.

El objetivo de este trabajo es estudiar la capacidad del mapeo linfatico y la biopsia
selectiva del ganglio centinela para mejorar el estudio histopatoldgico de las piezas de
linfadenectomia del cdncer de colon, haciendo posible hacer un estudio mas completo
(con H-E ser, IHQ y estudio molecular mediante OSNA®) sobre el GC, supuestamente el

mas representativo del estado ganglionar de la pieza.



Resumen 4

2. MATERIAL Y METODO

Estudio experimental de tipo quasiexperimental prospectivo de 71 pacientes operados de
forma programada con intencién curativa por cancer de colon desde Octubre de 2010
hasta Marzo 2014 a los que se les realiza la técnica del ganglio centinela con
radiotrazador (inyeccion in vivo e identificacion ex vivo). Ademas del estudio histoldgico
convencional, a estos pacientes se les realiza un SE del GC y de dos ganglios no centinela
gque comprende H-E en cortes seriados, estudio IHQ y OSNA®. Realizamos un estudio
comparativo con el estudio histopatoldégico convencional (seccién Unica y tincién H-E) de
un grupo control compuesto por 72 pacientes operados por el mismo motivo en el mismo

periodo de tiempo y en el mismo centro que cumplen los mismos criterios de inclusion.

3. RESULTADOS

La tasa de deteccion del GC del grupo a estudio es del 87,3%, lograndose una

supraestadificacién del 4,8% (tres de 62 pacientes) con respecto al estudio convencional.

La media de ganglios estudiados fue de 18,45 ganglios en el grupo a estudio y de 20,66 en

el grupo control, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p=0,001).

La tasa de pacientes N positivos del 46,47% en el grupo a estudio y del 48,61 en el grupo

control, sin significacidn estadistica.
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En el grupo control no se diagnostica, mediante el EC, ningiin caso de MM ni CTA.

Los hallazgos que aporta el SE del grupo estudio son: en el GC, dos macrometastasis
halladas en H-E ser, cinco CTA y tres MM en IHQ y una CTA, una MM vy tres
macrometastasis en OSNA®; en el GnoC, una macrometastasis en H-E ser, dos CTA y una

MM en [HQ.

Teniendo en cuenta sélo las MM y macrometdstasis, ya que las CTA no modifican el

estado N, hay 11 ganglios con hallazgos en el SE de ocho pacientes.

Por lo tanto, con el SE hay ocho pacientes que modifican su niumero total de ganglios
afectados de los cuales cinco (8,06%) cambian el subindice N, y de éstos, tres (4,8%)

cambian de estadio.

4. DISCUSION

El estudio del GC permite un estudio mas exhaustivo, siendo éste el Unico método que
permite el diagndstico adecuado de micrometastasis y de células tumorales aisladas.
Mejora la estadificacion de un porcentaje pequefio de pacientes, aportando informacion

que en algunos casos tienen desconocida relevancia clinica.

Por otro lado, cuantos mas ganglios tenga la linfadenectomia, mas se ajustard el EC a la

estadificacién real y menos aporta el SE; el mayor nimero de ganglio estudiados se asocia
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con mejor supervivencia. En nuestro caso, el nimero de ganglio aislados con el EC del
grupo control es ampliamente mayor que el nimero de ganglios recomendados; Esto

justifica que el SE en nuestro caso no aporte una gran tasa de supraestadificacion.
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SUMMARY

1. PURPOSE

In colon cancer without distant metastases, the study of lymph nodes is the most important of the
prognostic factors. The presence of nodal involvement determines the prognosis and the need of

adjuvant chemotherapy.

A percentage of early colon cancer patients (I and Il stages) have unexpected relapse in the

follow-up. We propose not diagnosed nodal involvement as a possible cause.

Besides, TNM 6™ Ed. brings new prognostic factors: micrometastases and isolated tumour cells.
Only the first ones have importance enough as to change the therapeutical decissions, while the
second ones do not change the stage because they are not proven to worse the overall survival or

the relapse-time. Both are really hard to diagnose on the conventional study.

The purpose of this work is to evaluate the paper of the lymphatic mapping and selective biopsy
of the sentinel node to improve the lymphatic study of colon cancer, turning to possible a deeper
study that includes multilevel sectioning, inmunohidtochemistry and molecular study of the

sentinel node, which is supposed to be the most representative of the lymphatic status.

2. METHODS

Experimental prospective study (quasiexperimental) including, in one group, 71 patients with

colon cancer, not emergency, between October 2010 and March 2014 to whom we identify the
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sentinel node guided with radiotracer (in vivo and ex vivo technique). Besides from the standard
histopathologic study, they go through a deeper study of their sentinel nodes and two non
sentinel nodes, including multilevel sectioning, inmunochemistry and molecular detection of

MRNA (OSNA”).

We go through a comparison with the standard histopathologic study of the control Group: 72

patients operated with the same diagnosis, same period, same Hospital.

3. RESULTS

Detection rate of sentinel node is 87,3%, suprastaging 4,8% (three of 62 patients) when compared

with the standard study.

The mean of lymph nodes was 18,45 in the study Group and 20,66 in the control, statistically

significant (p=0,001).

N positive patients were 46,47% in the study Group and 48,61% in the control Group, not

statistically significant.

Inthe controls, with the standard study there are no micromtatastases or isolated tumour cells.

The findings of the deeper study are: two macrometastases in the sentinel node with the

multilevel sectioning, five isolated tumour cells and three micrometastases in the sentinel node

with inmunochemistry and one macro and one micrometastases in the sentinel node with the
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molecular detection; in the non-sentinel deeper study, one macrometastases with the multilevel
sectioning, two isolated tumour cells and one micrometastases with inmunochemistry.
If we look only at the micro and macrometastases, as the isolated tumour cells do not modify the

nodal status, there are 11 nodes with findings in eight patients.

Therefore, thanks to the deeper study there are eight patients who modify their total lymph node
number from which cinco (8,06%) change the N subcript, and three of these (4,8%) change the

stage.

4. DISCUSSION

Sentinel node study can be deeper, and this is the only way to reliably diagnose micrometastases
and isolated tumour cells. It upgrades the stage of a small percentage of patients, giving extra

information with, in some cases, unknown clinical significance.

On the other hand, the more lymoh nodes you study, the better the study is and it lessers the
effect of the deeper sttudy.; the bigger number of lymph nodes is associated with a better
surivival. In our study, the number of lymph nodes within the standard groupis much bigger than
the recommended; this is in part what explains that the deeper study does not better the

outcomes.
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1. INTRODUCCION

El cancer de colon (CC) es una enfermedad frecuente y potencialmente mortal. Junto con
el cancer de recto constituye la segunda enfermedad maligna mas frecuente en los paises

desarrollados y la segunda causa de muerte debida a un proceso neoplasico.

En el momento del diagndstico, el estadio tumoral es el factor prondstico mas importante

para predecir la supervivencia global y libre de enfermedad.

La supervivencia global a los 5 afios (SG 5a) oscila en torno al 50%. En la enfermedad
metastdsica (incluyendo el 20% de los que pueden ser tratados con intencion curativa
mediante reseccién de la enfermedad metastdsica y el resto cuyo principal tratamiento es
la quimioterapia paliativa) la SG 5a es inferior al 10%. En los pacientes sin enfermedad a
distancia la afectacién ganglionar loco-regional es el factor pronédstico fundamental. En
los estadios | y Il (cuando el andlisis de los ganglios extirpados es negativo; NO) el
tratamiento quirdrgico se considera curativo (la SG 5a de los casos sin afectacidn
ganglionar oscila entre el 70 y el 80%). La quimioterapia en estos pacientes no afade
beneficio, siendo contraproducente por sus posibles complicaciones (exceptuando en
algunos pacientes con determinadas caracteristicas desfavorables del tumor primario). La
supervivencia se reduce sensiblemente en caso de afectacidén ganglionar (N+, estadio Ill),
hasta un 27% en los estadios IlIC. Estd demostrado el beneficio del tratamiento
guimioterapico complementario (adyuvante) a la resecciéon quirdrgica del tumor en
aquellos pacientes con afectacién ganglionar, disminuyendo su mortalidad en mas del

30% (Cohen et al. 1998, Wolmark et al. 1993).
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Sin embargo, un 20-30% de los pacientes con ganglios negativos, a los que a priori les
corresponde un buen prondstico, desarrollan progresion de su enfermedad con recidivas
locorregionales o metastasis a distancia a lo largo de su vida. El motivo es multifactorial.
Se ha postulado que la presencia de células tumorales ocultas (no detectadas con el
examen histoldgico convencional) en los ganglios linfaticos podria ser un factor relevante
en la recidiva tumoral en estos casos. Al utilizar métodos histopatoldgicos y moleculares
mas exhaustivos en el estudio de los ganglios, un 10-20% (Saha et al. 2005) de los casos
NO presentan esta afectaciéon “oculta”. Estd ampliamente aceptado que la presencia de
estos grupos celulares, cuando son >0,2mm (denominados micrometastasis), aumenta la
probabilidad de recidiva reduciéndose la supervivencia. Asi lo contempla el sistema TNM
desde su 62 edicidn (2003), de forma que estos pacientes son supraestadificados y

candidatos a tratamiento quimioterapico adyuvante.

Por estos motivos el estudio histopatolégico de la pieza de reseccidn es una parte
esencial de la definicidn del estadio tumoral de cada paciente. El examen histopatolégico
clasico es muy deficiente para diagndstico de las micrometdstasis (grupos de células
tumorales <2mm y >0,2 mm), que no pueden detectarse cuando se presentan en areas

diferentes a la superficie de corte del ganglio linfatico.

En la dltima década métodos incluyen la realizaciéon de secciones seriadas, técnicas de
inmunohistoquimica (IHQ) para identificar marcadores de células epiteliales, y mas
recientemente técnicas de RT-PCR (Mulsow et al. 2003, Greenson et al. 1994), asi como
un método molecular estandarizado para la deteccion de metdstasis en los ganglios

linfaticos (One Step Acid Nucleic Amplification, OSNA. Pueden contribuir a una
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estadificacion mas precisa de la enfermedad gracias a la identificacién de estos grupos
celulares de menor tamafio. Sin embargo es imposible la realizacidn de estas técnicas en
la practica clinica diaria debido al volumen de ganglios linfaticos existentes en la pieza
operatoria de las resecciones coldnicas. Ahora bien, si se encontrara un método de
deteccion segura de un “ganglio centinela” (GC) en el que siempre se detectaran células
tumorales en caso de existir afectacion ganglionar, podrian concentrarse estos estudios
complejos exclusivamente en dicho ganglio, lo que si podria convertirse en realidad
clinica. La biopsia selectiva del GC y la deteccién de células tumorales aisladas vy
micrometdstasis ya estdn incorporados de forma rutinaria en la estadificacion y
planteamiento terapéutico del cancer de mama y del melanoma cutaneo (lddings et al.
2006). La deteccidn del GC en CC no tendria el mismo sentido que en el melanoma o en el
cancer de mama, ya que la linfadenectomia del territorio mesentérico que se realiza no
conlleva secuelas ni aumenta la morbilidad de la reseccidn cdlica. Sin embargo haria
posible el estudio exhaustivo de la presencia de micrometdstasis (MM; inferiores a 2 mm)
en un pequeifo numero de ganglios, representativos del estado histopatoldgico del
territorio ganglionar, facilitando una estadificacion mds correcta (supraestadificacién de
pacientes con estudio histoldgico convencional negativo), con posible trascendencia en la
indicacién del tratamiento adyuvante requerido (Van der Zaag et al. 2010). Esto podria
convertirse en practica habitual, lo que hoy seria imposible si tuvieran que analizarse

todos los ganglios extirpados.

El objetivo del trabajo presente consiste en estudiar el posible beneficio en la busqueda
de células ocultas tumorales (CTO) de la biopsia selectiva de ganglio centinela con

radioisotopos.
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2. CANCER DE COLON

2.1. Epidemiologia del Cancer de Colon

El cancer colorrectal (CCR) es uno de los de mayor impacto en la poblacién de los paises
desarrollados, tanto por su frecuencia como por ser causa importante de mortalidad,
siendo menos frecuentes en paises en vias de desarrollo como Asia y Africa. Es la tercera
neoplasia mas comun y la segunda causa de mortalidad por cancer en los paises
desarrollados. A nivel mundial se estima una incidencia de 1,2 millones de casos nuevos y

608.700 muertes durante el afio 2008 (Jemal A et al. 2011).

En el hombre ocupa el tercer lugar en cuanto a frecuencia mientras que en la mujer es el
segundo cdncer mas diagnosticado. Su incidencia entre paises oscila entre los 0,5
casos/100.000 habitantes/afio en la India hasta los 51,3 casos/100.000 habitantes/afio en
Nueva Zelanda. Asi, se calcula que hay 148.810 nuevos casos (77.250 hombres y 71.560
mujeres) al afio de CCR en los Estados Unidos, de los cuales 108.070 son de colon vy el
resto de recto. Aproximadamente 49.960 norteamericanos mueren cada ano por esta

enfermedad, lo que supone un 9% de todas las muertes por cancer (Jemal A et al. 2011).

La incidencia de CCR en 2008 en Europa fue de 631.000 en hombres y 341.000 en
mujeres, ocupando el segundo lugar tanto en incidencia como en mortalidad por cancer

(Ferlay J et al. 2010).
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Si tenemos en cuenta los sexos, en la mujer el cancer de mama fue el mas
frecuentemente diagnosticado, con 429.900 casos (28,9% del total), seguido del CCR
(195.400; 13,1%) y del cancer de atero (149.300; 10%). En los varones, el cancer de
prostata fue el mas frecuente (345.000; 20,3%), seguido del cadncer de pulmén (292.200;

17,2 %) y del CCR (217.400; 12,8%).

En cifras generales, se estima que en el afio 2006 se produjeron 1,7 millones de muertes
por cancer, siendo las causas mas frecuentes el cancer de pulmén (334.800; 20% del total
de muertes), el CCR (207.400; 12,2%), distribuidos casi equitativamente en ambos sexos,
seguido del cancer de mama (131.900; 7,85), a su vez mas frecuente que el cancer

gastrico (118.200; 6,9%).

La mortalidad atribuida al CCR ha ido disminuyendo progresivamente desde mediados de
los 80 a pesar de ser una enfermedad de elevada incidencia. Esto es debido a la deteccidn
precoz de la enfermedad y la utilizacidn de tratamientos mas efectivos como la terapia
adyuvante, la quimioterapia, la neoadyuvancia en el cancer de recto y la escision total del
mesorrecto. Esto hace que paises como los Estados Unidos tengan unas tasas globales de
SV 52 del 61% en pacientes tratados, incluyendo todos los estadios (Ries LAG et al, Review

1973-2007).
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2.1.1. EL CANCER DE COLON EN ESPANA

En Espafia se diagnosticardan 30.230 nuevos casos de CCR en el afio 2015, con una

incidencia global prevista de 222.069 personas (136.961 varones y 85.108 mujeres),

siendo el tipo mas frecuente el CCR, por delante, en términos globales del cancer de

pulmén vy el cancer de mama.

Incidencia de cancer en Espafia por tipo de tumor

(estimado afio 2015)
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Fuente: GLOBOCAN 2002. http./iwww.dep-iare.fr. Datos extrapolados para la poblacidn estimada para 2015 en Espafia por el INE.

Figura 1: Incidencia estimada del cancer en Espaiia segun origen (Cortesia de GLOBOCAN 2002)

Hay una edad clave a partir de la cual el nUmero de casos de cancer de colon y de recto

diagnosticados comienzan a crecer exponencialmente: los 50 afios, aunque es entre los

75y los 84 anos

cuando se dan el mayor nimero de casos.

La incidencia del cancer de colon y recto es superior en hombres que en mujeres, hecho

que cambia a partir de los 80 afos cuando los casos de cancer diagnosticados son
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mayores en mujeres debido, principalmente, a que la esperanza de vida para éstas es

mayor.

La evolucién de la SG 5a en Espaiia de pacientes con cdncer colorrectal ha pasado del

52,50% en los aflos 1995-99 al 61,50% en los anos 2000-02.

Evolucién Supervivencia en Espafia de pacientes con cancer colorrectal

T0% 1

60% 1 el 61,50%
50% 1 _r — —
40% - 50,50% 52,50%

: 30% o

_ 0% o

a 10% -

£ 0%

1990-94 1 90590

Fuente: Estudio Eurocare 4 (The Lancet Oncology 2007 vol. B No 9:773-783 y The Lancet Oncol 2007 wol B No 8: 7B4-T96).

Figura 2: Evolucidn de la supervivencia en Espafia del CCR (Cortesia de Eurocare 4)

2.2. Etiologia y patogénesis del Cancer de Colon

2.2.1. ETIOLOGIA Y PATOGENESIS

La patogenia de esta enfermedad obedece a complejas interrelaciones entre la genética

del individuo y su entorno medioambiental.

Desde un punto de vista general, la génesis de un tumor es consecuencia de la
inestabilidad gendmica secundaria a la acumulacidon de multiples alteraciones genéticas a

lo largo del tiempo (Al-Sohaily S et al. 2012), dando lugar tanto a la activacién de
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oncogenes (K-RAS, c-MYC) como a la inactivacion de genes supresores (APC, DCC, p53),
gue generan cambios en la replicacién del ADN y en el ciclo celular o fallo del sistema de
reparacion de ADN (genes-MMR). La inestabilidad genética de la mucosa colorrectal

resulta en hiperplasia, adenoma, carcinoma in situ y, finalmente, carcinoma invasor.

La mayoria de los canceres de colon surgen a partir de adenomas siguiendo el modelo de
génesis tumoral postulado por Fearon y Volgestein (Fearon y Vogelstein 1990). Los
polipos adenomatosos son los mas frecuentes y los que tienen mayor potencial de
malignizacién. De los poélipos extirpados el 65-80% son adenomas tubulares, el 10-15%
adenomas tubulovellosos y el 5-10% adenomas vellosos. La incidencia de cancer invasor
esta relacionada directamente con el tamafo del pélipo, la proporcién de componente
velloso, el grado de displasia y el nimero de pdlipos. La incidencia global de carcinoma en
un podlipo es del 2,7-5%, mientras que en los adenomas vellosos mayores de 5 cm dicha

incidencia se eleva hasta el 40% (O’Brien MJ et al. 1990, Heitman SJ et al. 2009).

Los pdlipos serrados se transforman en cdncer siguiendo una via distinta a la secuencia

adenoma-carcinoma convencional (Cappel 2008, Al-Sohaily S et al. 2012).

2.2.2. DISEMINACION DEL CANCER COLORRECTAL

El CCR en sus fases iniciales toma la forma de un engrosamiento localizado que se origina
a partir de un pdlipo adenomatoso. Para que una tumoracidon colorrectal pueda

diseminarse y producir metdstasis a distancia deben sucederse una serie de
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acontecimientos como son la invasidn del sistema vascular (sanguineo o linfatico), la
embolizacidn, supervivencia de estas células en la circulacién, secuestro en el lecho
capilar, extravasacién y multiplicacion en el parénquima de un drgano. Los carcinomas de
colon se pueden diseminar por: a) contigliidad directa a través de la pared intestinal a
tejidos, érganos y visceras que estdn en su proximidad; b) mediante exfoliacidn de células
que se implantan en la cavidad peritoneal; c) a través del tejido linfatico submucoso hacia
los ganglios linfaticos regionales (epicélicos y paracélicos) y finalmente a distancia
(ganglios paraadrticos); d) por diseminacién hematégena, fundamentalmente al higado; o
e) por implantacién sobre superficies cruentas (lecho tumoral, trécares) o lineas de sutura

del intestino.

La diseminacién hematdgena en el CCR se dirige preferentemente al higado, que es el
primer érgano diana y el que con mas frecuencia se afecta por este mecanismo. Otros
6rganos implicados son el pulmdn y menos frecuentemente el hueso. Se ha demostrado
la existencia de células malignas en la circulacion sanguinea en el 28% de pacientes
afectos de CCR durante la induccidn anestésica y en el 50% de ellos durante el
procedimiento quirdrgico de reseccion de su tumor. Sin embargo, el seguimiento de
pacientes en los que hay células malignas en el torrente sanguineo no muestra peor
prondstico. Parece haber una gran ineficacia metastdsica por parte de la célula tumoral

circulante.

La diseminacién linfatica de forma ordenada no se cumple en algunos casos, pudiendo
encontrarse metastasis en ganglios linfaticos en regiones mads alejadas del tumor

mientras los ganglios pericdlicos estdn libres de enfermedad, fendmeno conocido como
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“skip metdstasis” o via aberrante. La frecuencia de este fendmeno oscila entre el 1y el 7%

en la deteccidon de metdstasis por técnicas de histopatologia convencional.

2.3. Diagnéstico y estadificacion clinica del Cancer de Colon

La técnica de eleccién para el diagndstico de CC es la colonoscopia completa, con una
sensibilidad del 90-95% para detectar tumores y un indice de complicaciones del 0,1% en
pruebas diagndsticas (del 2% en pruebas terapéuticas), siendo la hemorragia y la

perforacién las principales complicaciones.

Cuando se evidencia una lesidn, es obligatoria la toma de biopsias para estudio
histoldgico. Ademdas es necesaria la realizacion de una colonoscopia completa para
descartar la presencia de lesiones sincrénicas (3-5%) o pélipos asociados al tumor (30%)

(Cunningham D et al. 2010).

En cuanto a la evaluacidn preoperatoria es necesaria una buena evaluacién clinica,
radioldgica y anatomopatoldgica con el objetivo de determinar la extensidn anatémica
del tumor y asi poder planificar el tratamiento, establecer el prondstico y posteriormente
evaluar los resultados. Para esto se dispone de varias pruebas como la ecografia,

tomografia computarizada (TC) o resonancia magnética (RM) (Cunningham D et al. 2010).

En cuanto a los marcadores tumorales (determinacidon preoperatoria) son utiles desde

punto de vista prondstico y también como método de diagndstico precoz de recidivas.
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2.3.1. ESTADIFICACION CLINICA DEL CC (cTNM)

La importancia de la estadificacién clinica surge de la necesidad de agrupar a los
pacientes en funciéon de su prondstico y de establecer grupos con distinto enfoque
terapéutico. La correcta estadificacion permite la comparacién de diferentes tratamientos

y el disefio de estudios adecuados.

Se basa en la historia médica, examen fisico, colonoscopia con biopsia y en las pruebas

destinadas a demostrar la presencia de metastasis extracoldnicas regionales o a distancia.

Se sigue la misma metodologia que en la estadificacion patoldgica de la UICC/AJCC
(Tumor, Nodes, Metastasis) que se detalla mas adelante, en este caso sin los datos

aportados por el estudio histoldgico, que determinan finalmente el prondstico.

2.4. Tratamiento quirtrgico del CC

El tratamiento quirlrgico es, actualmente, el tratamiento curativo para el CCR localizado.
La cirugia también ofrece una opcién potencialmente curativa en pacientes seleccionados
con enfermedad metastdsica limitada. También se emplea en pacientes no candidatos a
reseccidn curativa para solucionar complicaciones como la obstruccién o el sangrado del

tumor primario.
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El objetivo del tratamiento quirdrgico del CCR es la reseccion completa del tumor con
margenes de seguridad y la extirpacién de todo el territorio ganglionar correspondiente
con ligadura de los vasos principales en su origen. La cirugia oncoldgica radical previene la
recidiva local en la mayor parte de los casos (Harris GJ et al. 2002). En cuanto a esto
ultimo, las recomendaciones actuales incluyen la exéresis de al menos 12 ganglios para
una correcta estadificacidon, obteniéndose con esto una correcta informacién para el

prondstico y el tratamiento adyuvante.

Por lo general, los ganglios reactivos son mas blandos que los carcinomatosos, pero en la
laparotomia es totalmente imposible distinguirlos con precisién. Y al contrario, cualquier
metdstasis ganglionar puede no estar asociada a hipertrofia o induracién del ganglio
linfatico afectado. En relacién a este concepto, resulta interesante el hallazgo de lJinnai
(Jinnai 1981) en las piezas quirurgicas: alrededor del 50% de los ganglios linfaticos con
metadstasis tenian entre 2 y 6 mm. de diametro. Por lo tanto, el método mas seguro de
realizar la extirpaciéon radical es siempre la reseccion de todo el territorio linfatico

relacionado con el tumor primario.

En ocasiones es necesaria la reseccién en bloque de los érganos vecinos adheridos al

tumor con la intencidn de conseguir una reseccién RO (Cunningham D et al. 2010).

En cuanto a la opcidn laparoscépica, esta mds que aceptada en el CCR. En manos expertas
y en pacientes adecuadamente seleccionados se ha demostrado que los resultados
oncoldgicos, la morbilidad y mortalidad perioperatoria son comparables con la cirugia

abierta, mientras que la recuperacidn postoperatoria es relativamente mas rapida.
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2.5. Estudio Anatomopatolégico

2.5.1. TIPOS HISTOLOGICOS

La mayoria de los CCR son adenocarcinomas que se subclasifican segun el grado de

diferenciacidn; el resto de tipos histoldgicos son menos frecuentes.

Figura 3: Clasificacion segun tipo histoldgico y nomenclatura de la OMS del CCR

Algunos tumores tienen capacidad de producir mucina y ésta puede ubicarse intra o
extracelularmente. Asi, los tumores con capacidad de producir grandes cantidades de
mucina extracelular, siempre que ésta sea mas del 50% de la estructura del tumor, son
clasificados como carcinomas mucinosos. Estos tumores comprenden del 11 al 17% de los

CCR y suelen diagnosticarse en estadios avanzados. En algunos carcinomas no glandulares
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se aprecian aciumulos de mucina intracelular, la cual desplaza el nucleo celular hacia la
periferia adquiriendo la morfologia de anillo de sello. Este tipo de carcinomas sélo se da
con una frecuencia que oscila entre el 1 y el 2% pero son extremadamente agresivos

(Green et al. 1993).

2.5.2. GRADO HISTOLOGICO

El grado histolégico de diferenciacidn tiene en cuenta la capacidad del tumor para
generar estructuras bien definidas como tubulos o glandulas. Asi, los tumores bien o
moderadamente diferenciados, tienen un mayor o menor numero de formaciones
glandulares respectivamente, mientras que los tumores pobremente diferenciados o
indiferenciados apenas forman glandulas y estan constituidos por capas de células con

mucha atipia, pleomorfismo y un alto grado de indice mitotico.

Tabla 1: Grado histolégico (G)

GX Grado no valorado

G1 Bien diferenciado

G2 Moderadamente diferenciado
G3 Pobremente diferenciado
G4 Indiferenciado

Nota: se recomienda la agrupacién en “bajo grado” (G1-G2) y “alto grado”
(G3-G4) ya que pueden estar asociados con resultados independientes a los
grupos TNM. Algunos autores sugieren que las lesiones G4 podrian
identificarse por separado y representar un pequefio subgrupo de

carcinomas muy agresivos.
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2.5.3. ESTADIFICACION PATOLOGICA (pTNM)

El sistema de clasificaciénn mas usado en la clinica es la clasificaciéon TNM (Tumor Node
Metastases), creado de la colaboracién entre AJCC (American Joint Committee on Cancer)
y UICC (Union Internationale Contre le Cancer). Se revisa cada 5-6 afios para adaptarse a
los nuevos avances cientificos. La ultima versién, la 72, es del afio 2010 (la previa es de
2003). Clasifica los estadios tumorales seglin el grado de afectacién de la pared por el
tumor primario (T), afectacion de ganglios linfaticos regionales (N) y la presencia o
ausencia de metastasis a distancia (M), suplementado recientemente por factores

prondsticos no anatémicos seleccionados cuidadosamente.

El TNM puede valorarse de forma clinica (prefijo “c”), patoldgica (prefijo “p”), en la

o n
r

recurrencia (prefijo “r”), postratamiento neoadyuvante (prefijo “y”) y en autopsia en
tumores hallados de forma casual (prefijo “a”). El estadio patoldgico (pTNM) se define por
los datos histoldgicos de la pieza quirudrgica. Su significado prondstico es mas preciso que

la valoracién clinica. Actualmente este es el indicador mas potente que existe del

prondstico.
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Tabla 2: Clasificacion T

La definicion de carcinoma “in situ” -pTis- incluye células cancerigenas confinadas en la
membrana basal (intraepitelial) o en la ldmina propia (intramucosa) sin extensién a través
de la muscularis mucosae hacia la submucosa. Ni el carcinoma intraepitelial ni el

intramucoso estan asociados con riesgo de metastasis.

El carcinoma sobre un pélipo es clasificado de acuerdo con estas definiciones en cuanto a

pT. Asi el carcinoma limitado a la ldmina propia es clasificado como pTis mientras que

! Nota 1: los términos “displasia de alto grado” o “displasia severa” pueden ser usados como sinénimos de adenocarcinoma “in situ”.
Pueden ser asignados como pTis.

2 Nota 2: el tumor adherido a otros drganos o estructuras, de forma macroscépica, es clasificado de cT4b. Sin embargo si
microscopicamente no se evidencia tumor la clasificacion deberia pasar a ser pT1-4a dependiendo de la profundidad anatémica de la
invasién tumoral.
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aquél que invade a través de la muscularis mucosae y entra en la submucosa, tanto en el

tallo como en la cabeza, es clasificado como pT1.

Clasificacion N:

La afectacién ganglionar es, después de la presencia de metastasis a distancia, el factor
gue se ha relacionado de una manera mas directa con la supervivencia y con el intervalo

libre de enfermedad (Cohen et al. 1991, Compton et al. 2000).

La importancia de la afectacidon ganglionar en los pacientes de cancer de colon radica en
tres aspectos distintos: determina el prondstico de la enfermedad, condiciona la
administracién de tratamientos adyuvantes y asegura la correcta inclusion de estos

pacientes en los diferentes ensayos clinicos.

Asi pues, estratificar erréneamente a un paciente afirmando que sus ganglios linfaticos
estan libres de enfermedad (pNO) cuando en realidad estdn afectos (pN1 6 pN2) supone
asignarle un prondstico que no se corresponde con su situacion bioldgica “real”; ademas,
y mas importante aun, supone negarle la posibilidad de recibir un tratamiento adyuvante
gue mejoraria su prondstico. Por todo ello tiene una enorme importancia prondstica y

terapéutica y debe ser un objetivo prioritario.

Varios estudios han documentado que a mayor nimero de ganglios identificados, mayor
es la probabilidad de detectar ganglios positivos, y que el nimero de ganglios

metastaticos tiene un efecto negativo sobre la supervivencia de los pacientes afectos de
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CCR. La identificacién de los ganglios linfaticos en las piezas de reseccion colénica se
efectua habitualmente mediante una combinacién de visualizacidon-palpacién; por tanto,
este método estd sujeto a la habilidad y paciencia del patélogo. Ademas, frecuentemente
las metastasis se encuentran en ganglios de tamafo <0,5 cm de didametro (Rodriguez-
Bigas et al. 1996). Andreola (Andreola et al. 1996) encontré que un 45% de los ganglios
linfaticos que presentaban metdstasis en pacientes con estadio Ill tenian un didmetro
inferior a 5 mm y ademas determinaron la estadificacién en 15 pacientes de este grupo.
Haboubi (Haboubi et al. 1998) publicé que el 86% de los ganglios que presentaban restos
de células tumorales (micrometastasis y/o células aisladas) tenian un didmetro inferior a

5 mm.

Existe controversia sobre el numero dptimo de ganglios que se deben identificar y
examinar en una pieza de reseccién coldnica; en las guias publicadas este nimero oscila
entre un minimo de 8 ganglios y un maximo de 40. Asi Chen (Chen et al. 2006) describe
un aumento de la supervivencia en los pacientes con linfadenectomias superiores a 15
ganglios, independientemente del estadio y de las caracteristicas tumorales. Cserni
(Cserni et al. 2002) tras estudiar los datos de un total de 8.574 pacientes con estadio Il no
pudieron establecer punto de corte del nimero de ganglios necesarios, pero en su
analisis si establecieron que el riesgo de muerte disminuye en un 2,1% por cada ganglio
negativo. Goldstein (Goldstein et al. 1996) recomendaron la deteccién de un numero
minimo de 17 ganglios porque, en su experiencia, el porcentaje de nddulos positivos

alcanzaba la estabilizacidn o plateau a partir de esta cifra.
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Por consenso se ha establecido que el nimero minimo de ganglios para poder dar un
prondstico de la enfermedad es de 12 y asi lo recomendé Fielding (Fielding et al. 1986) en
un documento publicado en el World Congress of Gastroenterology; posteriormente esta

recomendacién fue recogida también por la AJCC.

Cuando los ganglios son de gran tamafio se seccionan por la mitad y ambas mitades se
incluyen en parafina para posteriormente someterse a la tincion de Hematoxilina-Eosina
(H-E). Se realiza una o varias secciones de 4 a 5 micras de cada ganglio y éstas se estudian
en el microscopio para la identificacién de metdstasis. Se ha calculado que una seccion de
4 micras de la parte central de un ganglio de 1 cm de didmetro representa
aproximadamente un 0,06% del total del ganglio, y el estudio de esta pequefia porcidn se

extrapola a todo el tejido linfatico de ese ganglio.

La valoraciéon de metastasis ganglionar en la clasificacién TNM se fundamenta en los
métodos clasicos de estudio anatomopatoldgico, es decir, mediante el uso de técnicas de
tincion con hematoxilina-eoxina, con los inconvenientes mencionados. No obstante, los
nuevos avances en las técnicas histolégicas de deteccidn celular han permitido identificar
pequefias cantidades de células tumorales en los ganglios linfaticos. De este modo, las
células tumorales aisladas se definen como un pequefio nimero de células tumorales de
menos de 0,2 mm de didmetro mdaximo, detectadas mediante técnicas especificas o por
métodos cldsicos. Su significado biolégico no ha sido demostrado (Hayashi et al 1995), por

wsn
|

lo que se clasifican como pNO (i+; de isolated tumor cells). Sin embargo, si las

pequefias cantidades de células miden mas de 0,2 mm pero menos de 2 mm se definen
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como micrometdstasis y al tener repercusion prondstica deben clasificarse como

pN1(mic).

Tabla 3: Clasificacion N

Nx Ganglios regionales no pueden ser valorados.

N1 Metastasis en 1-3 ganglios regionales.
Nla Metastasis en 1 ganglio regional.
N1b Metastasis en 2-3 ganglios regionales.

Depdsitos tumorales en la subserosa, mesenterio o en tejidos no
N1lc

peritonizados pericélicos o perirrectales sin ganglios regionales afectados.

Clasificacion M:

Las metdstasis en un solo érgano a distancia (higado, pulmdn, ovario o en ganglios
linfaticos que no sean los ganglios regionales) deben ser clasificadas como M1la. Si la
metadstasis se localiza en varios érganos o en la superficie peritoneal entonces M1b. La
designacién MO nunca deberia ser asignada por el patélogo, puesto que se trata de un
concepto mds general en cuanto a la ausencia de metdastasis detectables en cualquier

parte del cuerpo.
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Tabla 4: Clasificacion M

MO No metastasis a distancia

La supervivencia a los 5 afios para cancer de colon publicada en la séptima edicidn de la

AJCC es:

. Estadio |- T1-2NO 76,3%.

. Estadio Il A- T3NO 66,7%.

L Estadio Il B- TANO 55%.

J Estadio llIA- T1-2N1 71,1%.

. Estadio Il B- T1-2N2 61,5%, T3N1 54,9%.

. Estadio 11l C- T3N2 38,1%, T4N1 39,6%, TAN2 21,7%.

2.5.4. OTROS FACTORES HISTOLOGICOS PRONOSTICOS

En la 72 clasificacion TNM se incluyen siete nuevos factores prondsticos afadidos a
niveles de CEA séricos. Estos son: depdsitos tumorales (TD: tumor deposits; depdsitos
tumorales discontinuos desde el borde del tumor principal y sin evidencia de vasos

venosos ni tejido ganglionar); grado de regresién tumoral, que habilita al patdlogo a
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graduar la respuesta tumoral a la terapia neoadyuvante; margen de reseccién
circunferencial (CRM) medido en mm. desde el borde tumoral mas cercano al limite de
reseccion; inestabilidad de microsatélites (controvertido); invasion perineural, que puede
tener un peso prondstico similar a la invasidn linfovascular; estado KRAS mutado
(asociado con falta de respuesta al tratamiento con anticuerpos monoclonales contra
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR); y 18qLOH (hay trabajos que lo
clasifican como marcador prondstico que pudiera sugerir la necesidad de terapia

adyuvante en cancer de colon estadio Il).

Grado de regresion tumoral: La respuesta patoldgica al tratamiento neoadyuvante debe
ser recogida de acuerdo con el “Protocolo para el examen de especimenes de pacientes

con carcinomas de colon y recto” del College of American Pathologist (CAP).

Tabla 5: Grado de regresion tumoral

No células cancerosas 0 (respuesta completa)

Células cancerosas aisladas o en pequefos grupos 1 (respuesta moderada)
Cancer residual con fibrosis 2 (respuesta minima)
Cancer residual extenso, minima o sin necrosis tumoral 3 (pobre respuesta)

Margen de reseccion circunferencial: Es esencial un examen exhaustivo del margen mas

cercano al tumor principal.
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Enfermedad residual (R): La reseccién completa depende de forma muy importante del
margen circunferencial aunque la asignacién de reseccién completa es global e incluye

margen transverso y otros aspectos observados en la cirugia y no resecados.

Tabla 6: Clasificacion segun grado de regresion tumoral

Reseccion completa, margenes histolégicos negativos, no tumor residual
RO
después de la reseccion.

Reseccidn incompleta, margenes histolégicamente afectados, tumor
R1 microscopico residual después de la reseccién (tumor primario, ganglios

regionales).

Reseccidn incompleta, margenes macroscopicamente afectados o restos
R2 groseros después de la reseccidon (tumor primario, ganglios regionales o

metastasis hepaticas).

Afectacion ganglionar molecular y por células aisladas: Mientras la tecnologia progresa y
la biopsia del ganglio centinela se convierte en un procedimiento fiable en la cirugia del
colon y recto, la interpretacidon de la afectacidon de ganglios regionales por pequeiios
grupos de células cancerosas continuara siendo clasificada como pNO y la terminologia
para este tipo de afectacidn continuard siendo CTA. El significado prondstico de CTA
contintia siendo poco claro. El hallazgo de CTA debe ser anotado en el informe como
pNOi+ (“i” = “isolated tumor cells”) independientemente de si han sido halladas con HE o

con el uso de IH y/o andlisis moleculares.
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KRAS: Andlisis de ensayos clinicos recientes han demostrado que la presencia de
mutacion tanto en el codén 12 como del 13 de KRAS esta asociada fuertemente a falta de
respuesta en el tratamiento con anticuerpos anti-EGFR en pacientes con cancer

colorrectal metastasico.

Anadidos al TNM existen otros factores prondsticos independientes que se usan
generalmente en el manejo del paciente con CCR y que tienen buen soporte en la
literatura actual. Estos son: tipo histolégico, grado histolédgico, niveles séricos de CEA,
invasion venosa extramural e invasién vascular submucosa en carcinomas que asientan

en adenomas.

2.6. Tratamiento adyuvante

El tratamiento quirdrgico se puede complementar con tratamiento oncolégico

(quimioterapia y/o radioterapia) segun los casos.

Se cree que la recurrencia de la enfermedad es debida a micrometastasis clinicamente
ocultas que estan presentes en el momento de la cirugia. El objetivo del tratamiento
adyuvante es la erradicacién de estas micrometdstasis en pacientes que hayan sido
sometidos a un tratamiento quirdrgico con intencién curativa. El tratamiento adyuvante
ha demostrado claros beneficios en el estadio Il de la enfermedad (una reduccién del

30% en el riesgo de recurrencia y del 22 al 32% en la mortalidad). La indicacién para el
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estadio Il es controvertida, salvo en pacientes con alto riesgo de recurrencia (Cunningham

D et al. 2010).

Actualmente las combinaciones con Oxaliplatino se consideran las mas adecuadas. El
régimen mas recomendado es la asociacién de Oxaliplatino con Leucovorina (LV) e

infusion de 5- fluoracilo (5-FU) (FOLFOX).

La estrategia mas adecuada, en cuanto a combinar y secuenciar los diferentes farmacos
activos se establece de forma individualizada. El analisis de biomarcadores esta
influyendo en la eleccidn del tratamiento. Asi, es bien conocido que la presencia tanto de
mutacion en KRAS como BRAF se asocia a una mayor resistencia al tratamiento con
antiEGFR, y que tumores con inestabilidad de microstélites (IMS) presentan peor
respuesta al tratamiento con 5-FU (Di Nicolantonio F et al. 2008, Tejpar S et al. 2009,

Armaghany T et al. 2012).

2.7. Tratamiento de la enfermedad metastasica

La mayoria de los pacientes con CCR y enfermedad metastdsica no pueden ser curados y
la intencidn del tratamiento es paliativa. La quimioterapia paliativa contempordnea ha
demostrado aumentar la supervivencia en al menos el doble, controlar la aparicién de
enfermedad sintomatica y mantener la calidad de vida durante el mayor tiempo posible.
También en ocasiones permite la reseccién quirlrgica de las metdstasis (Macedo LT et al.

2012, Konopke R et al. 2012, Bartlett DL et al. 2012).
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Las principales sociedades recomiendan el uso de FOLFIRI o FOLFOX asociado a farmacos
dirigidos a los receptores de factores de crecimiento epidérmico (Cetuximab o
Panitumumab) o al factor de crecimiento endotelial vascular (Bevaciumab) como primera

linea de tratamiento.

Hay que tener en cuenta que al menos el 70% de los pacientes con CCR desarrollaran
metastasis hepaticas a lo largo de su enfermedad. La reseccidon hepatica es el tratamiento
potencialmente curativo, alcanzando indices de supervivencia del 58% a los 5 afos. La
Unica premisa necesaria para indicar la cirugia es poder extirpar toda la enfermedad
macroscopica con margenes libres de enfermedad. Existen procedimientos locales,
alternativas al tratamiento quirurgico como la radiofrecuencia, la quimioembolizacidn, etc

(Barlett DL et al. 2012, Konopke R et al. 2012).

3. MICROMETASTASIS GANGLIONARES (MM)

3.1. Definicidn

Histoldgicamente se definen como cualquier foco tumoral independiente y sin aporte

sanguineo especifico cuyo tamafio es menor o igual a 2 mm y mayor a 0,2 mm. Se

categorizan como verdaderas metdstasis y se clasifican como pN1 (mic) cuando se

observan en el examen patoldgico convencional.
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Los depdsitos tumorales menores a 0,2 mm se denominan células tumorales aisladas
(CTA), y pueden identificarse bien por histologia convencional (raramente), por tinciones

inmunohistoquimicas o PCR; en la clasificaciéon TNM se consideran como pNO(i+).

Hay autores que prefieren considerar el término células ocultas tumorales (COT) que
engloba las MM y las CTA. Doekhie (Doekhie et al. 2006) postuld que es posible que en los
individuos inmunocompetentes las COT sean destruidas por el sistema inmune antes de

que puedan progresar a metastasis de mayor tamafio y puedan proliferar.

El mismo autor considerd la importancia de la localizacion de las células tumorales dentro
del ganglio linfatico. Asi, pueden estar localizadas en los sinusoides subcapsulares, en los
sinusoides paracorticales o en las estructuras medulares. También en el espacio
parafolicular o con distribucién difusa, aunque lo habitual es encontrar estas células en la
zona subcapsular. Hasta el momento no se ha determinado el impacto de la localizacién

de las células tumorales en las diferentes partes del ganglio linfatico.

3.2. Técnicas para la deteccion de MM

3.2.1. HEMATOXILINA-EOSINA (H-E)

Es practica habitual estudiar Uunicamente uno o dos cortes de cada ganglio (estudio

convencional). Tschmelitsch (Tschmelitsch et al. 2000) estimé que el estudio de secciones

Unicas de 3 a 5 microm en un ganglio de 1 cm supone la valoracion de sélo el 0,4% de
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dicho ganglio. La seccidn seriada del mismo ganglio, con varios cortes con una separacién
de 0,2 mm (espesor minimo de las MM) para explorar todo el ganglio y evitar la no
deteccion de células tumorales en un corte Unico se ha estudiado mucho en casos de
cancer de mama y ganglio centinela, consiguiendo la supraestadificacion hasta en un 30%

de los casos con respecto al estudio convencional (EC).

En el CCR la experiencia es limitada; Wyk (van Wyk el at. 2000) sélo reestadifica un

pequefio numero de pacientes.

3.2.2. INMUNOHISTOQUIMIA (IHQ)

Es la primera herramienta con la que cuenta el patdlogo que supera la capacidad
diagndstica de la tincidon con H-E. Las técnicas de IHQ permiten la deteccion, identificacién
y localizacién de componentes celulares o tisulares gracias al reconocimiento de la
reaccidn entre el elemento celular/tisular a estudiar (Ag) y el anticuerpo (Ac) contra este
componente. Para poder hacer visible el complejo Ag-Ac hace falta un marcador. Hay
diferentes tipos: el que habitualmente se utiliza en esta técnica es un enzima,
concretamente la peroxidasa. La deteccion de MM por IHQ estd basada en la unidn
especifica de anticuerpos a antigenos presentes en las células tumorales pero no en el
tejido normal. Ante la falta de antigenos especificos del tumor, en muchas ocasiones se
utilizan antigenos especificos de células epiteliales, teniendo en cuenta que el CCR se
origina en células epiteliales y que en los ganglios linfaticos normales no se hallan estas

células. Los anticuerpos mdas cominmente utilizados estan dirigidos contra el antigeno
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carcinoembrionario (CEA), el antigeno de la membrana epitelial (EMA) y citoqueratinas

(CKs).

Las secciones del ganglio se tratan con el anticuerpo elegido (contra el antigeno epitelial
primario) y después se incuban con otro anticuerpo llamado secundario, que se une al
primero y da una reaccién colorimétrica. El método clasico estd basado en el complejo
biotina-avidin-peroxidasa, donde la peroxidasa convierte un sustrato en un producto

coloreado.

La significacion diagndstica de la deteccién de micrometastasis mediante tincion IHQ de
ganglios que han sido negativos por la H-E ha originado importante controversia. Los
primeros estudios en los que se utilizd esta técnica no indicaban mejoras en el
diagndstico de metdstasis. Davidson (Davidson et al. 1992) utilizé IHQ de forma
retrospectiva y reexamind los ganglios con tinciones hematoxilina-eosina negativas,
encontrando evidencia de metastasis en éstos; asi evidenciad que se habian
infraestadificado. En estudios mas recientes se observd una verdadera reestadificacion de

los pacientes con CCR aunque el significado clinico no estaba bien establecido.

Nueve de 28 estudios publicados muestran un peor prondstico en los pacientes que
presentaron MM o CTA detectadas por IHQ. Isaka (Isaka et al. 1999) aplicé la IHQ a los
ganglios de 42 pacientes afectos de carcinoma rectal en estadio B de Dukes, con un
anticuerpo monoclonal CAM 5.2 que se une a las CKs 8 y 18. Encontrd asi MM en 19
(2,9%) de 644 ganglios que correspondian a nueve pacientes. Aunque la existencia de MM

no se correlacioné con pardmetros clinico-patoldgicos del tumor, si encontré diferencias
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en las tasas de recurrencia y el intervalo libre de enfermedad a los 10 afios de

seguimiento.

Greenson (Greenson et al. 1994) estudid 568 ganglios de 50 pacientes afectos de CCR
estadio B de Dukes determinando CK y una glicoproteina tumoral especifica, ATG -72. Seis
de los 14 pacientes con tinciones IHQ positivas murieron en los 66 meses posteriores a la
intervencidn, mientras que sélo uno de los 36 pacientes con IHQ negativas fallecié por su

enfermedad (P=0.0009).

Sasaki y Yasuda no sélo confirman el valor prondstico de la determinaciéon de
micrometdstasis sino que ademds abogan por la importancia del nimero de células
tumorales encontradas en relacién con la supervivencia. Sasaki demostré una mayor
frecuencia de restos celulares tumorales en los ganglios de pacientes con recurrencia de
la enfermedad. Yasuda sefald que la existencia de restos celulares tumorales en cuatro o

mas ganglios tenia relacidn con la recidiva de la enfermedad (Yamauchi et al. 2008).

Por el contrario, existe un niumero significativo de trabajos que no han podido determinar
relevancia clinica de las MM o de las CTA. En el estudio de Andreola, el porcentaje de
ganglios positivos se incrementd hasta 40,4% al introducir la tincion IHQ con un conjunto
de anticuerpos anti-citoqueratinas; sin embargo concluyen que el estudio IHQ supuso un
gasto y un consumo de tiempo innecesarios debido al gran numero de ganglios que
fueron procesados (Andreola et al. 2001). Otros autores defienden que la determinacién
de MM por IHQ no predice las recidivas. Nakanishi (en un estudio tipo caso control) no

hallé diferencias en las frecuencias de MM entre ambos grupos (Nakanishi et al. 1999).
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Tschmelitsch (55 pacientes en estadio Il), reevaluando con IHQ las preparaciones con H-E,
encontré MM en cuatro pacientes de 28 con recurrencia y en un paciente de los 27 sin

recurrencia (Tschmelitsch et al. 2000).

En este mismo sentido, en la revisién sistematica y metanalisis liderado por Sloothaak en
2014 se concluye que los pacientes con estadio I/Il y MM tienen peor prondstico que
pacientes sin COT. Las CTA no tiene valor predictivo en este grupo de pacientes. Entonces,
la distincidn entre CTA y MM deberia de realizarse si la deteccidn de COT es incorporada

en las decisiones clinicas para tratamiento adyuvante (Sloothaak D et al. 2014).

Tal y como sefialé Nordgard, la discrepancia entre estos estudios puede ser debida a la
baja sensibilidad global de la IHQ, lo que viene dado por una falta de estandarizacion de
los protocolos de tincidn, por la variedad en el nimero de células analizadas y el amplio

abanico de anticuerpos utilizados (Nordgard et al. 2009).

3.2.3. TECNICAS BASADAS EN LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

El desarrollo de la biologia molecular ha proporcionado un amplio repertorio de técnicas,
algunas de las cuales han encontrado aplicacion en el campo de la deteccion de MM en

ganglio linfatico y otros tejidos.
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En todas estas técnicas el denominador comun es la utilizacion de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), que permite la amplificacion exponencial de pequefas cantidades

de acidos nucleicos para detectar mutaciones especificas relacionadas con los tumores.

Las técnicas basadas en la PCR tienen la ventaja de utilizar todo el material ganglionar’, al
contrario de lo que sucede en la IHQ que examina sélo una pequeia porcidn del ganglio;
de este modo, el resultado obtenido respecto a la existencia o no de MM es

representativo de todo el material linfatico procesado.

3.2.3.a) One Step Acid Nucleic Amplification (OSNA)

Recientemente se ha empezado a implementar este método estandarizado para la
deteccion de metastasis en el ganglio linfatico, que tiene las siguientes
caracteristicas: alta  sensibilidad y especificidad diagndsticas; alta

reproductibilidad; rapidez; y alto nivel de automatizacién.

El método OSNA se basa en una RT-LAMP (Loop Mediated Isothermal
Amplification) y consiste en una transcripcon reversa de mRNA de Citoqueratina
19 (CK 19) con amplificacion de cADN evitando los pasos de extraccion y
purificacion de dacidos nucleicos. La reacciéon se desarrolla a temperatura
isotérmica (652 C) y el tiempo de amplificacidon es de 16 minutos por muestra. El
escaso tiempo requerido por procedimiento, alrededor de 30 minutos, permite

realizar un diagndstico en poco tiempo y con poco personal dedicado al mismo.
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Por otra parte el OSNA permite el estudio del ganglio linfatico en su totalidad,
evitando lo incompleto de la exploracidn del tejido ganglionar con cualquier otro

procedimiento histoldgico por exhaustivo que sea.

3.3. Relevancia clinica y perspectivas

La determinacidon de MM en el ganglio linfatico se ha abordado desde diferentes técnicas
que van desde la multiseccion en la histopatologia convencional, pasando por técnicas
mas sensibles de tincion como la IHQ hasta técnicas moleculares mas sofisticadas como
los ensayos con distintas modalidades de PCR, y ultimamente la técnica OSNA. Dentro de
una misma técnica se han utilizado diversos marcadores con distintas sensibilidades y la

metodologia también difiere segun cada grupo.

Por otro lado, algunos de los trabajos publicados son series de casos muy cortas en los
que a pesar de obtener resultados prometedores, éstos no se han correlacionado con la

evolucidn clinica.

Un metanalisis publicado por Iddings muestra la significacion prondstica de Ia
determinacidon de MM en pacientes afectos de CCR. Los pacientes con evidencia de MM
mediante RT-PCR tienen una supervivencia menor que los pacientes sin MM (p<0.01)
(Iddings D et al. 2006). Existe mas variabilidad entre los grupos que utilizan técnicas de

IHQy ello parece ser el resultado de la falta de estandarizacién de la metodologia.
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Segun los datos disponibles, existe evidencia suficiente para afirmar que la determinacién
de MM por alguna de las técnicas expuestas anteriormente es motivo suficiente para
aplicar quimioterapia complementaria a los pacientes clasificados como NO por la
histopatologia convencional, que pasarian a considerarse pN1 (mic). No ocurre los mismo

tras la deteccién de CTA, que siguen considerandose pNO.

Todos los autores coinciden en que son necesarios estudios multicéntricos, controlados,
gue incluyan un gran nimero de pacientes, con seguimiento a largo plazo, andlisis de la
supervivencia y con estandarizacién tanto de la técnica de identificacidn de los ganglios
linfaticos del meso coldnico y rectal, como de las técnicas especificas empleadas para
determinar las MM. Sélo asi se podra establecer qué pacientes NO se beneficiarian de la

guimioterapia adyuvante.

4. MAPEO LINFATICO Y GANGLIO CENTINELA

4.2. Definicion de GC

Morton lo defini6 como “el ganglio linfatico inicial donde el tumor primario drena”

(Morton et al, 1992).

Debido a que el término “inicial” llevd a confusion, la definicion fue posteriormente

cambiada a “el ganglio en el trayecto linfatico directo del tumor primario”.
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Desde entonces han surgido varias definiciones en relacién con la multidisciplinariedad de

las distintas técnicas:

 “El GC es el mas proximo al tumor primario”.. Es valida si el ganglio linfatico mas
cercano al tumor recibe directamente el drenaje linfatico desde el tumor (Nieweg et

al, 2004).

* “GC es todo ganglio que se tifia con el colorante inyectado”: Si se tiene en cuenta que
los colorantes no son retenidos en los ganglios linfaticos y que de esta manera se

acaban tifiendo todos los ganglios en su camino, este concepto no deja de ser confuso

e “El GC es el primero que se ve en la linfogammagrafia”. Esta definicidon no tiene en
cuenta la posibilidad de que dos ganglios puedan recibir el drenaje linfatico

directamente desde el lugar de la inyeccion.

* “El GC es aquél que mayor actividad radiactiva acumula”. Algunos ganglios linfaticos
pueden dejar pasar mayor cantidad de la sustancia inyectada a través de ellos y puede
que ésta se acumule en un ganglio linfatico que no reciba drenaje directo del tumor.
Ademds un ganglio linfatico afectado por células tumorales puede tener dificultad

para la llegada del radiotrazador. (Nieweg et al, 2004).

e “GC es cualquier ganglio con actividad radiactiva”. Segun esta definicién habria que
extirpar demasiados ganglios. Hay cirujanos que han extirpado hasta 14 ganglios de

un territorio axilar y los han definido como ganglios centinela (Nieweg et al, 2004).
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» Otra aproximacion al concepto del GC es limitar la actividad radiactiva por encima de
la cual consideramos a un ganglio como tal. Uno de los métodos es comparar la
actividad del ganglio linfatico con la actividad de fondo en los tejidos circundantes. La
cantidad de actividad en un ganglio depende de muchos factores: uno de los mas
importantes es el tipo de molécula marcada utilizada para su deteccién. Ademas
influyen otros factores dependientes del paciente y que no podemos modificar. Por
tanto la cantidad de actividad radiactiva es muy variable: entre 0.001% y 2.5% de la
actividad inyectada en estudios de cancer de mama y entre el 0.0013% y el 6.8% en
estudios en melanoma (Nieweg et al, 2004). Existe ademas una dificultad para definir
ddénde debe medirse la actividad de fondo. Esta definicion es la elegida por nosotros

en nuestro estudio.

4.3. Sustancias utilizadas en la identificacidn del ganglio centinela

4.3.1. COLORANTES

Los colorantes mas utilizados en la deteccidn del ganglio centinela son el azul de

isosulfan, el azul patente V y el azul de metileno.

Con la inyeccién de azul de isosulfan, Morton localizé el GC en el 81.8% de los 237
territorios estudiados en pacientes con melanoma y Giuliano (Giuliano et al, 1994) en
1994 fue inyectando en una solucién al 1% en 174 pacientes con cancer de mama,

localizando el GC en el 65.5% (posteriormente mejord sus resultados)
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Tras la inyeccién el colorante se une a las proteinas locales, especialmente a la albumina y
es absorbida por los linfaticos. Este colorante presenta efectos adversos, como la
interferencia en las lecturas del pulsioximetro, tatuaje de la piel e incluso se han descrito
casos de anafilaxia (Efron et al, 2002; Albo et al, 2001). La incidencia de reacciones

alérgicas varia entre el 1% vy el 2% (Albo et al, 2001; Cimmino et al, 2001).

El azul patente V se utiliza en la biopsia selectiva del GC en el Reino Unido. El mecanismo
de unidn a proteinas es muy similar al azul de isosulfan (Tsopelas et al, 2002) y con

similares efectos adversos (Mullan et al, 2001).

En 2001 el primer estudio publicado utilizando azul de metileno (Simmons et al, 2001)
para la identificacion del GC en pacientes con cancer de mama alcanzd unas tasas de
deteccién del 90%, resultado comparable con el azul de isosulfan y el azul patente. No
obstante, el azul de metileno presenta también efectos adversos como la interferencia
con el pulsioximetro aungque en menor medida que otros colorantes (Pifiero et al, 2004).
En Espaiia es mas accesible y mucho mas barato: 1.13 euros por vial frente a 186.7 euros

el azul de isosulfan (Pifero et al, 2004).

4.3.2. RADIOTRAZADORES

La utilizacidn de los radiotrazadores en la deteccidn intraoperatoria del GC comienza en

1993 (Alex et al, 1993), cuando Alex utiliza sulfuro coloidal marcado con 99mTc para
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localizar el GC en pacientes con melanoma. Para ello utiliza una sonda gammadetectora

portatil.

Se han utilizado multitud de radiotrazadores en la linfogammagrafia para la deteccion del
GC (dextranos, albumina sérica humana y multitud de coloides), la mayor parte de ellos
marcados con 99mTc (Wilhelm et al, 1999). En Europa los mads utilizados son los
nanocoloides de albumina menores de 80 nm marcados con 99m-Tc, aunque se han

utilizado muchos otros.

Para visualizar el GC dependemos del transporte del trazador utilizado desde el lugar de
la inyeccidn a los ganglios linfaticos. Cuando las particulas radiomarcadas alcanzan el
ganglio linfatico son fagocitadas por los macréfagos y retenidas. Hay varios aspectos
importantes en este proceso, como el tamafio y nimero de particulas y la dosis

inyectada.

Considerando el tamafio, las particulas muy pequefias viajan a través de los ganglios
linfaticos tan rapido que no es posible detectarlas. Las particulas menores de 5 nm
pueden penetrar por las membranas de los capilares y alcanzar el torrente sanguineo,
mostrando captacidn en bazo e higado. Las particulas mayores de 100 nm pueden quedar
atrapadas en el espacio intersticial sin alcanzar el sistema linfatico y asi subestimar el
nimero de ganglios centinela (Whilhelm et al, 1999). Las particulas con tamafios
comprendidos entre 10 y 50 nm son las que se consideran dptimas para la visualizacion
de los ganglios linfaticos (Strand et al, 1989). Los tamafios de las particulas mas

frecuentemente utilizadas se representan en la Tabla 7 (modificada de Nieweg et al).
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Tabla 7: Tamaiios de las particulas utilizadas en la identificacion del ganglio centinela
99m

Tc-Albdmina sérica humana 2-3nm
#™Tc-Dextrano 2-3nm
™ Tc-DTPA-manosil dextrano 6-8 nm
#™Tc-Sulfato de antimonio 3-30 nm
%8 Au-Coloide 5-30 nm
#™Tc-Sulfuro coloidal filtrado 15-50 nm
*™Tc-Nanocoloides de albimina 5-80 nm
#™Tc-Coloide de renio 50-100 nm
#™Tc-Sulfuro coloidal 100-400 nm
*™Tc-Flurouro de estafio 50-600 nm
*™Tc-Fitato de estafio 200-1000 hm
#™Tc-Microcoloide de albumina. 200->1000 nm

El segundo factor que influye en la identificacion del GC es el numero de particulas
inyectadas y su concentracion. Teniendo esto en cuenta, si se modifica la concentracion
de 99mTc-nanocoloides reduciendo el volumen de inyeccidon de 4 ml a 2 ml aumenta la
actividad radiactiva en los ganglios en la mayoria de pacientes con cancer de mama, si

bien aumenta la visualizacion de trayectos linfaticos (Valdés-Olmos et al, 2001).

El tercer factor es la dosis inyectada. Entre 40 y 80 MBq parece ser la dosis ideal en el
melanoma, y entre 60 y 80 MBq si la cirugia se realiza el dia después de la inyeccién
(Nieweg et al, 2004). En el cancer de mama se precisan dosis mayores de 100 MBq si la

inyeccion es intraparenquimatosa. Se ha calculado que el riesgo de no identificar el GC
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disminuye progresivamente al aumentar la dosis inyectada desde 60 MBqg a mas de 120

MBq (Tanis et al, 2002).

Hasta la fecha existen publicados dos casos de reacciones alérgicas a los radiotrazadores

(Burton et al, 2003; Chicken et al, 2007).

4.3.3. TECNICA COMBINADA

No existe un consenso sobre cudl es la técnica ideal en la identificacién de GC. Tanto las
técnicas basadas en colorante como en la utilizacidn de radiotrazadores han sido
ampliamente utilizadas y han ofrecido resultados satisfactorios. Dependiendo de la
localizacion del tumor primario es posible realizar una combinacién de ambas técnicas,

inyectando el dia antes de la cirugia el radiotrazador y el colorante el mismo dia.

4.4, Técnicas de identificacion del GC

4.4.1. TECNICA DEL GANGLIO CENTINELA “IN VIVO”

En el momento de la intervencidon quirdrgica se procede a la inyeccion subserosa en los

cuatro cuadrantes peritumorales del colorante o bien del radiotrazador. El colorante o

radiotrazador se distribuye por las cadenas linfaticas siendo atrapado por los ganglios
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linfaticos. Estos son considerados los GC. La identificacion de los GC se realiza en el

campo quirdrgico.

4.4.2. TECNICA DEL GANGLIO CENTINELA “EX VIVO”

La inyeccion del colorante se realiza tras la reseccién de la pieza quirdrgica mediante
inyeccion subserosa peritumoral. Posteriormente la pieza es masajeada durante cinco
minutos y se debe explorar el mesenterio dentro de los 30 primeros minutos para
identificar los GC. Esta técnica no incrementa el tiempo quirdrgico, se puede realizar de
forma estandarizada y se evitan efectos adversos a los colorantes (urticaria, reaccién
anafilactica, interferencia con la pulsioximetria). Tiene mayor tasa de deteccion de CG que

la técnica “in vivo” (van der Zaag, 2012).

4.4.3. TECNICA DEL GANGLIO CENTINELA MIXTA

La inyeccion del colorante vital o radiotrazador se realiza “in vivo” en el momento de la
intervencion quirdrgica o previamente, pero la identificacion de los GC se realiza tras la
reseccion de la pieza quirurgica, mediante estudio de campo en la sala de quiréfano y

puede ser realizado por un cirujano con experiencia o bien por un patélogo.
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1. JUSTIFICACION

A pesar de los adelantos en el diagndstico y tratamiento del CCR, éste sigue siendo la

tercera causa de muerte por cancer.

La afectacidon ganglionar es el factor prondstico mas importante cuando no hay
metastasis a distancia y supone un punto fundamental en la decision de instaurar
qguimioterapia adyuvante en estos pacientes. Asi, el tratamiento principal del CCR no
metastdsico es la reseccidn quirdrgica del tumor primario con exéresis en bloque de los
ganglios regionales mesentéricos. Esta linfadenectomia se hace para aumentar el control
locorregional de la enfermedad y conseguir un estadiaje oncoldgico y planteamiento

terapéutico.

La AJCC recomienda al menos 12 ganglios extraidos del espécimen quirdrgico para una
correcta estadificacion. Este nimero no siempre se alcanza, habiendo estimaciones de
que el 50% de pacientes en la practica diaria no cumple este requisito (Mitchell PJ et al.
2009), lo cual supone un infraestadiaje. Un 30% de pacientes con CCR precoz sin
afectacién ganglionar tendran recurrencia de su enfermedad, potencialmente curable,
tras reseccion curativa y radical. Ademas de una incompleta reseccidn quirdrgica como
causa de dicha recurrencia, una inadecuada valoracion ganglionar puede ser la causa de

una supuesta infraestadificacion y por tanto de un inadecuado esquema terapéutico.

El tratamiento con quimioterapia de los enfermos con ganglios infiltrados ha mejorado la

supervivencia disminuyendo la mortalidad en mas del 30%.
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En 2004 la tasa de supervivencia en estadios 1IB (TANOMOQO) era menor que en pacientes
con estadio IlIA (T1 6 T2 N1MO) con 72,2% respecto a 83,4%. Esto sugeria que la alta tasa
de recurrencia en estadios IIB podria ser debida a la no deteccién de metdastasis linfaticas
durante el estudio histoldgico convencional (O’Connell JB et al. 2004; Iddings D et al.

2006).

La exactitud predictiva del estadiaje TNM aumenta con la incorporacion de nuevos
factores prondstico. Esto es de especial relevancia en los pacientes con estadio I, para

identificar a los pacientes que se van a curar con cirugia sola.

El estudio anatomopatolégico convencional tiene menor sensibilidad que los cortes
seriados, IHQ y RT-PCR en la identificacion de enfermedad metastdsica de pequefio
tamafio. La deteccién de micrometdstasis en ganglios linfaticos con estos métodos mas
sensibles podria explicar algunas de las recidivas neoplasicas no esperables en estadios
precoces del CC. Estos hallazgos nos darian una informacién util que permitiria un
estadiaje ganglionar mas exacto, mds en consonancia con la evolucién clinica, y un

manejo terapéutico mas adecuado de estos pacientes.

Lo ideal seria poder emplear estas técnicas mads sensibles en todos los ganglios extraidos
del espécimen quirdrgico pero seria muy caro y con un consumo de tiempo y de recursos

humanos inasumible en la practica diaria.

El ganglio centinela ofrece una solucién a dicho problema asumiendo que es predictor del

estado ganglionar del resto de los ganglios de la pieza quirargica. Asi, el patdlogo se
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puede volcar en estudiar con mayor detalle y profundidad la afectacién metastasica de

estos ganglios.

2. HIPOTESIS

La BSGC en CC es un método viable y seguro. Es capaz de predecir la afectacion

ganglionar de los ganglios del espécimen quirdrgico.

El SE con H-E ser, IHQ y RT-PCR de un pequefio nimero de ganglios linfaticos
seleccionados (GC) de la linfadenectomia estdndar en la cirugia del CC permite mejorar la
estadificacién y modifica las decisiones terapéuticas. Es capaz de diagnosticar las MM y
CTA que aparecen en la 62 Ed. de la clasificacion TNM con mas precisién que el EC,
haciendo asia que algunos pacientes pasen a formar parte de estadio mayor que el que

les correspondia por el EC.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo principal

Comprobar si el SE del grupo en el que se realiza la BSGC mejora la estadificacidon de los

pacientes con respecto al grupo control en el que sélo se realiza el EC de toda la

linfadenectomia.
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3.2. Objetivos secundarios

1. Valorar la relevancia clinica de la posible supraestadificacidon aportada por el SE.
2. Estudiar la relacién coste-efectividad del SE.
3. Valorar la capacidad del estudio histopatolégico para diagnosticar MM y CTA

como aparece en TNM desde 62 Ed.

4, Repercusién del estudio intensivo del GC en la practica clinica.
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IV. MATERIAL Y METODO
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1. DISENO DEL ESTUDIO

Se ha llevado a cabo un estudio experimental de tipo quasiexperimental prospectivo
que valora la intervencion del superestudio del ganglio centinela en el grupo estudio

comparado con el estudio histopatoldgico estandar del grupo control.

Por un lado estd el grupo estudio que consta de una cohorte de pacientes
diagnosticados de cancer de colon intervenidos quirdargicamente de forma electiva
mediante colectomia laparoscdpica o abierta y linfadenectomia oncolégica estandar,
en los que se ha realizado un estudio con identificacion del ganglio centinela y analisis
exhaustivo de los ganglios linfaticos centinela y de un subgrupo no centinela (aleatoria)
mediante cortes seriados, IHQ y OSNA” en la estadificacién de dichos pacientes; por
otro lado esta el grupo control de pacientes operados por el mismo diagndstico, con
los mismos criterios de exclusién en el mismo periodo de tiempo y mismo Centro a los
gue se les realiza la cirugia estandar con EC de la linfadenectomia, con regoida de los

datos de forma prospectiva.
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2. AMBITO

2.1. Centro

El presente estudio se ha llevado a cabo en el Hospital Universitario de Fuenlabrada.
Este centro posee un area de influencia inmediata de 220.300 habitantes (fecha de
referencia 1 Enero 2014; Fuente: Instituto Nacional de Estadistica, INE) de los cuales
195.864 pertenecen a Fuenlabrada y el resto a Humanes de Madrid y Moraleja de

Enmedio.

2.2. Servicios implicados

En el trabajo participan, con mayor o menor implicacién, especialistas de Cirugia

General y del Aparato Digestivo, Anatomia Patoldgica, Medicina Nuclear, Oncologia

Médica y Oncologia Radioterapica. Asimismo se tiene en cuenta la decisién del Comité

de Tumores.

3. POBLACION

La poblacién del grupo estudio incluyd pacientes diagnosticados de CC e intervenidos

quirargicamente de forma electiva desde Octubre 2010 hasta Marzo 2014 (3’5 afios)



Material y método 65

mediante colectomia laparoscépica o abierta y linfadenectomia oncoldgica estandar,
en los que se llevdé a cabo mapeo linfatico con radioisétopo y deteccién de ganglio
centinela en el Hospital Universitario de Fuenlabrada. No se reclutan todos los
pacientes intervenidos de cancer de colon, sino los que cumplen los criterios de
inclusidon y ninguno de los de exclusion del protocolo del estudio (ver abajo) y son
intervenidos por los cirujanos expertos en la técnica de la BSGC. El reclutamiento se ha
llevado a cabo de forma prospectiva y sucesiva sin planificacion de soluciones de
continuidad temporal, conforme los pacientes fueron intervenidos quirdrgicamente

por los cirujanos que formaban parte del estudio.

Por otro lado, el grupo control estd formado por pacientes con el mismo diagnéstico
de CC que cumplen los mismos criterios de inclusién intervenidos durante el mismo
periodo de tiempo en el mismo Centro y no entraban en el grupo de BSGC. Todos

intervenidos por los cirujanos miembros de la Seccidn de Coloproctologia del Hospital.

4. MUESTRA

Se ha hecho una estimacién muestral teniendo en cuenta que la deteccién de
micrometdstasis en el grupo control es del 1%, una deteccién de ganglio centinela con
supraestadificacién del 7,7%, una confianza del 80%, una potencia estadistica del 80%
y un porcentaje de pérdidas del 1%. Asi se ha estimado necesario estudiar 69 pacientes

en cada grupo.
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En el Hospital de Fuenlabrada se han intervenido 435 pacientes por cancer colorrectal
(excluyendo los intervenidos por carcinomatosis peritoneal de origen colorrectal) entre
Enero de 2010 y Diciembre de 2014; una media de 87 casos por afio, de los que un
tercio son de recto (media casos/afio: 58 colon, 29 recto). Por tanto en el periodo de
estudio (3’5 afios) se han intervenido 203 pacientes con cancer de colon (58 casos/afio
x 3’5 afios), descartandose para el estudio aproximadamente un 20% de ellos por

tratarse de intervenciones urgentes.

5. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

5.1. Criterios de inclusion

» Pacientes con edad superior a 18 afos diagnosticados de neoplasia de colon.
« Estadio clinico O, I, Il , lll y IV.
« Pacientes intervenidos con criterios de radicalidad (intencidn curativa).

« Cirugia electiva.

La inclusion final esta condicionada a que exista un diagndstico de confirmacién de
adenocarcinoma en la pieza de reseccidn quirudrgica del tumor primario. El estudio del
ganglio centinela en el estadio IV no tiene relevancia clinica, pues no determina
cambios en el tratamiento, pero puede usarse perfectamente para ver si aporta algun

dato al diagnéstico.



Material y método 67

5.2. Criterios de exclusion

«  Tumores de recto: la deteccidn de ganglio centinela es muy inferior, en lo que
influyen de forma determinante el tratamiento radioquimioterapico preoperatorio
y la situaciéon anatémica.

« Rechazo del consentimiento informado (en el grupo de la BSGC).

« Tumores diferentes al adenocarcinoma: por tener un patrén distinto de
diseminacion linfatica.

» Tumores apendiculares: por el mismo motivo.

« Cirugia paliativa: no se realiza diseccion linfatica.

« Intervencién quirdrgica de emergencia: imposible preparar el dispositivo para el
mapeo linfatico. Suponen aproximadamente un 20% de los pacientes intervenidos
por cancer de colon cada afio.

« Intervenciones realizadas por cirujanos no involucrados en el estudio (en el grupo

estudio).

6. PROCEDIMIENTO QUIRURGICO. MAPEO LINFATICO Y GANGLIO CENTINELA

Todos los pacientes de la serie son sometidos a cirugia oncoldgica estandar. En el
grupo de estudio se lleva a cabo, previa a la cirugia, la inyeccion peritumoral “in vivo”
del isétopo, obteniéndose un espécimen quirldrgico que consiste en el tumor principal

con la linfadenectomia locorregional convencional. Se identifica “ex vivo” el ganglio
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centinela con gammacamara. Al departamento de Anatomia Patoldgica se envian dos
muestras en recipientes separados. Uno de ellos en formol con el tumor principal y la
linfadenectomia correspondiente y otro en fresco con la pieza denominada “ganglio
centinela”. En el grupo control la cirugia es la habitual sin la determinacién del GC,

enviando a Anatomia Patoldgica una Unica pieza.

6.1. Descripcion de la técnica de la BSGC

El procedimiento quirudrgico se realiza con abordaje laparoscdpico o mediante técnica
abierta (laparotomia), segun criterio del cirujano. Una vez localizado el tumor primario
se procede a inyectar de forma intraoperatoria (“in vivo”) el radiofdrmaco Nanocoloide
de albimina (tamafio de particula + 80nm) marcado con **™Tc (Dosis: 3 mCi diluidos en
0,8 ml; dosis: 185 MBq). La inyeccién se realiza en los cuatro puntos cardinales de la
subserosa peritumoral, con aguja subcutdnea (técnica abierta) o aguja de puncion

lumbar de 22 F (laparoscopica).

Para permitir la migracidon del is6topo de la forma mas fisiologica a través de los
conductos linfaticos peritumorales hasta la primera estacion linfatica no se procede a
la ligadura de los pediculos vasculares principales hasta pasados 15-20 minutos de la
puncién del isétopo. Para esto el colon es movilizado cuidadosamente sin lesionar los
canales linfaticos. Pasado este tiempo se continla con la técnica quiridrgica habitual

segln criterios oncoldgicos establecidos.
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Una vez finalizada la reseccién quirdrgica y extraido el espécimen se procede a la
deteccion e identificacion del ganglio centinela mediante gammacamara portatil
(Sentinella 102). Dicho procedimiento es llevado a cabo “ex vivo” por el cirujano y por
el médico especialista en Medicina Nuclear experimentado en este campo. Con la
minigammacdmara se adquieren imagenes de 60 segundos sobre la muestra “ex vivo”
para localizar el depdsito del coloide en algin ganglio linfatico regional y, con la sonda,
se identifica el tejido linfatico con la mayor tasa de cuentas por segundo. Se considera
actividad de fondo una tasa de cuentas del 10% de la tasa de cuentas del ganglio
centinela. El contaje de la radioactividad es positivo si es dos veces la actividad

considerada de fondo.

Tras la extraccidn de la pieza quirdrgica se adquiere una imagen en el lecho quirdrgico
para comprobar que no queda ningln depdsito de trazador, descartando asi rutas de
drenaje linfatico aberrante, esto es, ganglios fuera del area de reseccidon oncoldgica

habitual.

Figura 4: Dos imagenes de la Gammacamara con la imagen del ganglio centinela
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Figura 5: Deteccion “ex vivo” del ganglio centinela sobre el espécimen quirtrgico

Una vez tenemos identificado el ganglio centinela se procede a la extirpacién de la zona
del mesocolon (pastilla de unos 2 cm®) en la que se ha detectado la mayor tasa de
cuentas y en la que se espera que se encuentre la primera estacién linfatica de drenaje
del tumor (ganglio centinela). Este ganglio centinela se remite al departamento de
Anatomia Patoldgica como pieza independiente y en fresco. El resto del espécimen
quirargico (neoplasia con linfadenectomia oncolégica estandar) se procesa segun
protocolo habitual de cadncer colorrectal, a excepcidon de un ganglio linfatico obtenido
aleatoriamente del mesocolon. Este serd procesado también segln protocolo de ganglio

centinela (superestudio) y se le denomina ganglio no centinela.

Asi, consideramos ganglio centinela al ganglio linfatico que, con el sistema de deteccién

gamma, emite mayor tasa de cuentas y estd mds préximo a la lesién primaria.
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6.2. Gammacamara portatil Sentinella 102

El equipo Sentinella 102 es una cdmara gamma portatil que proporciona imagenes de
organos pequefios y de areas especificas del organismo a partir de la deteccién de los
rayos gamma emitidos por los radioisétopos inyectados en el paciente. Estos
radioisdtopos permiten la deteccion efectiva de la expansidn linfatica del tumor. La alta
resolucidn y sensibilidad del equipo Sentinella 102 posibilitan la obtencidn de imagenes

en tiempo real y por tanto permiten conseguir una imagen funcional en cirugia.

Sentinella 102 ha sido extensamente probada en la deteccidn del ganglio centinela en
cancer de mama, melanoma y en tumores de cabeza y cuello (especialmente patologias

de tiroides y paratiroides), demostrando una alta fiabilidad.

wiitnl
Figura 6: Camara del equipo Sentinella 102
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7. PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA QUIRURGICA

En el estudio participan tres médicos y dos técnicos especialistas en Anatomia Patoldgica.
Estos médicos, asistidos por los técnicos, reciben el ganglio centinela y el resto de Ia

muestra.

En la pieza del ganglio centinela, los patdlogos disecan manualmente los ganglios

linfaticos presentes (generalmente mas de uno), los etiquetan, miden y pesan.

En el resto de la pieza quirurgica se realiza el estudio anatomopatolégico mediante un
protocolo anatomopatolégico especifico, que incluye la fijacién en formol durante 48 a 72
horas previa al tallado del tumor y diseccion de los ganglios linfaticos (no centinelas) de la

linfadenectomia.

Sobre todos los ganglios aislados (incluido el ganglio centinela) se realiza estudio

anatomopatolégico con tincién H-E estandar segun protocolo habitual de nuestro Centro.

Ademas, sobre los ganglios centinela y sobre dos seleccionados aleatoriamente del grupo
no centinela, después de obtener los resultados del estudio de los cortes estandar teiiidos
con H-E (estudio convencional), se realiza el denominado “superestudio” mediante H-E en

cortes seriados, IHQy OSNA’ (sélo realizado en ganglios centinela con peso suficiente).

En el grupo control el procesado de la muestra es el estandar para el estudio

histopatoldgico de las piezas de CC como se describe en el EC.
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7.1. Estudio convencional

* Antes de la fijacion en formol:

- Se tefiirdn con tinta china:
= El margen radial de la pieza en caso de cercania del tumor, valorado por
palpacion y visualizacidn externa.
= Los margenes mucosos en caso de cercania del tumor.
= La superficie serosa en caso de sospecha macroscdpica de afectacién por el

tumor.

- Se abrird la pieza segmentaria por su eje longitudinal de la forma que afecte
menos a la integridad del tumor. Si esta valoracién fuera a verse seriamente

perjudicada se abriria longitudinalmente toda la pieza salvo la zona del tumor.

- Se medird en fresco el tamafio de la pieza y, si es posible en funcidn del grado de
apertura longitudinal de la pieza, el tamafio del tumor y su distancia a margenes

proximal y distal.

- Se tomard un corte en fresco del tumor y otro de mucosa normal para
congelacion a —862 C, si procede, siguiendo protocolo de toma de muestras para

el Banco de Tumores.
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Se colocara opcionalmente la pieza sobre un corcho sujeta con alfileres, dando
algunos cortes no transmurales al tumor si por su tamafno fuese necesario para

su fijacion.

Se procederd a su fijacién en formol durante 48-72 horas.

Tras la fijacion:

Selecciéon de bloques de tejido para el estudio microscépico: al menos cinco
cortes del tumor, incluyendo: al menos un corte con su interfase con la mucosa
no tumoral, al menos un corte en relacion con la serosa visceral mas
involucrada, si procede, y al menos tres cortes de las zonas de maxima invasion

(idealmente cinco cortes).

Margenes quirurgicos:

= Proximal y distal: sélo es necesario su estudio microscépico si se encuentran
macroscépicamente a menos de 5 cm del tumor. En caso de carcinoma sobre
Enfermedad Inflamatoria Intestinal se incluirdn siempre. En funcién de la
mayor o menor cercania del tumor con estos margenes se tomaran cortes
perpendiculares o paralelos a los mismos.

= Un corte representativo de cada ganglio con tumor macroscépicamente

evidente. En este caso es recomendable guardar el resto del ganglio en



Material y método 75

formol de manera que pueda identificarse en caso de necesidad de
reinclusion.

= Inclusiéon total de los ganglios linfaticos sin evidencia macroscépica de
metastasis: sin partir si miden menos de 3 mm; en lonchas de 3 mm por su

eje longitudinal si miden mas de 3 mm.

7.2. Superestudio

Sobre los ganglios centinela y sobre otros dos seleccionados aleatoriamente del grupo no
centinela en el grupo estudio, después de obtener los resultados del estudio de los cortes
estandar tefiidos con H-E (estudio convencional), se realiza el denominado “superestudio”
por un patdlogo distinto al del estudio estandar, quien realiza H-E en cortes seriados, IHQ
y andlisis del mRNA de célula tumoral mediante OSNA’ (sélo realizado en los ganglios
centinela que cumplen criterios técnicos suficientes, no se realiza en el subgrupo “no
centinela” seleccionado para el superestudio), sin conocer los resultados de la H-E
estdndar. Cada ganglio se procesa individualmente segun “protocolo ganglio centinela-
superestudio”. De cada ganglio centinela identificado en fresco de mas de 80 mg se
procesa una mitad para la técnica de OSNA” y la otra se fija en formol e incluye en
parafina. Los ganglios linfaticos de menos de 80 mg se fijan en formol en su totalidad e

incluyen en parafina.

La grasa restante acompafiante se fija en formol e incluye en su totalidad en parafina para

poder localizar microscépicamente ganglios adicionales.
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7.2.1. PROCESADO DE LA MUESTRA

Segun el didametro del ganglio linfatico:

1. Menos de 4 mm: se biseccionan. Por debajo de este limite es muy probable que no
se localicen en la diseccion manual del patélogo, pasen desapercibidos y por lo

tanto, sean descubiertos tras la inclusion en parafina.

2. Mayor de 4 mm: se dividen en rodajas iguales a intervalos de 1 6 2 mm,

dependiendo del tamaiio.

La mitad de estas secciones (no adyacentes entre si) se utilizan para el andlisis

molecular OSNA® y la otra mitad para el estudio con cortes seriados de HE e IHQ.

Si el material seleccionado para estudio molecular tuviera un peso inferior al umbral
de 40 mg se procesard también en parafina para estudio corte seriado-HE e IHQ, ya

gue no es posible el estudio de mRNA.

7.2.2. TINCION DE H-E SERIADA E INMUNOHISTOQUIMICA

Se realiza un estudio exhaustivo realizando seriacién del ganglio, fijado previamente en
formol e incluido en parafina, a tres niveles: con cortes a 0, 200 y 400 micras y para cada

nivel se obtienen dos preparaciones histolégicas con entre seis a ocho secciones
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histolégicas cada porta; un porta de cada pareja se tifie con H-E y el otro porta se tifie con
IHQ de CK AE1/AE3 (coctel de pancitoqueratinas de alto y bajo peso molecular
denominado CK AE1/AE3, que incluye CK1 + CK2 + CK3 + CK4 + CK5 + CK6 + CK7 + CKS8 +
CK10 + CK14 + CK15 + CK16 + CK19; con este cdctel no pasa desapercibido ningln tipo de

célula epitelial, tenga el perfil fenotipico que tenga).

Se realiza la tinciédn IHQ si los cortes tefiidos con H-E son negativos a depdsitos tumorales.

Las categorias del resultado de la IHQ son:

¢ Negativo: ausencia de células neoplasicas.

e (Células tumorales aisladas: depdsitos tumorales metastdsicos de <0,2 mm o
constituidos por < 200 células neopldsicas.

e Micrometastasis: depdsitos tumorales metastdsicos de entre 0,2 y 2 mm o
constituidos por mas de 200 células.

¢ Macrometastasis: depdsitos tumorales metastasicos de > 2 mm.

7.2.3. AMPLIFICACION DE mRNA DE CK 19 CON EL METODO ONE STEP ACID NUCLEIC

AMPLIFICATION

® , .7 7
El OSNA es un método molecular de deteccion de células tumorales basado en la
medicion cuantitativa del mRNA de la CK-19 usado como marcador en el cancer de colon

gracias a su elevada expresion en las células tumorales.
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Si el material seleccionable para estudio molecular tuviera un peso inferior al umbral de
40 mg o un tamaiio menor de 4 mm no seria posible el estudio molecular y el tejido se

procesaria integramente en parafina para estudio corte seriado-HE e IHQ.

. s ® . . .7
Si el método OSNA no se pudiera llevar a cabo antes de 30 minutos desde la reseccion
quirargica, las secciones se congelaran por inmersion directa en isopentano enfriado en

. ® . .7
Histobath a temperaturas en torno a -502C, y a continuacién se almacenan a -802C en un

arcén congelador hasta que pueda aplicarse el método OSNA".

Se realiza una medida semicuantitativa y cuantitativa del mRNA CK19 que detecta

macrometdstasis y micrometdstasis. Puede analizar hasta cuatro ganglios a la vez.

Preparacion de la muestra (ganglio centinela) para el analisis OSNA:

e Cuando llega el ganglio al Servicio de Anatomia Patoldgica, el patélogo lo secciona en
dos mitades procediendo a hacer extensiones de cada cara del ganglio para tinciones
de Papanicolau y Giemsa rdpido.

* Se limpia el ganglio de todo el exceso de grasa y asi se evita que contamine la
muestra.

» Cada ganglio se pesa en una bascula de precisién. El peso debe encontrarse entre 40
y 600 mg por razones técnicas propias del OSNA®. Si lo sobrepasa se dividira en dos
partes o mas y se realizara el proceso como si fueran dos o mas ganglios.

» El material ganglionar se introduce en un tubo con 4 ml de Lynorhag; después se bate

y homogeniza hasta que queda totalmente liquido (90 segundos a 25.000 rpm).
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1 ml del material batido se echa en un tubo de Eppendorf estéril y se centrifuga. De
este modo conseguimos separar grasa (que se queda en la parte superior del tubo),
DNA (que se queda en la parte inferior del tubo) y RNA (se queda en la parte central).
Cogemos 500 pl de RNA, atravesando la grasa con una pipeta y asegurdndonos de no
coger DNA.

De estos 500 pl de RNA cogemos 20 pl, los necesarios para nuestra técnica y los
mezclamos con 180 ul de Lynorhag en un vial que tendrd como destino la maquina
de andlisis RD-100i°.

Necesitamos una muestra aun mas diluida por si el andlisis en la primera parte
resultara sospechosos de contaminacion. Por lo tanto de este ultimo tubo Eppendorf
con 180 pl Lynorhag + 20 pl RNA sacamos 20 pl que tendran como destino otro tubo

con 180 pl de Lynorhag (muestra mas diluida).

Los resultados se clasifican seglin nimero de copias detectadas en la muestra. Esto es:

Mayor o igual a 5000 copias: resultado de macrometadstasis.

Mayor o igual a 250 copias y menor a 5000: resultado de micrometastasis.

Menor de 100 copias: resultado negativo.

Mayor o igual a 100 copias y menor a 250. El resultado es negativo. Seria positivo si la

muestra diluida a 1:10 tiene mds de 250 copias.
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7.3. Interpretacion del SE

El examen y diagndstico anatomopatoldgico de las muestras procesadas con ambos
métodos (H-E seriada + IHQy OSNA®) se lleva a cabo de forma ciega e independiente por
los patdlogos del drea de patologia digestiva y distintos del responsable del estudio
anatomopatolégico de la pieza quirdrgica, quien sélo finalmente tiene acceso a la

totalidad del material para efectuar el diagnédstico definitivo.

Los restantes ganglios linfaticos en el grupo estudio (a excepcidn de aquél que sigue el
procesamiento igual al del ganglio centinela), tumor primario y los mérgenes de reseccion
se examinaran de acuerdo al procedimiento anatomopatolédgico estandar, asi como la

totalidad de la pieza del grupo control.

Resultados:

e Células Tumorales Aisladas (grupos de 10-20 células) o Colonias Tumorales (grupos
de mas de 20 células y de tamafio menor a 0,2 mm): grupos tumorales detectados
de forma aislada o en grupos en la regién subcapsular o intersticio, sin contacto con
la pared de los senos y sin reaccion estromal alrededor. Su deteccién no comporta
cambio de la estadificacidn, pero se especificara como pNO(i+).

*  Micrometdastasis: acimulo de grupos tumorales (o celulares) entre 0,2 y 2 mm. Si
modifica la estadificacién: pN1(mi).

*  Metdstasis: afectacion metastdsica de mas de 2 mm: pN1.
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En ambos grupos las piezas de reseccién son analizadas por el Servicio de Anatomia

Patoldgica segun los criterios del UICC 2010.

Consideraremos afectacién metastdsica ganglionar (N+) si al menos un ganglio linfatico
esta afectado por la neoplasia. No se diferenciara entre N1, N2 6 N3 para el andlisis de
estos resultados, pero la estadificacion linfatica exacta del paciente quedara reflejada en

su historia clinica.

8. RECOGIDA DE INFORMACION

La base de datos que se ha configurado para este estudio recoge un total de 83 variables
por paciente que describen los pardmetros clinicos, diagndsticos, técnicos, terapéuticos y

evolutivos especialmente relevantes para el andlisis de los datos.

Para evitar la aparicion de errores sistematicos durante la recogida de datos se ha
procedido a categorizar sistematicamente la mayoria de las variables cuantitativas de
forma excluyente, con la intencion de minimizar las probabilidades de error y

homogeneizar el rango de valores posibles para cada variable.

Todos los pardmetros estudiados contemplaban la posibilidad de presentar un “valor
perdido” (“Missing value”) que es definido en las variables cualitativas como una
categoria independiente y en las variables cuantitativas o temporales como un espacio en

blanco, quedando esta informacién para el posterior analisis estadistico.
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8.1. Informacion clinica

De cada uno de los casos incluidos en el estudio se recogié informacién relacionada tanto

con el tumor como con el paciente:

8.1.1. FILIACION

Nombre, nimero de historia clinica, sexo y fecha de nacimiento. Obtenidos de la historia

clinica electréonica (programa informatico Selene) del Hospital Universitario de

Fuenlabrada.

A cada paciente se le asignd un numero de caso correlativo en el momento de su

inclusidn en el estudio dentro de cada grupo.

8.1.2. INFORMACION CLiNICA

a) Antecedentes personales, oncoldgicos y enfermedades concomitantes.

b)  Grado ASA en la valoracién anestésica preoperatoria (clasificacidon del estado fisico

de la Sociedad Americana de Anestesiologia). Se considera ASA | para pacientes

sanos, ASA Il para pacientes con enfermedad sistémica leve sin limitacién funcional

importante, ASA Ill para pacientes con enfermedad sistémica severa con limitacion
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funcional, ASA IV para pacientes con enfermedad sistémica severa que supone
amenaza para la vida y ASA V para pacientes en fase terminal que no se espera que

sobrevivan a la intervencion.

c) BMI o indice de masa corporal en el momento de inclusion.

d)  Datos clinicos preoperatorios relacionados con el tumor:

- Datos analiticos: hemoglobina, hematocrito, albumina, proteinas totales,
marcadores tumorales (CEA o antigeno carcinoembrionario, Ca 19,9 o antigeno
carbohidrato 19,9).

- Localizacién del tumor.
= Estadificacion TNM clinico-radiolégica: mediante TC multidetector de 16

detectores-vdlvulas. Asi denominamos, en consenso con los radidlogos
inmersos en nuestro estudio y especialistas en radiologia oncoldgica
abdominal, cTx al tumor desconocido, cT2 é menor al tumor que invade la
muscular sin sobrepasarla, cT3-4a al tumor que rompe la capa muscular,
aunque no es posible discernir entre la invasidn del espacio subseroso o
infiltracion y rotura de la serosa (no es posible distinguir entre T3 y T4a) y
cT4b a la invasién de érganos o estructuras vecinas.
= Descripcidn endoscépica del tumor.

= Situacion clinica local del tumor al diagnéstico (obstruccion, endoprotesis).
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8.1.3. DATOS DE LA CIRUGIA

- Técnica laparoscdpica o laparotomia.

- Técnica quirdrgica resectiva.

- Exito del mapeo linfatico: determinar si el ganglio centinela es encontrado con
éxito o no en el grupo estudio.

- Cirujanos expertos o no en la técnica de mapeo linfatico en el grupo estudio (lo
son los que tienen experiencia previa en deteccién del ganglio centinela en

cirugia de mama y/o melanoma).

8.2. Datos anatomopatoldgicos

8.2.1. ESTUDIO CONVENCIONAL CON H-E

Datos obtenidos del informe anatomopatoldgico de cada espécimen:

a)  Tumor principal: siempre adenocarcinoma (tipo histoldgico).

- Grado histoldgico.

- Tamafio (pT). De acuerdo con la clasificacion TNM (72 Ed.).

-  Profundidad de los T3 en mm.

- Espesor del tumor en cm.
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b)

d)

- Aspecto macroscoépico: exofitico, endofitico, polipoideo, circunferencial (> 75%
de la circunferencia coldnica).

- Tipo de crecimiento: expansivo o infiltrativo.

- Invasién vascular, linfatica y/o perineural, segun clasificacionn TNM 72 Ed.

- Respuesta linfocitaria intratumoral y/o peritumoral tipo Crohn.

Afectacidn ganglionar (pN). Incluye el estudio convencional del ganglio centinela. La
afectacion ganglionar se estudié segin el nimero de metdstasis ganglionares
encontradas en cada paciente, dividiéndose en pNX, pNO, pNOi+, pN1 (a, by c) y
pN2 (a, b), segln la clasificacién TNM 72 Ed. Se considerd a las micrometastasis
ganglionares como ganglio con afectacién tumoral. El hallazgo de células aisladas

tumorales se describié como NOi+.

- Numero total de ganglios analizados.
- Numero de ganglios positivos en relacidon con el nimero de ganglios analizados

por paciente.

Presencia de metastasis a distancia (M). Para determinar la presencia de metastasis
a distancia se consideraron tanto los hallazgos intraoperatorios como los obtenidos

mediante pruebas de imagen.

Estadio tumoral. Se calculé el estadio tumoral, categorizandose, segun la 72 edicion

de la clasificacion TNM, en estadio O, estadio |, estadio IlA, estadio 1B, estadio IIC,
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estadio IllA, estadio 1lIB, estadio IlIC y estadio IV tal y como se decribe en la

introduccion.

8.2.2. SUPERESTUDIO EN EL GRUPO ESTUDIO

a)

Datos sobre el ganglio centinela.

- Numero de ganglios centinela encontrados y el porcentaje de éstos que estan
afectados por metastasis.

- Tamafio del ganglio centinela en cm (didmetro del ganglio de mayor tamano del
grupo de ganglios centinela).

- Peso del ganglio centinela en mg (peso del ganglio de mayor tamafio).

- Estudio especifico del ganglio centinela (superestudio): H-E en cortes seriados,
inmunohistoquimica (IHQ) y reaccion en cadena de la polimerasa del RNA

mensajero o PCR mRNA (OSNA®).

Datos del subgrupo no centinela: H-E en cortes seriados e inmunohistoquimica

(IHQ).
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9. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cualitativas estudiadas se describen con su distribucion de frecuencia y se
2 .
comparan con la prueba X“ de Pearson o con la prueba exacta de Fisher cuando no se

cumplen las condiciones de aplicacion (valores esperados en las celdas <5).

Las variables cuantitativas se describen con su media, su desviacidon estandar y sus
intervalos de confianza al 95%. La asociacion o independencia de las variables
cuantitativas se ha estudiado con la prueba t de Student o U de Mann Whitney previo

analisis de la normalidad de las distribuciones con la prueba de Saphiro-Wilks.

La comparacion de variables cuantitativas con mas de dos categorias se ha analizado con
la prueba del analisis de la variancia (ANOVA). Si no se cumplian sus criterios de aplicacion

se usé la prueba no paramétrica de Kruskall-Walis.

Se ha hecho un estudio experimental de tipo quasiexperimental para comparar la
estadificacion conseguida con el superestudio del GC en un grupo de pacientes a los que
se realiza una BSGC con la estadificacién conseguida con el estudio histopatoldgico

estandar del grupo control.

Se ha considerado patrén oro o gold standard diagnéstico al informe definitivo del

patdlogo de la pieza de la linfadenectomia.
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La significacidon estadistica entre las proporciones representativas de cada uno de los
indices de validez de los diferentes diagndsticos se ha evaluado comparando la amplitud
de los intervalos de confianza. Se consideré significacion estadistica un nivel p<0,05. Se
compard la validez global del diagndstico clinico entre el estudio habitual y el

superestudio.

El efecto de la superestadificacidn con respecto al grupo control se ha evaluado con la

Odds Ratio, su intervalo de confianza al 95% y la significacion estadistica.

Se disefid una hoja de recogida de datos ad hoc y los datos se registraron en una base de
datos relacional y normalizada disefiada en Access 7.0. El andlisis estadistico se hizo con el
programa estadistico SPSS 19.0 para Windows y el andlisis epidemioldgico con el

programa EPIDAT v2.

10. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

10.1. Recogida de datos

Se trata de un estudio experimental de tipo quasiexperimental prospectivo con un grupo
estudio en el que se realiza una intervencién que se compara con el grupo control. En
algunos pacientes no se han obtenido datos completos en todas las variables. Hemos
obtenido la informacién disponible y los datos no registrados se han codificado como

perdidos. Se ha valorado posteriormente si la proporcién de datos no obtenidos de una
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determinada variable era demasiado elevada como para realizar andlisis estadisticos

sobre ella.

10.2. Sesgo de verificacion diagnodstica

El sesgo de verificacion diagndstica consiste en la determinacidn de la validez diagndstica
de forma sesgada si no se realiza el patrén oro a todos los pacientes y se da por sentado
el diagndstico de la prueba a evaluar como diagndstico definitivo. Todos nuestros
pacientes fueron evaluados con la prueba diagndstica y el patrén oro por lo que hemos

controlado el sesgo de verificacién diagndstica.

10.3. Sesgo de sospecha diagndstica

El sesgo de sospecha diagndstica consiste en la evaluacién de las dos pruebas sin
cegamiento y el diagndstico por parte del patrén oro se hace conociendo el diagndstico
previo de la prueba a evaluar. Esto puede condicionar el resultado de la validez de la
prueba. En nuestro caso el diagnéstico de la intervencidon y del estudio estandar se
hicieron de forma ciega e independiente por lo que podemos garantizar el control de este

sesgo de sospecha diagndstica.
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10.5. Sesgo por tamaiio muestral

Se ha hecho una estimacion de tamafio muestral para garantizar la precisién de los
resultados. Asi hemos podido controlar el sesgo sistematico de estimacion imprecisa

debido a la no adecuacion del tamano de la muestra.

11. ASPECTOS ETICOS

A todos los pacientes se les realiza la misma técnica quirdrgica. No existen pruebas
adicionales ni cambio en la actitud en los pacientes en los que se estudia el ganglio

centinela.

Para la realizacién de pruebas diagndsticas con isétopos radioactivos no es necesario
rellenar especificamente una hoja de consentimiento informado segin normas de BOE.
Aln asi, los pacientes de este estudio sometidos a mapeo linfatico con radioisétopo
fueron especificamente informados mediante consentimiento informado especifico
disefiado para este fin. De esta forma pudieron rechazar libremente su participacién en el
estudio. A los pacientes que no deseaban participar en el estudio se les realizaba la
técnica quirdrgica convencional que no incluye el estudio del ganglio centinela y se

consideran grupo control.
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El protocolo ha sido revisado, aprobado y tutelado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica del Hospital Universitario de Fuenlabrada. El equipo investigador siguid todas las

normas citadas por el Comité de Etica e Investigacidn Clinica que autorizé este estudio.

Esta investigacién se ha realizado de acuerdo a las normas de buena practica clinica para
estudios en humanos con plena aceptacion de las normas éticas vigentes (Declaracién de
Helsinki, revision de Edimburgo 2000) y respetando todos los aspectos establecidos en la

legislacién vigente en materia de investigacion clinica.
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V. RESULTADOS
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1. POBLACION

El grupo estudio incluye 83 pacientes, todos ellos pertenecientes al Area de influencia del
Hospital Universitario de Fuenlabrada. Se afiaden pacientes de forma prospectiva desde

el ultimo trimestre de 2010 al primer trimestre de 2014.

El grupo control incluye 92 pacientes, durante el mismo periodo de tiempo y

pertenecientes al mismo Area de influencia.

En cuanto al grupo estudio, partiendo de la peticién del radiois6topo al Servicio de
Medicina Nuclear tenemos 83 pacientes: cinco de éstos no se sometieron a mapeo
linfatico, aun habiéndose realizado dicha peticién, por: tumor muy voluminoso que
infiltra asa yeyunal con gran plastrén inflamatorio, paciente en que el tumor primario, de
forma intraoperatoria, resultd ser de recto, tumoracién con gran plastrén inflamatorio
peritumoral con biopsia inespecifica, falta de coordinaciéon entre cirujano y médico
especialista de Medicina Nuclear y pélipo tatuado, inextirpable endoscépicamente, en el

que se realizé polipectomia a través de colotomia, sin linfadenectomia.

Ademads, en siete pacientes en los que se realizd el mapeo linfatico, el resultado final
anatomopatoldgico informé de enfermedad no invasiva (seis pacientes con adenoma

tubulo-velloso y uno con diagndstico definitivo de diverticulitis).
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Por lo tanto, un total de 71 pacientes en el grupo estudio con cancer de colon invasivo
fueron sometidos a mapeo linfatico con radiotrazador y localizacién de ganglio centinela

con gammacamara portatil.

83 casos GC programado

5 no realizado:

- plastron inflamatorio 2

- tumor de recto 1

- falta de coordinacién entre cirujano
y Medicina Nuclear 1

- polipectomia 1

78 casos

7 enfermedad benigna:

- 6 adenoma tlbulo-velloso
- 1diverticulitis

71 casos

Figura 7: Diagrama de flujo del estudio en el grupo estudio.

En cuanto al grupo control, contamos con 92 pacientes (los pacientes operados por CC
durante el mismo periodo de tiempo que no entran en el grupo estudio porque rechazen
el consentimiento para ello o por ser intervenidos por cirujanos que no participan en el

estudio).

De éstos hay 20 que no cumplen los criterios de inclusién por los siguientes motivos:
cirugia urgente (11), cirugia paliativa (4), tumor sincronico (1), neoplasia mucinosa
apéndice (1), adenocarcinoma ileon (1), adenocarcinoma no infiltrante (1), adenoma

tubulo-velloso (1).
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Tras esta seleccidon quedan 72 pacientes cuyos datos son recogidos de forma prospectiva
de las historias clinicas en el sistema informatico Selene, incluyendo los mismos datos que

en el grupo estudio.

2. ESTADISTICA DESCRIPTIVA

2.1. Caracteristicas clinicas de la poblacion

Se especifican en la Tabla 8.

Los unicos datos con diferencia significativa en ambos grupos son la edad, con una media

de 69,17 en el grupo estudio y de 65 en el grupo control (p=0,001) y el hematocrioto: en

el grupo estudio un 53,5% tienen hematocrito >34% mientras que en el grupo control se

encuentran en este rango un 76,38% (p=0,02). Ninguna de estas dos caracteristicas afecta

al estudio ganglionar.

Por lo demds son grupos superponibles y comparables en cuanto a las caracteristicas de

los pacientes.
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Tabla 8: Caracteristicas clinicas preoperatorias

I grupo estudio n=71 | grupo control n=72 I P
n % n %
Edad
>70 35 49,3 26 36,11 0,19
<70 36 50,7 45 63,88 0,17
media (DE) 69,17 (11, 45) 65 0,001
rango  37-91 36-86 0,4
Sexo
mujer 26 36,6 29 40,27 0,17
hombre 45 63,4 43 59,72 0,52
IMC
<25 (normal) 24 33,8 12 16,66 0,26
0 (sobrepesa) 27 38,02 26 36,11 0,57
30 (obesidad) 20 28,1 34 47,22 0,17
ASA
I 1 1,4 1 1,38
I 40 56,3 45 62,5 0,19
1 27 38 94,30% 25 34,72 97%
v 3 4,2 1 1,38
Hematocrito
>34% 38 53,5 55 76,38 0,02
30-34% 20 28,2 8 11,11 0,33
<30% 13 18,3 9 12,5 0,64
Alblimina
23'5 gr/dl a6 64,8 53 73,61 0,18
<3'5 gr/dl 18 25,4 16 22,22 0,58
perdidos 7 9,9 3 4,16 0,7
CEA*
<6'3 55 77,5 48 66,66 0,25
>6'3 13 18,3 19 26,38 0,61
perdidos 3 4,2 5 6,94 0,67
CA 19-9%*
<35 57 80,3 53 73,61 0,13
=35 & 8,5 11 15,27 0,59
perdidas 3 11,3 8 11,11 0,77
Estadificacian Clinica
cT
cTx 15 21,1 7 9,72 0,62
<cT2 11 15,5 22 30,55 0,35
T3-4 a5 63,4 42 58,33 0,49
perdidos 1 1,38
cN
cNO 29 40,8 36 50 0,33
cN1 38 53,5 31 43,05 0,24
cN2 4 56 4 5,55 0,21
perdidos 1 1,38

*CEA: Ag. Carcinoembrionario en mg/dL (valor normal: D-6,3)
** CA 19-9; Ag. Carbohidrato 19,9 en Ul/mL (valor normal: 0-35)
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2.2. Caracteristicas del tumor

Especificadas en la Tabla 9.

Tabla 9: Caracteristicas del tumor

| grupo del GC n=71 | grupo control n=72 | P |
n %% n %
Localizacién colon
ciego 10 14'1 8 11,11
ascendente 16 22'5 :|~dcho: 31 (43'7%) 19 26,38 } dcho: 27 (51,371%) 0,48
transverso = 7 10 13,88
dESEE”;:”mt: 3‘1 43?,5; i|>izdn: 40 (56'3%) 350 ffés } izdo: 35 (48,6%) e
Macro Endosc*
plano-deprimido 19 26'8 18 25 0,54
vegetante-excrecente 52 732 52 72,22 0,5
perdidos 2 2,77
Macro AP**
circunferencial endofitico 23 32'4 . ) ) 19 26,38 . . 0,08
AT | 19 26'8 ]»cnrcunferencnal =50 13 18,05 } circunferencial > 50%
endofitico 15 21'1 27 37,5 0,15
exofitico 9 12'7 8 11,11 0,74
polipoideo i 7 B 6,94 0,78
Tipo Histolégico
convencional 67 a4'4 65 90,27 0,48
mucinoso 4 56 7 9,72 0,62
Grado Histolégico
bien diferenciado ] 12'67 18 25 0,32
moderadamente diferenciado 56 78'87 40 55,55 0,03
pobremente diferenciado 6 8'45 14 19,44 0,66
Estadificacion anatomopatoldgica
pT
EI; ; 1'20; T1-2: 14 (19,74%) 153 féggs pT1-2: 18 (24,99%) L2
pT3 47 66'2 . 37 51,38 0,27
oTa 0 i T3-4: 57 (80'3%) 17 23,61} pT3-4: 54 (74,99%)
pN (estudio convencional) -
pNO-NOi+ 39 54's 29 40,27 0,27
piN1-2 32 45'1 43 59,72 0,11
pN (superestudio)
pNO-NOi+ 38 53'5
piN1-2 33 46'5

*Macro Endosc: aspecto macroscopico en colonoscopia
**Macro AP: aspecto macroscopico en anatomia patoldgica

Como queda reflejado, la Unica diferencia con significacién estadistica en cuanto a las
caracteristicas del tumor en ambos grupos es que el porcentaje de tumores con grado
histolégico moderadamente diferenciado es menor en el grupo control que en el grupo

estudio (78,87% en el grupo estudio frente a 55,55% en el grupo control, p=0,03); esto es



Resultados

100

a expensas de un mayor porcentaje de tumores pobremente diferenciados en el grupo

control (19,44% frente a 8,45%), pero esta diferencia no tiene sifnificacidn estadistica.

Como esta descrito en la literatura, mas del 90% de los casos (94,4% en grupo estudio y

90,27% en grupo control) en nuestro estudio presenta un adenocarcinoma convencional,

siendo mucinoso Unicamente el 5,6%-9,72% respectivamente.

La clasificacién N clinico-radioldgica se basa Unicamente en cambios y caracteristicas

macroscopicas de los ganglios linfaticos locorregionales.

Tabla 10: Distribucion de pacientes por estadio

Grupao estudio

Grupo control

ECn=71 SEn=71 n=72

[ 10(14,1) 10(14,1) 0,42 0,82 (0,33-2,03) 12 (16,6) 0,42 0,82 (0,33-2,03)
A 23(32,3) 22(31) 0,34 1,25 (0,61-2,55) 20(27,77) 0,41 1,17(0,57-2,41)
Ii:: 3(4,2) 3(4,2) 0,49 1,54 (0,24-9,53) 2(2,77) 0,49 1,54 (0,24-9,53)
Ic 0 0 2(2,77)

NA  5(7%) 5 (7%) 0,62 1,02 (0,28-3,67) 5 (6,54) 0,62 1,02 (0,28-3,67)
NB 14(19,7) 13(18,3) 0,39 1,23 (0,53-2,88) 12 (16,66) 0,48 1,12 (0,47-2,66)
Nc  10(14)  12(16,9) 0,39 1,31 (0,49-3,54) 8 (11,11) 0,22 1,63 (0,62-4,26)
VA 5(7) 5(7) 0,29  0,61(0,19-1,95) 8 (11,11) 0,29 0,61 (0,19-1,95)
VB 1(1,4) 1(1,4) 0,31 0,33 (0,03-3,19) 3(4,16) 0,31 0,33 (0,03-3,19)

La distribucion de los pacientes por estadios en ambos grupos es superponible.
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2.3. Deteccion del ganglio centinela en el grupo estudio

Un total de 71 pacientes con CC invasivo fueron sometidos a mapeo linfatico.

Se define la tasa de deteccidon del GC como el nimero de casos en los que ha habido
confirmacion histopatoldgica por el patélogo de la existencia real de ganglios linfaticos en
el fragmento de mesocolon que le hemos enviado dividido por el nimero total de casos
en los que se ha intentado x 100%. Esta confirmacion por parte del patdlogo quiere decir
que no ha habido ningun problema en la realizacién de la técnica en la fase “in vivo” ni en
la busqueda “ex vivo” del ganglio centinela en el espécimen quirurgico, considerandose

por tanto éxito de deteccidn. Esto es aplicable sélo al grupo estudio.

Definimos la detecciéon del GC como:

A: negativo en quiréfano. No migracidn del isétopo, en quiréfano somos incapaces

de detectar la supuesta zona que mas capta. Fallo de deteccidn (cinco casos).

B: negativo en el estudio anatomopatoldgico. El médico que realiza el mapeo cree
qgue encuentra el GC (en quiréfano se detecta una zona que parece GC y se envia
como tal) pero no lo confirma el patélogo. Fallo de deteccidn en quiréfano o en la

busqueda por parte del patélogo (cuatro casos).

OK: el patdlogo confirma que en la pieza enviada como GC se encuentran uno o

mas ganglios linfaticos. Exito de deteccién (62 casos).
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Por tanto nuestra tasa de deteccidn del GC es de 62 de 71 pacientes (87,32%) en los que
el patélogo nos confirma la existencia de ganglio linfatico en la muestra enviada. En
cuatro de los pacientes el patdlogo no encuentra el ganglio centinela y cinco no llegan al
patdlogo porque no se encuentra ganglio linfatico en quiréfano (fallo de técnica). Total:
nueve pacientes con fallo de técnica en la intervencién en el grupo estudio que supone la

deteccion del GC.

Falle deteccian:
q

12.7%

Exito: 62
87.3%

Figura 8: Exito en la deteccion del ganglio centinela

2.4. Estudio Ganglionar

Para hacer el estudio histopatolégico, se aislan los ganglios de la linfadenectomia
(NoCent) segun el protocolo descrito. Los GC se aislan en el fragmento de mesocolon

remitido, se cuentan, se miden y se pesan.

Todos los ganglios de ambos grupos se someten a EC segun el procedimiento descrito.
Ademas se realiza el SE del GC en el grupo estudio que comprende H-E seriadas sobre
ganglios centinela (62 casos) ademas de IHQ de los mismos en 46 pacientes en los que la
H-E seriada ha resultado negativa; por otro lado, e independientemente del resultado de

la H-E seriada se realiza estudio OSNA” en 46 pacientes que tienen ganglio centinela con



Resultados 103

peso suficiente para hacerlo (>80 mg). También se realiza SE sobre un subgrupo de
ganglios no centinela para aumentar la validez del estudio. El subgrupo consta de dos
ganglios seleccionados aleatoriamente del resto de la linfadenectomia. Sobre éstos se
realiza H-E basica, H-E seriada e IHQ si ésta es negativa. En estos no se realiza OSNA® por

circunstancias de disponibilidad.

En la pieza de linfadenectomia del grupo control se hace el estudio histoldgico estandar

que es el decrito previamente como EC.

Tabla 11: Resumen del estudio ganglionar

Grupo estudio (SE) Grupo control p
n 71 72
Tasa deteccién GC 87,3% (62/71)
Exactitud GC 80,64%

8 CTA en 8 pacientes
de 62 (12,9%)
5 MM en 4 pacientes

Tasa deteccion MM y CTA 0%
dsa deteccion Y de 62 (6’45%)
Tasa de deteccion de
CTA + MM 19,35%
1 1/5 (20%) 0/5 (0%) 0,51
. mn 3/9 (33,33%) 6/13 (46,15%) 0,44
%N in tad
%N positivo por estadio 1y 23/47 (48,93 17/37 (45,94%) 0,48
T4 6/10 (60%) 12/17 (70,58%) 0,44
Tasade N + ient
asa de N + {pacientes 33/71 (46,47%) 35/72 (48,61%) 0,47
N+/total pacientes)
1310 1467

Ganglios estudiados 0,001

(18,45/ paciente) (20,66/ paciente)

Como vemos en la tabla, destaca el hecho de que la detecciéon de MM y de CTA es del 0%

en el grupo control, poniendo en evidencia la escasa capacidad del EC para diagnosticar la
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afectacién ganglionar de pequefio tamafio, como se refleja en la literatura. En el SE del
grupo estudio se detectan ocho CTA y cinco MM distribuidas en cuatro pacientes.
Sumando ambas, la tasa de deteccién de hallazgos en forma MM + CTA tanto de GC como
GnoC en el SE es del 19,35% de los pacientes. Los cuatro casos de MM son en GC (en el
paciente en el que se encuentras dos MM éstas se reparten una en GC y otra en GnoC)
pero de las CTA, seis se encuentran en GC y dos en GnoC. Por lo tanto, si nos centramos
en los hallazgos del SE del GC, esta tasa es del 16,13% (cuatro MM + seis CTA). De la

relevancia clinica de estos hallazgos hablaremos mas adelante.

Por otro lado, llama la atencidn la diferencia estadisticamente significativa del nimero de
ganglios estudiados, a favor del grupo control (media de 20,66 ganglios, siendo de 18,45
en el grupo estudio, p=0,001), lo cual va en contra de lo esperado. Ambas medias de
numeros de ganglios se encuentran ampliamente por encima del nimero de ganglios

internacionalmente recomendados para que el estudio sea valido.

Tabla 12: Comparacion de la afectacion ganglionar en ambos grupos

Pacinetes N + %
Grupo estudio £C e 45,07
SE 33/71 46,47
Grupo control 35/72 48,61
EC 0,39
P EC-SE 0,47
OR (ICass) EC 0,87 0,44-1,67

EC-SE 0,92 0,48-1,76
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En cuanto al numero de pacientes N positivos, no hay significacién estadistica
comparando el porcentaje de casos N positivos del EC con el SE del grupo estudio ni éstos

con el grupo control.

En el grupo control hay un 48,61% (35 de 72) de casos N positivos mientras que en el
grupo estudio el 45,07% (32 de 71) del EC sube a un 46,47% (33 de 71) con el SE. Estas

cifras se encuentran dentro de lo esperado.

2.4.1. HALLAZGOS DE MM Y MACROMETASTASIS CON EL SE

El mayor numero de ganglios examinados en el espécimen resecado estd claramente

asociado con mejores resultados de supervivencia e intervalo libre de enfermedad.

En nuestro grupo estudio se aislan un total de 1.310 ganglios en los 71 pacientes de la
muestra completa (18,45 ganglios/ paciente). En los 62 pacientes en los que se consigue
la deteccidn del GC, se aislan 1.164 ganglios en total. De éstos, 145 en 62 pacientes son
GC (2,34 GC por paciente) y 1.019 son no centinela (que incluye 124 del subgrupo de SE

de GnoC con el resto de ganglios de la linfadenectomia) en 62 pacientes.

En total se superestudian 145 ganglios centinela y 124 del grupo no centinela (269

ganglios, de los cuales 112 son positivos).
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Tabla 13: Detalle de los ganglios estudiados

N total
ganglios N2 ganglios + % ganglios +
estudiados
~ EC 1310 101 7,71
EMPREEE (o 1310 112 8,54
Grupo contral 1467 123 9,06
EC 0,97
P EC-SE 0,88
EC 0,99 0,76-1,31
OR (ICoss) EC-SE 1,02 0,78-1,33

No hay significacidn estadistica en el porcentaje de ganglios afectados en ambos grupos

ni con las distintas técnicas, aunque el porcentaje sea mayor en el grupo control y con el

SE del grupo estudio (7,71% de ganglios positivos en el grupo estudio con ECy 8,54% con

SE; 9,06% en grupo control), lo cual es contrario a lo publicado en la mayoria de las series.

Sobre el nimero global del grupo estudio (71 casos), el nimero de ganglios positivos para

metastasis es de 101/1.310 (en 32 pacientes) con el estudio convencional y 112/1.310 (en

33 pacientes) con el superestudio. Es decir, 11 ganglios linfaticos que con el EC habian

resultado negativos, son positivos con el SE.
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101son+

Rresultado del estudio
convencionalen los 71 1310 gagnlios
pacientes

1209son -

112son+

Resultado del 1310 gagnlios
superestudio expresado (s6lo en 269 de éstos se

sobre 71 pacientes hace el superestudio)

1198 son -

Figura 9: Esquema de los resultados del estudio de los ganglios del grupo estudio

Si analizamos exclusivamente los 62 casos con ganglio centinela aislado, las cifras son las

siguientes:

Tabla 14: Ganglios positivos en relacidn al total de ganglios del grupo estudio
Estudio de la linfadenectomia (n=62)

Estudio convencional  Superestudio p
GRUPO ESTUDIO

Numero total de ganglios positivos en

101/1.164 112/1.164 0,43
la serie

De los 11 ganglios hallados como positivos con el SE en el grupo estudio, nueve son
detectados en el SE del GC (en ocho pacientes) y dos en el SE del subgrupo del GnoC (en

un paciente que ademas tiene positivo el SE del GC, por lo tanto incluido en los ocho
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pacientes del grupo descrito anteriormente). Es decir, que el SE del grupo estudio aporta

informacién de 11 ganglios pero en ocho pacientes.

Tabla 15: Hallazgo de MM y macrometastasis con el SE del grupo estudio

Hallazgo de MM en 11 GC con el SE de 8 pacientes

macrometastasis

H-E ser . .
macrometastasis
MM
IHQ MM
GC MM~
MM
. . B
OSNA macromete?stasm
macrometastasis
macrometastasis
H-E ser macrometdastasis”
GnoC N
IHQ MM

#En el mismo paciente
>EN el mismo paciente

De los nueve ganglios rescatados en el grupo del GC del grupo estudio como afectados

por el SE tenemos:

e Dos por H-E seriada, ambos hallazgos de macrometdstasis.
e Tres por IHQ, todos hallazgos de micrometdstasis.

® Ve . . ’ .
e Cuatro por OSNA , con tres macrometastasis y uno micrometastasis.
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De los dos ganglios rescatados en el subgrupo GnoC:

* Uno por H-E seriada, macrometastasis.

* Uno por IHQ, micrometastasis.

2.4.2. CELULAS TUMORALES AISLADAS

En cuanto a las células aisladas, CTA en adelante, (NOi+), en nuestra serie del grupo

estudio encontramos ocho ganglios con CTA en ocho pacientes, todas en el SE, no

encontrando ningun caso en el EC de ninguno de los dos grupos.

Ganglios en los que se encuentran CTA

en el SE
pNO(i+)
GnoC IHQ DNO(i+)
pNO(i+)
pNO(i+)
IHQ pN+
GC
pN+ Ya son N+
pN+ antes de CTA
OSNA pN+

Figura 10: Relevancia del hallazgo de CTA

Cuatro de los casos son NO, por lo tanto tras el SE pasan a ser NO(i+) pero los otro cuatro
casos ya son N positivos por algun otro ganglio de la linfadenectomia, por lo que este

hallazgo no aporta nada a la estadificacion.
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2.4.3. RESUMEN DE LOS HALLAZGOS EN EL SE DEL GRUPO ESTUDIO

En total hay ocho pacientes en los que se detectan nuevos ganglios positivos gracias al SE

del GC.

Tabla 16: Cambios de N y estadio tras SE del GC

n2 caso pTN EC* estadio EC* GC en EC pTN SE**  estadio SE**
16 T3N1b (2) e NEG (skip) T3N1b (3) s
17 T3N1b (2) 1113 NEG (skip) T3N1b (3) B
394 T4N1b (3) e NEG (skip) T4N2a (6) nc
477 T4N1b (3) B POS TaN2a (4) nc
53 T3N2b (13) e NEG (skip) ~ T3N2b (14) nc
62 T3NO (0) 1A NEG T3N1a (1) nB
64 T3N1b (2) 1113 NEG (skip) T3N2a (4) e
770 T3N1a (1) B POS T3N1b (2) s

* EC: estudio Convencional. ** SE: Superestudio
# este es el Unico caso en que se identifica ademas MM en el SE del subgrupo
NOCENT (con otros ganglios + en EC)

M en los casos 47 y 77 el GC eraya + en EC

En seis de ellos el GC se rescata como positivo para metastasis (por tanto, falsos negativos
del GC en estudio convencional), encontrando tanto micro como macrometastasis, como
se describe en la tabla (Hallazgos de MM en 11 GC con el SE en 8 pacientes). En los otros

el GC ya era positivo en el EC, por lo que el SE no aporta nada en su estadificacién.

De estos seis pacientes, uno N negativo pasa a ser N positivo (de NO a N1la) gracias a
OSNA’ (caso 62, sin otros ganglios positivos), supraestadificandose de IlA a IlIB. Los otros
cinco (casos 16, 17, 39, 53 y 64) dejan de considerarse skip metdstasis (“GC -, otros +” en
EC, pero ahora ya GC positivo) y reducen la tasa de skip metdastasis de manera

considerable (ver mas abajo), pero en ninguno de ellos se modifica la situacién NO/N+
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puesto que en todos ellos habia ganglios positivos en el resto de la linfadenectomia (y
siguen siendo N+), aunque si cambia el subindice N en dos casos (casos 39 y 64) y el
estadio en uno de ellos (caso 39, de IlIB a IlIC) al aumentar el numero de ganglios

afectados (ver tabla 16).

Ademads hay otros dos pacientes (casos 47 y 77) con GC positivo en EC, pero en los que
gracias al SE del GC se identifican mas GC positivos. No son por tanto skip metdstasis
rescatadas por el SE, pues ya eran positivos con el EC. Ambos cambian de subindice N
(N1b a N2a y N1a a N1b respectivamente) y uno de ellos de estadio (el caso 47, de IlIB a

e).

El resultado definitivo del superestudio sobre el GC se resume en la siguiente figura:

62 pacientes a los que se hace superestudio

8 (12,9%) modifican el nimero total de ganglios afectados

5 (8'06%) cambian subindice N

3 (4'8%) cambian de estadio

2 pac llIB-> 1lIC 1 pac (1'6%) IIA (NO) -> 11IB (N1a)
Figura 11: Resultado del SE del GC
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En resumen, hay ocho de 62 pacientes (12'9%) que modifican su niumero total de ganglios
afectados gracias al SE (con su posible implicacién prondstica), de los cuales cinco (5/62;
8’06%) modifican el subindice N y tres (3/62; 4'8%) modifican su estadio (entre los cuales
se cuenta el Unico (1/62; 1,6%) que pasa de N negativo a N positivo, y por tanto el Unico
en que cambiaria la decision de tratamiento quimioterdpico adyuvante segun los

estandares actuales.

De aqui deducimos que la tasa de supraestadificacion en de un 4,8% (tres pacientes

cambian de estadio de los 62).

Tabla 17: Supraestadificacion con el SE en el grupo estudio

EC(62) SE (62)
n2 ganglios + 101/1164 112/1164 0,43 0,89 0,67-1,18
3 pacientes N1b -> N2a 31IB 21C+11B
1 paciente N1a -> N1b 1B B
1 paciente NO -> N1a A B

Si tenemos en cuenta el nimero de casos en los cuales tras un SE del GC se revelan
depdsitos tumorales que de otra forma no hubieran sido detectados en nuestro estudio,
tenemos ocho pacientes. Otra cuestién muy importante a tener en cuenta es considerar
Unicamente los pacientes NO con EC como los Unicos susceptibles de hallazgos tras el SE.
Es decir, Unicamente los pacientes NO con EC pueden ser transformados en N+. Este

concepto es importante puesto que de 31 pacientes (31/62 NO con EC o 39/71 por
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intencién de tratar) NO con EC conseguimos hallar un paciente (3,22% sobre 62; 2,56%

sobre 71). Este hallazgo podria tener relevancia si se extrapola a un gran nimero de

pacientes y ademads si tiene implicaciones clinicas en la toma de decisiones terapéuticas.

Tabla 18: Estudio del GC en el grupo estudio

n %
Tasa de deteccion 62/71 87,32
Exactitud 50/62 62,5
Sensibilidad 20/32 62,5
Falsos negativos 12/32 37,5
N +enEC 32/71 45,07
N - en EC 39/71 54,92
CTA, MM, macrometastasis en GC 20/62 32,25
GC +, resto - 5/20 25
CTA 8/62 12,9
MM 4/62 6,45

Tabla 19: Hallazgos del SE en el grupo estudio distribuidos
segun técnica de estudio

Hallazgos del SE en el grupo estudio

2 macrometastasis en GC
1 macrometastasis GnoC
5CTAen GC
3 MM en GC

H-E ser

IHQ

2 CTA en GnoC
1 MM en GnoC

1 CTA en GC
OSNA 1 MM en GC
3 macrometastasis en GC

con SE

con SE
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Vemos que el superestudio no sélo revela MM y CTA que no se diagnostican en nuestra
serie con el EC, sino que también evidencia macrometdstasis que habian pasado
desapercibidas en el EC; la H-E ser es capaz de hallarlas cuando se encuentran alejadas
del centro del ganglio, que es la superficie valorada con le H-E en corte Unico. EIl OSNA®

valora la totalidad del volumen del ganglio.

Los resultados con EC y con SE sobre los 62 pacientes en los que se detecta el GC y sobre

la serie global (71 pacientes) se resumen en la tabla siguiente:

Tabla 20: Relacién GC/otros en el grupo con GC aislado y serie global en el grupo estudio
Tabla 19; relacién GC/otros en grupo con GC aislado y serie gobal, con EC y SE (disminucidn de la tasa de skip
metastasis y aumento de N positivos tras SE)

EC N=52 SE N=52 EC N=71 SE N=71
GC +, otros - 4 (6,45%) 5 (8,06%) 4 (5,63%) 5 (7,04%)
22,6% 32,3%
GC +, otros + 10 {16,12%]} 15 {24,19%}} 10 (14,08%) 15 (21,12%)
GC no encontrado 9 (12,68%) 9 (12,68%)
N+ 1 caso. N+ 1 caso.
GC -, otros - 31 (50%) } 2745 3O {48,38%}}_67 70 31 (43,66%) 30 (42,25%)
GC -, otros + 17 (27,41%) ' 12 (19,35%) ! 17 (23,94%) 12 (16,9%)
4+10+17= 5+15+12= 4+10+1+17= 5+15+1+12=
L2ILSL s 31 (50%) 32 (51'6%) 32 (45%) 33 (46,47%%)

El GC fue el Unico ganglio positivo (siendo el resto negativos) en cuatro pacientes en el EC,
gue se incluyen en definitiva como N positivos ya que el GC lédgicamente seria uno de los
ganglios aislados en un estudio estandar (en el que no se hiciese localizacién de GC). Si
atendemos al SE, el numero “GC +, otros —“ aumenta a cinco pacientes, rescatando el
falso negativo del EC que gracias al estudio con OSNA® en el GC pasa de NO a N positivo

(caso 62), supraestadificandose. Asi, en la serie de 62 pacientes se pasa de 31 pacientes N
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positivos a 32 (y por tanto de 31 pacientes NO a 30), mientras que en la serie global (71

casos) se pasa de 32 pacientes N positivo a 33 (y de 39 pacientes NO a 38).

3. CARACTERISTICAS DE LA INTERVENCION

3.1. Sensibilidad

Definimos sensibilidad de nuestra prueba intervencidon (deteccion y SE del GC) como la

capacidad de nuestro test de predecir el estado ganglionar N positivo (GC positivos del

total de N positivos).

Asi, la sensibilidad de nuestra prueba diagndstica con EC del GC seria 14/31 (45,16 %), es

decir, de 31 pacientes N positivos en la serie (62 pacientes), 14 tienen el GC positivo.

Tabla 21: Sensibilidad del EC de los pacientes con GC detectado = 14/31 = 45,16%

EC 62 N+ N- Total
GC+ 14 0 14
GC- 17 31 48
Total 31 31 62

Si anadimos el superestudio a nuestra prueba diagndstica, la sensibilidad mejora

notablemente, como refleja la tabla siguiente:
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Tabla 22: Sensibilidad del SE del GC = 20/32 = 62,5%

SE 62 N+ N- Total
GC+ 20 0 20
GC- 12 30 42
Total 32 30 62

No se pueden calcular los falsos positivos ni la especificidad de la prueba, ya que si el
estudio del GC es positivo, la linfadenectomia ya se considera N positivo, y por tanto es
imposible que haya un solo caso de ganglio centinela positivo con linfadenectomia

considerada negativa (que seria la definicion de falso positivo).

Mas adelante veremos que no en todas las publicaciones se definen los conceptos de la

misma manera, lo que explica la gran amplitud de cifras en lasmismas.

3.2. Tasa de falsos negativos

Definimos como tasa de falsos negativos al porcentaje de pacientes en los que la
intervencidn no es capaz de predecir el estado ganglionar N positivo (GC negativo del
total del N positivo, es decir, todos los pacientes con GC negativo en EC que pasan a ser
GC positivo tras el SE, seis pacientes: cinco skip metastasis + el caso niumero 62). Se

calcula sobre las mismas tablas que la sensibilidad.
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Si consideramos sélo el EC, el resultado seria del 54,83% (17/31). Si afiadimos el SE, cinco
pacientes desaparecerian del grupo de skip metdstasis, pasando de 17 a 12 y ademas el
paciente (caso 62) que se habia considerado NO con EC pasaria a ser N positivo. De esta

forma la tasa de falsos negativos baja al 37,5% (12/32).

3.3. Valor Global o Exactitud del test

Definimos valor global de nuestra intervencion como el porcentaje de pacientes
correctamente diagnosticados como NO é N positivos del total de la serie sobre la

muestra de 62 pacientes con GC aislado. Se calcula también sobre la misma tabla.

De éstos, con el EC tenemos 31 NO y 31 N positivos. De los 31 N positivos, el GC es
positivo en 14 y de los 31 NO, todos tienen el ganglio centinela negativo. Por lo tanto el

resultado es de 45/62, 72,58%.

Si consideramos el SE, la serie estaria compuesta por 30 pacientes NO (puesto que un
paciente que se consideraba NO pasa a ser N1 gracias al SE) siendo el ganglio centinela
negativo en todos ellos, y 32 N positivos de los cuales estarian bien clasificados como tal
20 pacientes con el ganglio centinela (14 previos + uno, el caso 62, que pasa de NO a N
positivos) + cinco skip metastasis rescatadas. Por lo tanto el resultado seria 50/62

(80,64%).



Resultados 118

En la siguiente tabla se muestra el resumen de la intervencion:

Tabla 23: Resumen de la estadistica descriptiva

ECGC SE GC p
SENSIBILIDAD 14/31 (45,16%) 20/32 (62,5%) 0,26
FALSOS NEGATIVOS 17/31 (54,83 %) 12/32 (37,5%) 0,26
VALOR GLOBAL 45/62 (72,58 %) 50/62 (80,64%) 0,39

3.4. Curva de aprendizaje

Consideramos la evolucién de la técnica a lo largo del tiempo. Los casos en los que

consigue aislar el GC se distribuyen segln la tabla:

Deteccion ganglio centinela

10 1

9 - & No deteecion
8 u Deteccidn
il

6 4

5 i

bl

3 4

il

ik

0 -

&{L

Figura 12: Deteccion del GC en el tiempo
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Se puede observar cdmo seis de los nueve fallos de deteccién se concentran en los casos
realizados en el 22 y 32 trimestre de 2011, cuando la técnica habia evolucionado a poco

mas de diez casos.
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VI. DISCUSION
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1. CALIDAD DEL ESTUDIO

A pesar de que tanto la incidencia como la mortalidad especifica por CCR se han reducido
gracias a las mejoras en el screening y tratamiento, éste continla siendo la tercera causa
de muerte por cancer a nivel mundial. El tratamiento de eleccién del CCR no metastasico
es la reseccion quirdrgica del tumor primario en blogque con los ganglios linfaticos
regionales. Esta linfadenectomia regional contribuye al control locorregional de Ia
enfermedad y su estudio histolégico establece la estadificacién y determina la indicacion
de tratamiento adyuvante (Compton CC et al. 1999; Chang GJ et al. 2007; Cohen AM et al.
1991), mejorando la supervivencia. Asi, el estudio de los ganglios linfaticos supone el

factor prondstico mas importante en el CCR sin metastasis a distancia.

Los pacientes encuadrados en estadios de mejor prondstico tedrico (lIB: TANOMO) que
otros (llIA: T1/2N1MO) tienen peor supervivencia a los 5 a (60,6% vs 73,7% SEER), lo que
puede relacionarse con la aplicacion de tratamiento adyuvante, (la mortalidad en el
seguimiento se reduce un 25% tras la administracidén del tratamiento adyuvante en los
casos de mal prondstico, fundamentalmente N positivos (IMPACT 1995)) que sélo se
considera indicado en el segundo grupo, con afectacién ganglionar confirmada. Esto hace
pensar que determinados pacientes seleccionados de este grupo (estadio IlI) puedan

beneficiarse de las ventajas de tratamientos adyuvantes.

Alrededor de un 30% de los pacientes con reseccion quirudrgica potencialmente curativa
(estadio Il) presentaran recurrencia de la enfermedad en el seguimiento (Figueredo A. et

al. 2008), probablemente en relacidon con una linfadenectomia incorrecta o un estudio
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histolégico inadecuado de la misma (se aislan los 12 o mas ganglios recomendados por la
AJCC para una correcta estadificaciéon en menos del 50% de los especimenes, Mitchell PJ
et al. 2009) o con la existencia de depdsitos tumorales de pequefio volumen en los
ganglios (micometastasis o celulas tumorales ocultas) que no se hayan diagnosticado en

el estudio convencional.

El SE de los ganglios mediante cortes seriados, IHQ y/o PCR puede diagnosticar con mayor
precisién esta afectacién de pequefio tamano (Koyanagi K et al. 2008). Aunque su
relevancia ha sido controvertida (Rosen LS et al. 2007), hoy en dia se acepta que la
existencia de micrometastasis empeora el prondstico y que estos pacientes deben ser
catalogados como N positivos. Idealmente se deberian examinar todos los ganglios
aislados con estas técnicas pero el coste y el tiempo necesario hacen inviable esta opcion.
En este sentido el GC puede ofrecer una solucién, haciendo este estudio intensivo sélo en

ese ganglio que tedricamente mejor predice el estado ganglionar de un paciente.

Para evaluar una nueva prueba diagndstica es necesario analizar tanto su precisién como
su calidad metodoldgica. Para evaluar la calidad metodoldgica se ha desarrollado la escala

de valoracion QUADAS. Los criterios de validacidn (Whiting P. et al. 2003) son:

. Estudio prospectivo.

. Pacientes consecutivos.

. Especificar criterios de inclusion y exclusion.

. Procedimiento de detecciéon y definicon del GC (claro para su posible

estandarizacion).
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. Test histoldgico valido de referencia.

. >20 procedimientos por afio.

. Definicidn clara de pardmetros para estadiaje y localizacion de la enfermedad.
. Uso adicional de IHQ y/o PCR para subclasificar y supraestadiar a los pacientes.

Para determinar su precisién diagndstica atendemos a la declaracién STARD (Standards
for Reporting of Diagnostic Accuracy). La iniciativa STARD esta dirigida a editores de
revistas y a los autores de articulos, con el objetivo de poder valorar los sesgos
potenciales del estudio (validez interna) y la generalizacion o aplicabilidad de los
resultados (validez externa). Actualmente los criterios de calidad de STARD se cumplen en
un porcentaje bajo de publicaciones. Lo cual no quiere decir que los estudios sean de
mala calidad, sino que es necesario describir el proceso, para que se puedan interpretar
con transparencia los resultados. La declaracién STARD clasifica la evaluacién en cinco
secciones, que son las clasicas IMRD de cualquier articulo original (Introduccidn,

Métodos, Resultados y Discusidn), con una seccion previa (Titulo y Resumen).

Nuestro estudio cumple todos los puntos.

1.1. Serie del Hospital Universitario de Fuenlabrada

Hemos disefiado un estudio experimental de tipo quasiexperimental prospectivo, con la
inclusion de pacientes de forma consecutiva teniendo en cuenta una serie de criterios de

inclusién y exclusién ya expuestos en ambos grupos.



Discusion 126

El equipo multidisciplinar describe el procedimiento y define el GC segun grandes
estudios publicados. Los conceptos y procedimiento estan basados en los estudios de
grupos de expertos y pioneros en este campo como S. Saha y A. J. Bilchick, ambos
habiendo liderado estudios multicéntricos en GC en CCR, y M. Bertagnolli y Edwin S. van
der Zaag, estos Uultimos, con su estudio multicéntrico y revisién sistematica,
respectivamente, profundizando en la supraestadificacion que aporta el SE (Saha et al

2001; Bilchick J et al 2001; Bertagnolli et al 2004; van der Zaag ES at al 2012).

El equipo multidisciplinar estda formado por tres patdlogos expertos en patologia
oncoldgica digestiva. Definieron y usaron el test histolégico estandar para este tipo de
procedimientos (H-E convencional) y ademas adicionalemente utilizaron H-E en cortes

seriados, IHQ y/o RT-PCR.

Nuestro estudio se realiza en un Centro, Hospital Universitario de Fuenlabrada. El nimero
de casos intervenido por CCR/ afio esta cercano a 100, de los cuales aproximadamente
70-80 casos por afio son CC. Teniendo en cuenta este nimero de casos anuales, ha sido

posible realizar >20 procedimientos/afio BSGC.

En la recogida de datos se utilizéd una base de datos definida y predeterminada al inicio

del estudio, con pardmetros clara y perfectamente definidos.

En su publicacién de 2003, Bilchik (Bilchik et al. 2003) compara un grupo de 120 pacientes
de los cuales encuentra el GC en 115, haciendo estudio IHQ y H-E ser en estos GC con un

grupo control de 370 pacientes con cirugia y estudio histopatoldgico estandar, todos con
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CCR tratados en el mismo centro y en el mismo periodo de tiempo. Dice que de los 37
pacientes NO en el EC, encuentra CTA o MM en 23 con el SE: ocho MM y 15 CTA (29,4%
de pacientes NO con hallazgos en el SE). Equipara el hallazgo de CTA al de MM. La media
de ganglios por paciente fue de 10 en el grupo control y de 14 en el grupo estudio,

guedando en evidencia que el estudio del grupo control es insuficiente.

En la revisidn sistematica de la BSGC en CCR publicada por van der Zaag en 2012 (van de
Zaag E. et al. 2012) seleccionan un total de 57 articulos con un total de 3.934 pacientes
con 3.944 procedimientos realizados, incluyendo diez estudios multicéntricos.
Unicamente diez estudios tienen mas de 100 pacientes estudiados. Nuestro estudio se
realiza en un Centro (Hospital Universitario de Fuenlabrada). En nuestra serie incluimos
71 pacientes en el grupo estudio y 72 en el grupo control. Unicamente incluimos

pacientes con CC.

En esta revisidn (van de Zaag E. et al. 2012) hay 21 estudios de 57 con pacientes con CC
como Unica entidad; los demds estudian CCR o solo recto. La mayoria de los estudios
incluyen pacientes con cancer de colon y recto. En nuestro caso excluimos a los pacientes
con cancer de recto por dificultad afadida en la puncién y biusqueda del GC, dadas las

caracteristicas anatémicas de la pelvis.

Los métodos para identificar el GC son colorante azul y radiotrazadores. Nosotros hemos

(99m

realizado nuestro estudio con radiotrazador Tc Nanocoloide de albumina). En la

99m:

revision sistemadtica, Unicamente en dos estudios se utilizé Tc Nanocoloide de

albumina. La mayoria utilizaron la combinacién de ambos.
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En cuanto a la técnica de la BSGC, la nuestra es mixta. En esta revisidn la mayor parte de

los estudios utilizan técnica in vivo (32 estudios), ex vivo en 17 y en ocho utilizaron ambas.

Todos los estudios analizados en la revisidn sistematica tienen un disefio prospectivo y
usan un test de referencia histolégico valido con claros criterios y protocolos en cuanto al
GC. Sin embargo sélo 20 de 57 estudios cumplen al menos tres de los cinco criterios de
validez restantes (pacientes consecutivos, criterios de inclusién y exclusién claramente
descritos, >20 estudios por afio, presentacién especifica de parametros y resultados, uso

de técnicas de subclasificacidn y supraestadiaje). El nuestro cumple todos los criterios.

Por lo tanto, nuestro estudio cumple tanto los criterios de STARD, que evallan la precisén
de nuestra prueba como los de QUADAS, que evallan el rigor de estudios primarios para

SuU uso en revisiones sitematicas y metaanilisis.

1.2. Técnica e identificacion del GC

En la revisidn sistemdtica de Van der Zaag (van de Zaag E. et al. 2012) de 3.643
especimenes, identificd GC en 92%. En nuestra serie el éxito del test fue del 87,3%. El
rango se encuentra entre 58-100%, con la mayoria de los estudios (41 de 57) con una tasa
de identificacion por encima del 90%. En dos estudios en los que Unicamente se utilizd
radiotrazador, Y. Kitagawa tienen un 91% de deteccion del GC y Bembenek en su estudio
de 2004, 96%, ambos en cancer de recto unicamente (Kitagawa et al 2002; Bembenek et

al 2004). En los estudios que sélo incluyen CC la tasa es significativamente mas alta que
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en estudios en los que se incluye sdlo recto (93,1 vs 83,1% respectivamente, p=0,03). Ya
hemos explicado los motivos que disminuyen la tasa de deteccion en el recto, por lo que

lo excluimos.

2. POBLACION A ESTUDIO. CRITERIOS DE INCLUSION

2.1. Pacientes excluidos

Como sucede en otras importantes series como la de Bertagnolli (Bertagnolli M. et al.
2004), en cinco de los 83 pacientes seleccionados para el grupo estudio, éste no llegd
finalmente a realizarse por varias razones. Pérdidas en torno al 5%, como se tuvo en
cuenta en el planteamiento del estudio. En la serie de Bertagnolli las pérdidas son del

13%.

Como en su serie, otros siete pacientes en los que se realizd puncién del radiotrazador
son excluidos finalmente del estudio linfatico al no presentar patologia maligna (seis con

adenomas tubulovellosos y un paciente con diagnéstico definitivo de diverticulitis).
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2.2. Inclusién de pacientes excluidos en otras series

e T3-T4, N positivos:

Hemos incluido pacientes en estadio clinico avanzado (T3-4a, N+). Por un lado, los
tumores T3-4a pueden suponer un factor distorsionante en la sensibilidad y ser falsos
negativos de la prueba. Y por otro, la infiltracién ganglionar puede alterar el flujo
linfatico alterando la migracién del isétopo. Sin embargo, seglin el metanalisis de
Dighe (Dighe S. et al. 2010), aunque la validez de las pruebas de imagen para
diferenciar los tumores que invaden o sobrepasan la muscular propia y aquéllos que
no lo hacen es buena (sensibilidad del 86%, especificidad del 78%) la diferenciacidn
entre T3 y T4a es muy dificil, como hemos visto en nuestra serie. Igualmente la validez
de las pruebas de imagen es muy pobre en cuanto a la identificacién de ganglios
afectados con sensibilidad y especificidad que oscilan entre 66-83% y 35-81%
respectivamente .En nuestro Centro disponemos del es el TC multidetector (la técnica
mas precisa para valorar tanto el T como el N), con una sensibilidad del 75%,
especificidad del 55% y valor global del 64% (Morris et al. 1999). Dada la dificultad de
estadificar clinicamente a los pacientes en el grupo Ty N correcto decidimos incluirlos

a en nuestro estudio para no perder pacientes.

Dado lo dificil que es localizar los ganglios de pequefio tamafio que pueden ser causa
de falsos negativos, podemos considerar su busqueda, al menos en el grupo mas

probablemente afectado, mediante BSGC.
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En nuestro estudio hemos incluido a los pacientes con independencia de la
caracteristica T. La ratio T1-2:T3-4 en nuestro estudio es 2:8 en el grupo estudio y 2:6
en el grupo control, por lo que no es posible sacar conclusiones con el bajo porcentaje

de T1-2 aunque no hay diferencia en el éxito de la prueba entre ambos grupos.

e Estadio IV:

En nuestro estudio incluimos pacientes en estadio IV, aunque aqui los hallazgos a nivel
ganglionar no tienen la repercusién en el prondstico y en la decision porque es la M lo
que va a condicionar tanto la evolucién como el tratamiento; esta es la principal razén
para excluir a estos pacientes de los estudios BSGC, pero son vélidos para ver si
cambia el estudio ganglionar. De los seis pacientes M1 del grupo estudio, tres (50%)
resultaron ser NO en estudio anatomopatologico definitivo, por lo que los
consideramos validos en cuanto a curva de aprendizaje y a estudio de migracion de

células malignas desde el tumor primario.

Lo que si que hay que tener en cuenta son los cambios anatomopatoldgicos que
sufren los ganglios tras la quimioterapia en pacientes con estadio IV que han recibido

quimioterapia sistémica antes de la cirugia.
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e Cancer de recto:

La no inclusion de pacientes con cancer de recto, ya comentada anteriormente, tiene
gue ver con que la identificacion del GC es mas dificultosa por las caracterisiticas
anatomicas de la pelvis y de la radioterapia que ha demostrado inducir fibrosis y

alterar asi el flujo linfatico (Van der Zaag ES et al. 2009).

Kitagawa realiza BSGC con radiotrazador en recto con inyeccion submucosa y
endoscopica. Esto dificulta la realizacion del estudio por mayor empleo de recursos y
la dificultad de puncidon preoperatoria endoscépica, teneiendo en cuenta nuestro

protocolo Fast-Track.

Otra cuestién es su alta tasa de FN debida al tratamiento neoadyuvante recibido en
casos de tumores avanzados. En este sentido Bembenek reporté dos estudios en recto
con radiotrazador con tasa identificacion de 91% y FN de 18% en el primero y de 96%
y FN 56% en el segundo, pero el 90% de esta serie tenia uT3-4 y habian sido sometidos

a radioquimioterapia neoadyuvante (Bembenek A. et al. 2004).

3. MAPEO LINFATICO

La definicidn y concepto de GC parte de en la teoria de Halsted que habla de la ordenada

progresion y flujo linfatico desde el tumor primario.
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En el CCR no es siempre asi de ordenado, apareciendo skip metastasis causadas por: 1)
infiltracién tumoral de canales linfaticos que cambia el patron de drenaje y flujo, 2)
conexiones cruzadas entre vias linfaticas, y/o 3) presidn directa de tumoracion grande

gue conduce el flujo linfatico por otros canales alternativos.

3.1. Deteccion del GC

Nuestra tasa de identificacion del GC es del 87,3%, similar a la de la revisidon sistematica
de Van der Zaag (van de Zaag E. et al. 2012), en la que el GC se identificé en el 92% de los

casos (>90% en 41 de 57 estudios).

3.1.1. CURVA DE APRENDIZAIJE

El éxito en la identificacidn del GC es mayor en series con mds de 100 casos (94,6%) que
en series mas pequefias (89,55%, p=0,02), lo que parece deberse a la curva de
aprendizaje. Nuestros fallos de identificacidn se concentran en los primeros 17 pacientes,
es decir, en los primeros siete meses del estudio. Aqui estdn seis de los nueve fallos en la
identificacion del GC, mientras que en el resto del estudio presenta una tasa de deteccion

cercana al 100%.

El éxito de localizacién del GC depende en gran medida de la experiencia y formacién de

los cirujanos con la técnica. Hay autores que sugieren que la curva de aprendizaje en CCR



Discusion 134

es desconocida pero podria ser menor que en cancer de mama, siendo precisos entre

cinco y diez casos en CCR (Kelder et al. 2007).

Es muy importante una buena técnica de inyeccion del radiotrazador: puede ser
inyectado erréneamente en la luz intestinal en vez de en la serosa o la aguja puede
emplazarse demasiado profunda hasta submucosa extendiendo el trazador por todos los

ganglios paracdlicos.

3.1.2. BSGC CON RADIOISOTOPOS

La técnica de BSGC se puede realizar con colorante azul y/o con radiotrazador.

El colorante azul es facil de obtener, se identifica a simple vista, no precisa aparataje y
tiene un transito rapido, con ventana desde la inyeccidon hasta mapeo de cinco a diez
minutos asi como una migracién rdpida por los canales linfaticos (particulas mas
pequenias que radioisotopos); pero puede producir reacciones alérgicas (1-1,5%) y

producir interferencias con el pulsioximetro.

En cuanto al radiotrazador, no causa reacciones alérgicas ni interferencias con el
pulsioximetro pero requiere instrumentacién, la Gammacamara, requiere una ventana
mds amplia de marcaje tras la inyeccidon del trazador; es mas lento que el azul y la
transicién de isétopos es mas lenta y por lo tanto los ganglios localizados a igual periodo

de tiempo serdan mas numerosos en el mapeo con el azul.
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Hemos utilizado radiotrazador por nuestra experiencia en el procedimiento en mama y
melanoma, porque poseemos el equipamiento necesario sin aumentar costes y no
necesitamos entrenar al personal. Las colaboraciones interdisciplinarias estdn mds que
consolidadas. Segln nuestro conocimiento no existe una serie de BSGC Unicamente con

radiotrazador exclusivamente en cancer de colon.

Ademads, la mas estable acumulacion de las particulas radioactivas que nos permite mayor

fiabilidad en la deteccion del GC.

Hay datos discordantes sobre la tasa de deteccién del GC con ambos métodos (colorante
y radiotrazador), generalmente superior al 90%. En unos estudios es ligeramente superior
con colorante (Saha S et al. 2004). En otros trabajos la combinacion de colorante y

radiotrazador mejora la tasa de éxito (Trocha et al. 2003).

Cuando el GC estd a distancia del tumor primario, el radiotrazador tiene claras ventajas

(con azul puede teiiirse todo el trayecto y confundir la localizacién del GC; Kitagawa et al.

2002).

3.1.3. TECNICA MIXTA: IN VIVO Y EX VIVO

En cuanto a la técnica de puncion, Viehl (Viehl et al. 2003) mostré que la cantidad de

trazador o colorante inyectado se correlacionaba con mejores resultados en la
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identificacion del GC si al menos se inyectaba 0,5 ml por centimetro de didmetro del

tumor. Este es nuestro método de puncion.

Nuestra técnica de identificacidon es mixta: la puncion del radioisétopo se realiza in vivo
asi como el barrido abdominal en busca de una via aberrante pero la busqueda del GC se
realiza en una mesa auxiliar, ex vivo, con la colaboracién de especialista en Medicina

Nuclear, con la pieza fuera del campo quirudrgico.

Ambas técnicas, ex vivo e in vivo presentas ventajas y desventajas con respecto a la otra.
Los argumentos a favor de la técnica in vivo son la identificacidn, en caso de que exista,
de la via aberrante y una mejor circulacion linfatica del trazador cuando la pieza no ha

sido resecada.

Los argumentos a favor de la técnica ex vivo son que evita riesgo de perforacién y
diseminacion de células tumorales por la manipulacidn de la neoplasia en el paciente,
evita reacciones anafilacticas al colorante, no interviene en la técnica quirurgica y permite

una curva de aprendizaje mas corta, ademas de mayor sencillez en tumores grandes.

Las diferencias entre las series publicadas presentan resultados comparables en cuanto al
porcentaje de determinacion del GC. Saha (Saha et al. 2005) en una serie de 240 casos,
describidé la técnica “in vivo” con la inoculacién de 1-2 ml de azul de isosulfan
(Lympahzurin) al 1%, consiguiendo la deteccién del GC en el 100% de los casos con un
89% de sensibilidad. En cuanto a la técnica “ex vivo”, Wong (Wong et al. 2001) describid

la inoculacion de 1 ml de azul de isosulfan al 1% consiguiendo identificar el GC en el
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92,3% de los pacientes. En dos estudios (Medina-Franco et al. 2005, Roseano et al. 2003)

se emplearon las dos técnicas in vivo y ex vivo y no hubo diferencias significativas.

En nuestro estudio tenemos una tasa de técnica laparoscopica >60%. En grupos de
superespecializacién para cirugia CCR el abordaje laparoscopico no deberia ser un

inconveniente (Pallarés-Segura et al 2014).

3.2. Evaluacion de la calidad

En la revisidn de Cahill de 2008 (Cahill RA et al. 2008) se recoge una gran variabilidad en la
tasa de deteccién (58-100%) y de falsos negativos (0-75%) entre distintos estudios,
relacionando las tasas de deteccidon bajas (<90%) con tasas altas de FN (>20%). En la
revisién de van der Zaag de 2012 (van der Zaag ES et al. 2012) la sensibilidad general
recalculada del total de estudios fue del 69.6% (95% IC 64,7-74,6) con FN 30,4% (95% IC
25.5-35,3) y valor global del 88.2% (95% IC 86,0-90.3). Si afiadimos los hallazgos con SE
(IHQ) se describe un incremento de la sensibilidad hasta el 80,2%. Concluye que el
examen anatomopatoldgico de sélo el GC no puede reemplazar al examen de rutina de
todo el mesenterio. En contraste con mama y melanoma (con tasas de FN muy
inferiores), en los que el GC se utiliza para hacer una cirugia menos invasiva, el GC en CCR
se utiliza principalmente para refinar la estadificaciéon, teniendo en cuenta que la BSGC es
una técnica facil y reproducible y que se puede considerar al tiempo que la reseccién

oncoldgica.
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En nuestro estudio la sensibilidad de la BSGC varia del 45,16% al 62,5% dependiendo del
estudio histopatoldgico realizado. La tasa de FN es del 54,83% (EC) y del 37,5% (SE). Esto
nos lleva a concluir que el examen histopatoldgico de sélo el GC no puede reemplazar al

examen de rutina de todo el mesocolon resecado.

En cuanto al concepto de skip metdstasis, los trabajos de Dukes y Gabriel mostraron que
la afectacién metastdsica de la red linfatica en cancer de recto acontecia de forma
secuencial, desde la pared coldnica a los ganglios epicdlicos, paracélicos, intermedios y
posteriormente paraadrticos (Gabriel W et al. 1935), pero esta regla se veia alterada en
1% de los casos. En el desarrollo e investigacion de BSGC en CCR se ha observado la
existencia de este fendmeno de skip metastasis con una frecuencia entre el 1 y 5%
(Merrie AE et al. 2001; Dan A et al. 2004). Yagci reportd un porcentaje de skip metastasis
del 12,5% en su estudio de BSGC en CCR con multiseccidn y tincidn IHQ (Yagci et al. 2007).
Saha publicé una tasa de skip metastasis del 3,6% en CC en su trabajo de ganglio centinela
con multisecciéon y utilizacion de IHQ (Saha S et al. 2004), informando de fallo predictor
del estado ganglionar en 8 de 81 pacientes (11%) en otro estudio en 2005 (Saha S et al.
2005). Sin embargo hay que tener en cuenta que en este estudio tanto los ganglios con
micrometdstasis como las células asiladas visibles solamente por IHQ son clasificados
como positivos. En nuestro estudio encontramos skip metastasis en un 27°41% de los
casos con EC, que baja a un 19'35% con SE, resultado completamente discordante con los

datos previos; nosotros consideramos N positivos a las MM pero no a las CTA.

Si su sentido fuera el mismo que en el cancer de mama, el mayor problema de la técnica

es la tasa de falsos negativos, que tendria que resolverse antes de usar de rutina esta
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técnica en el manejo habitual del CCR (Cahill RA et al. 2008) , pero aqui no tiene esa
trascendencia. Nuestra cifra de FN (54% con EC, 37'5% con SE) es similar a la de otros
estudios publicados (Bertagnolli et al. 2004, Merrie AEH et al. 2001, Kitagawa Y et al. 2002
y Joosten JJ et al. 1999), con tasas de 18-60%. Incluso con el estudio intensivo del GC,
nuestra tasa de FN no baja del 37,5%. Bertagnolli observa un 54% de falsos negativos en
su estudio multicentrico (Bertagnolli et al. 2004). En nuestra serie el porcentaje de
pacientes clasificados incorrectamente como NO (FN) atendiendo al resultado del GC es

del 54,83% con EC, similar a los descritos por Bertagnolli y demas autores.

En nuestra serie el SE corrige la tasa de falsos negativos de forma importante, de 18 a 12
pacientes (del 54,83 al 37,5%). De estos seis pacientes rescatados gracias al estudio
exhaustivo, cinco son skip metastasis y sélo un paciente pasa de NO a N positivo gracias al
hallazgo por OSNA’ de micrometastasis en el GC, considerandose por tanto un FN del EC.
En ninguna de las skip metastasis se ha cambiado el estado nodal del paciente puesto que
en todos ellos habia ganglios positivos con estudio convencional en el resto de la

linfadenectomia.

Tabla 24: Comparacion del estudio con otros publicados

Comparacion del estudio con otros estudios publicados

GC fuera del margen
GC -, otros +, &

GC -, otros +, EC . ) . de reseccion
micrometastasis +

habitual
HUF, 2015 17/32 (53,12%) 12/33 (36,36%) 0/71 (0%)
Bertagnolli et al, 2004 13/24 (54%) 0/66 (0%)
Saha et al, 2004 3/17 (18%) 3/17 (18%) NR™
Bilchik et al, 2003 5/42 (12%) 5/65 (8%) NR™
Saha et al, 2001° 8/54 (15%) 8/81 (10%) 11/198 (6%)
Bilchik et al, 2001 0/10 (0%) 0/14 (0%) 3/40 (8%)

"Estudio multicéntrico; ~ No reportado.




Discusion 140

5. CELULAS TUMORALES OCULTAS: MICROMETASTASIS Y CELULAS TUMORALES

AISLADAS

Hay cierta evidencia de que cuanto mds avanzado esté el tumor primario, mas dificil
puede ser su deteccién y mas alta la tasa de falsos negativos por el bloqueo linfatico y

alteracion de las rutas de drenaje convencionales.

El fallo del mapeo, si se ha realizado correctamente, podria deberse a dos causas: que la
obstruccidn linfatica no permita la migracién del radioisotopo y por lo tanto no seamos
capaces de encontrar el GC (fallo de deteccidn) o que la obstruccion-infiltracién de los
canaliculos linfaticos principales fuercen el drenaje linfatico por otros canaliculos no
principales (skip metastasis). Wong, en la discusidn del estudio de Bertagnolli, comenta la
alta tasa de falsos negativos. Argumenta que hay alguna evidencia de que esta tasa sea
mas alta en tumores mds avanzados por bloqueo y alteraciéon del flujo linfatico

convencional (Bertagnolli et al. 2004).

En realidad es poco importante el que la validez y seguridad de la prueba sean altos en
estadios Il y IV, ya que estos pacientes se van a tratar igualmente y se van a beneficiar de
tratamiento adyuvante. El principal beneficio del SE del BSGC consiste en supraestadificar
pacientes NO, y por tanto fundamentalmente en estadios precoces de la enfermedad.
Como las actuales pruebas de imagen no son fiables en cuanto a las caracteristicas Ty N
en la estadificacidon clinica, no podemos seleccionar de antemano los pacientes que mas
se beneficiarian. Ademas hay que tener en cuenta que cada vez mas los pacientes con

CCR se van a diagnosticar en fases mas precoces de la enfermedad gracias a programas de
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cribado y a métodos diagndsticos altamente técnoldgicos. Es especialmente importante
en este grupo de pacientes con tumores poco avanzados localizar a pacientes que

realmente se van a beneficiar de adyuvancia (van der Zaag ES et al. 2012).

Aunque hay datos discordantes en la literatura publicada al respecto, la tendencia es a
pensar que el éxito del mapeo es mayor en los tumores precoces. En nuestro estudio esto
no se ha confirmado. El éxito del mapeo no es peor en los tumores T3/4 (61,40% vs
64,28% con EC 0 71,90% vs 64,28% con SE). Tampoco hubo diferencias significativas en la
tasa de deteccidon entre ambos grupos (87,70% en T3-4; 85,70% en T1-2). Incluso
afladiendo a la serie los cinco pacientes con adenomas tubulo-vellosos no ha mejorado

nuestra tasa de deteccién (85,71% vs 87,32% sin incluir adenomas).

En la revision de van der Zaag de 2012 los resultados en cuanto a sensibilidad en cancer
precoz T1/2 respecto a casos avanzados T3/4 presentaron diferencias estadisticamente
significativas a favor del grupo de tumores precoces (93,4 vs 58,8%), presumiblemente al
tener mds problemas para la migracion del radioisétopo por infiltracion de canaliculos

linfaticos o por el propio volumen o tamafio tumoral (van der Zaag ES et al. 2012).

Es en estos pacientes en estadios precoces | y Il (NO) en los que hallazgo de MM puede
ser de utilidad, ya que estos datos demuestran que el estudio convencional de la pieza de
linfadenectomia de un CC es menos sensible que un estudio exhaustivo del GC para
encontrar MM y CTA, aunque la BSGC no mejora el estudio en cuanto a nimero de

ganglios hallados.
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En nuestra serie el superestudio con cualquiera de las tres técnicas utilizadas tanto del GC
como del GnoC encuentra CTO y macrometdastasis que no se habian diagnosticado con el
EC, evidenciando que la tincion H-E en corte Unico infraestima fundamentalmente la

presencia de CTO, pero también macrometdstasis localizadas fuera del corte Unico.

5.1. Bases del SE: H-E seriada, IHQ y OSNA’

Contando con que la técnica quirdrgica es oncolégicamente correcta y la linfadenectomia
suficiente, el nimero de ganglios detectados y/o afectados en la misma se debe a una
mayor implicacién del patdlogo, que realiza un estudio mas meticuloso en la busqueda de
ganglios hasta alcanzar el nimero recomendado de 12. Existen técnicas como el
aclaramiento de grasa (acetona y soluciones alcohdlicas) con las que se obtiene mayor
nimero de ganglios que con la diseccidn manual (Cawthrorn et al. 1986; Herrera et al.
1992; Andreola S et al. 1996; Kelder et al. 2008). Es decir, tanto el cirujano como el
patdlogo son los responsables de una estadificacién exacta y del eventual tratamiento
adyuvante. Una mala combinacion de los dos profesionales lleva a la infraestadificacidon y
por lo tanto a infratratamiento, mientras que una buena combinacién de ambos mejora la
estadificacion. El hecho de participar en un estudio probablemente influye en la

motivacion de ambos.

Un numero inadecuado de ganglios en el estadiaje de pacientes afectos de cancer
colorrectal se considera como factor de mal prondstico y alto riesgo de recurrencia. Se

debe ofrecer, en los casos en los que la linfadenectomia es insuficiente, el tratamiento
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adyuvante por no tener seguridad de que no sea necesario. Cuando un equipo de
cirujanos y patdlogos obtienen a menudo linfadenectomias por debajo del minimo
establecido deberia revisar sus procedimientos para buscar el fallo. El nUmero de ganglios
de la linfadenectomia en pacientes con CCR es un indicador de calidad del grupo de
trabajo, (Chen et al. 2006). Gleisner, en su estudio de 2013 concluye que para predecir
con una exactitud del 85% el estado ganglionar es necesario estudiar mas de 40 ganglios
para lesiones T1/T2 y al menos 40 para lesiones T3; pero no es posible técnicamente y es
problematico desde el punto de vista coste-efectivo. Este problema se podria resolver con
la BSGC (Gleisner et al. 2013). Asi, el estudio de Bilchick de 2003 muestra que se hallan
mas ganglios en total y positivos en el grupo de pacientes con BSGC, quizas por la mayor
motivacion de los profesionales, pero también por el empleo de métodos mds sensibles.
Los GC fueron examinados con H-E estandar, IHQ y secciones multinivel. El grupo de
BSGC, comparado con el grupo de examen estandar, obtuvo un porcentaje mas alto de
metdstasis ganglionares (53% vs 36%; p<0.01) y mas alta incidencia de MM y CTA (29,4%
vs 1,9%; p<0,0001). La media de ganglios linfaticos aislados en el grupo BSGC fue de 14
respecto a 10 en el grupo de comparaciéon (p<0,00001). Concluye que el examen
convencional de ganglios linfaticos en CCR es inadecuado para la deteccién de MM y CTA
(que se incluyen en la nueva clasificacion TNM) y que quizas la BSGC y el analisis del GC
(SE) debieran ser considerados para estadificar adecuadamente el CCR (Bilchick AJ et al.
2003). Sin embargo, la media de ganglios del grupo control es insuficiente (por debajo de
los 12 recomendados), lo cual es un punto criticable dele studio porque el EC no es lo

bueno que debiera.
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En nuestro estudio la media de ganglios obtenidos por linfadenectomia es de 18,45
ganglios por paciente, cifra que cumple con creces las recomendaciones estipuladas, en el
grupo estudio y de 20,66 en el grupo control (con significacién estadistica p=0,001), lo
cual habla a favor de que, como queda refeljado en la literatura, cuanto mayor es el
numero de ganglio estudiados, mas certero es el diagndstico y menos aporta el SE. La
supervivencia aumenta con el nimero de ganglios estudiados, fundamentalmente si éstos

son negativos.

Y équé ocurre con el tamafio ganglionar? Monig (Monig et al. 1999) demostré que el
tamafio ganglionar no es un indicador de afectacién ganglionar; la mayoria de las
metastasis linfaticas ocurren en ganglios menores de 0,5 cm. Estos ganglios estdn a
menudo escondidos en la grasa mesentérica y no localizables al tacto por el patélogo. Sin
embargo el mapeo linfatico hace que se localice el GC aunque sea menor de ese tamaiio,

lo que constituye una de las razones para realizar y defender el mapeo linfatico.

El analisis anatomopatoldgico intensivo del GC resulta en una estadificacion muy exacta
en el cancer de mama y melanoma. Los protocolos incluyen de manera regular la IHQ y
RT-PCR en la valoracién del GC (Morton DL et al. 1992) ya que el estudio estandar
(valoracion simple con H-E) puede omitir hasta un 33% de las metastasis (Feezor et al.

2002).

El estudio estdndar reconocido a nivel mundial y que determina la afectacion ganglionary
por tanto la necesidad o no de tratamiento adyuvante en pacientes con CC es la

utilizacién de la tincion con hematoxilina eosina (H-E Unico corte); estudia menos del 1%
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del volumen ganglionar y por lo tanto, las MM y CTA pueden pasar inadvertidas por su
pequeiio tamano. Incluso macrometastasis pasan desapercibidas si se encuentran fuera
de la superficie de corte. El estudio ganglionar tiene sus diferencias y variaciones segin
los grupos de trabajo, sobre todo en cuanto al nimero de secciones ganglionares
examinadas (Stojadinovic A et al. 2005). Asi, en el cancer de mama son necesarias un
minimo de dos secciones en el ganglio para obtener una buen exactitud en la afectacion

ganglionar (Turner R et al. 1999).

Durante décadas multiples estudios se han centrado en la prevalencia y la importancia
prondstica de la deteccidn de micrometdstasis en pacientes catalogados como NO por el
analisis histopatoldgico convencional. Las conclusiones de todos estos estudios coinciden
en demostrar una re-estadificacién ganglionar al alza con técnicas de inmunohistoquimica
(IHQ) o técnicas moleculares como la reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR)
(Iddings D et al. 2006) dada la casi nula capacidad del estudio para diagnosticarlas. Pero
como no es posible realizar SE de todos los ganglios de una linfadenectomia, los esfuerzos

se han ido centrando en el SE del GC.

En la revisidon de van der Zaag se observa una media de sobreestadificacién con SE del GC
del 18,9% (rango 0-50%) con MM y CTA (verdadero de 7’7% sélo con MM). Por lo tanto
un numero importante de casos NO con EC se sobrestadificaron gracias a SE. Pero sélo
diez de los estudios revisados subclasificaron estos hallazgos en MM y CTA como advierte

la AJCC.
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Durante afios, hasta recientemente, se ha considerado a las CTA similares a las MM.
Ahora esta claro que la relevancia clinica de las unas no es la misma que la de las otras,
considerandose N positivas sélo las MM mientras que las CTA, aunque han de constar, se
considerna NO (No i+). Por esto algunos estudios consideran sobreestadificacion en
conjunto a pacientes con MM y CTA, consiguiéndose unas tasas muy altas de

supraestadificacion (Bilchik et al. 2003: supraestadificacion del 20%).

En nuestra serie, con el estudio anatomopatoldgico convencional del grupo estudio
(tincién H-E), se detectaron 101 ganglios positivos de 1.164 (porcentaje de positividad del
8,67%) y 123 de 1467 en el grupo control (9,06%) sin hallar ninguna micrometastasis en
esta fase del estudio ganglionar. Una vez aplicado el superestudio en el GCy el subgrupo
GnoC reestadificamos 11 ganglios mas como positivos tras cortes seriados con tincion H-
E, tincion IHQ y/o RT-PCR OSNA’. Los hallazgos que supusieron una reestadificacion de
estos ganglios fueron tanto micro como macrometastasis (desapercibidas en el EC). Asi se
alcanzd un total de 112 ganglios postivos tras SE (9,62%); es decir, reestadificamos un 1%
mas de ganglios tras el SE en GC y subgrupo GnoC. En la bibliografia existe amplia
variabilidad de datos al respecto debido a los diferentes anticuerpos utilizados, distinto
numero de secciones estudiadas y diferentes técnicas de PCR utilizadas. Entre los grupos
gue utilizaron técnicas de IHQ, Zhen reestadificd un 9% de ganglios, Palma un 1,82%,
Messerini un 2,6% (Zhen et al. 2004; Palma et al. 2003; Messerini et al. 2006). En este
sentido hemos de considerar la repercusién de estos ganglios reclasificados sobre los
pacientes en cuestion y, cdmo no, su repercusidon en cuanto al estadio (ver apartado de

sobreestadificacion).
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En el grupo control el hallazgos de MM y CTA es del 0% (no se encuentran) y en el SE del
grupo estudio es del 19,35% (cuatro MM y ocho CTA). Es el porcentaje que en otros
estudios denominan supraestadificacion porque consideran ambas con la misma
relevancia clinica. Para nosotros, como define AJCC, sélo es supraestadificacion MM en

paciente NO.

Por lo tanto, es muy importante discriminar entre MM y CTA. Su diferenciacién es
fundamental ya que es esencial para plantear el tratamiento adyuvante. Existe
discrepancia en cuanto al concepto de MM entre patdlogos. El principal escollo es si
multiples grupos celulares deben ser medidos como uno solo. La Guia AJCC dice que
cuando la controversia existe, debe seleccionarse la categoria menor. Otro aspecto es la
distincion entre CTA y falsos positivos, aunque esto no tiene repercusion ni impacto en las

recomendaciones de tratamiento (Redston M et al. 2006).

En cuanto a la tercera de las técnicas del SE, el estudio OSNA®, Hirofumi aporta una
valoracion de la afectacidon ganglionar equivalente a un estudio anatomopatoldgico con
cortes seriados de 2mm, en un estudio de concordancia practicamente total con el
estudio histoldgico (Hirofumi et al. 2011). En el mismo sentido Yamamoto describe la
identificacion de CK19 mRNA como marcador dptimo en pacientes con CCR y determina
el punto de corte para discriminar entre ganglios positivo y negativo en el rango de 75-
500 copias/microlitro, con 96,5% sensibilidad y 100% especificidad (Yamamoto et al.

2013).
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En la practica clinica habitual el método OSNA" ha sido validado en céncer de mama
respaldado por varios estudios. Visser en 2008 estudid el método intraoperatorio rapido
basado en la expresion de CK19 mRNA para detectar metastasis en el GC en cancer de
mama. Los resultados apoyan que OSNA’-CK19 puede usarse clinicamente (Visser M et al.
2008). También Tsujimoto, con el propdsito de desarrollar un método mas eficiente de
deteccion intraoperatoria de ganglios linfaticos metastdsicos muestra una concordancia
entre OSNA’ y tres niveles histolégicos del 98,2 %, con ningln falso positivo en OSNA®

(Tsujimoto M et al. 2007).

Snook en un estudio multicentrico para la evaluacion intraoperatoria de GC en cancer de
® Ve . . . .7 . Ve .

mama, concluye que OSNA es un método intraoperatorio de alta precisién diagndstica y

gue cuando el GC es positivo, el paciente puede ser sometido inmediatamente a un

vaciamiento axilar evitando un segundo procedimiento (Snook KL et al. 2010).

Basandose en todo esto, es practica clinica habitual el estudio del GC en la cirugia del
cancer de mama para sentar la indicacién, de forma intraoperatoria, de una cirugia mas o

menos invasiva con sus correspondientes efectos secundarios.

El objetivo de nuestro estudio no es comparar OSNA" y H-E Ser-IHQ ya que el volumen de
pacientes es bajo para sacar conclusiones. Con ambos métodos hemos localizado CTO en
ganglios negativos con EC, con la sensacion de que dependia mas de la situacion espacial

de metastasis en el ganglio que de la propia sensibilidad del método.
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5.2. Localizacién espacial de MM

Como acabamos de ver, la localizacidn espacial de las MM en el ganglio a estudio supone
un punto importante en el momento de su busqueda. Noura informa de que la tasa de
deteccion de micrometdstasis usando uno, dos o cinco cortes en el ganglio linfatico fue de
3,8, 6,3 y 11,8% respectivamente, consiguiendo una concordancia entre el método
histolégico y OSNA® del 95,7%. Tres ganglios fueron positivos histolégicamente vy
negativos con OSNA® y cinco negativos histolégicamente y positivos con OSNA®. La RT-PCR
respaldd los tres pacientes discordantes de OSNA’ sugiriendo que las metastasis estaban
localizadas exclusivamente en el tejido estudiado por OSNA® o por estudio histolégico, es
decir, un problema exclusivo de localizacion. Por lo tanto estos pacientes se excluyen
como discordantes y la concordancia pasaria al 95,7%. (Noura et al. 2002). En nuestra
serie esta claro que la concordancia entre una mitad del ganglio y la otra es muy baja
apoyando la teoria y situacidn real de que en ganglios relativamente grandes la
localizacion espacial de la micrometastasis determina si se localiza por un método u otro.
Es decir, si en la parte que se utiliza para OSNA® no hay metdstasis la puede haber en la
parte utilizada para corte seriado, incluso siendo macrometastasis, ya que se estudia una

mitad del ganglio con cada técnica.

5.3. ¢Tiene el GC mayor probabilidad de metastasis?

El hallar una via aberrante de drenaje linfatico podria cambair la extensién de la

linfadenectomia con el SE del GC, pero no hemos tenido ningln caso en nuestra serie.
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Otro objetivo de este estudio es facilitar al patélogo aquellos ganglios, idealmente
representativos del resto, sobre los que poder realizar el estudio exhaustivo en busca de
células tumorales ocultas en forma de MM o CTA. Con un 54% de falsos negativos no
podemos considerar que el GC prediga correctamente la situacion del resto de los
ganglios mas que en un poco menos de la mitad de los casos, igual que en el estudio de
Bertagnolli. Para supraestadificar todo lo que podria supraestadificar el SE no habria otra
opcion que realizarlo en todos los ganglios aislados (Bertagnolli et al. 2004), opcidn
inviable por cuestiones de coste-efectividad. Por lo tanto, nos queda como objetivo
mejorar la estadificaciéon en ese otro grupo de pacientes en los que el GC si predice la
situacion ganglionar, lo que no deja de ser un objetivo relevante que hay que balancear

con el coste y el tiempo que consume el procedimiento.

En el estudio de van der Zaag publicado en 2010 se incide en que el papel primordial del
SE de la BSGC en CCR es incrementar la exactitud en estadios NO, aunque para conseguir
este objetivo el test deberia tener alta sensibilidad y pocos FN. En este estudio se muestra
que se hallan 4 veces mds COT en GC (12% MM y 21% CTA) que en el resto, es decir, en el
GC hay mayor probabilidad de encontrar depdsitos tumorales (van der Zaag et al. 2010).
En otros estudios se informa que el SE del GC ha demostrado detectar CTO en torno a
40% de pacientes negativos para enfermedad con EC (Matter et al. 2007). En la misma
linea Kitagawa muestra que la incidencia de metdstasis en GC (22%) fue
significativamente mas alta que en ganglios no centinela (3%), realizando Unicamente EC

en ambos subgrupos de ganglios (Kitagawa et al. 2002).
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Soni comparo en 2011 los ganglios positivos en el grupo de BSGC con andlisis de dos a 11
ganglios con cirugia convencional con otro grupo con 12 a 25 ganglios analizados; los
resultados son de 42% a 36% a favor el grupo de centinela teniendo en cuenta que se

analizan menos ganglios (Soni M et al. 2011).

En definitiva, parece que el grupo del GC presenta mayor tendencia a tener metastasis
que el resto de ganglios de la linfadenectomia, lo que se confirma también en nuestro
estudio, donde encontramos un 17,24% (25/145) de ganglios positivos en el grupo de GC
con SE mientras que en el resto la cifra global es del 7746% (87/1165) y en el subgrupo
seleccionado de GnoC en el que hemos hecho SE del 8,53%, con diferencias

estadisticamente significativas (p <0,001) en el grupo estudio.

5.4. Ganglio centinela como Unico positivo

Soni describe un 41 % de pacientes cuyo Unico ganglio positivo es el centinela y un 57%
de pacientes de este subgrupo poseen Unicamente micrometastasis (Soni M et al. 2011).
En la misma linea, Wood cifra en un 17% el nimero de pacientes cuyo Unico ganglio
positivo es el GC (Wood TF et al. 2001). Tambien Saha refiere un 18% de casos en los que
el el Unico ganglio positivo fue el GC (Saha et al. 2001). En esto influye de forma
determinante el sesgo de no realizar el mismo estudio en el grupo de centinelas que de
no centinelas, pero precisamente el GC se aisla para poder hacer SE en un pequefio

numero de ganglios.
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Nuestros datos no se enmarcan en este sentido. El porcentaje de pacientes con GC como
Unico positivo ha sido del 5’63% (4/71 pacientes) con EC y del 7704% (5/71 pacientes) con
SE, rescatando un paciente que gracias al estudio con OSNA® en el ganglio centinela pasa

de NO a N1.

5.5. Significado clinico de las CTO (MM y CTA)

Se estima que sélo un muy pequefio porcentaje de células tumorales libres en circulacién
(<0,05%) son capaces de iniciar un foco metastdsico (Abati et al. 1996). Las MM pueden
desarrollarse sdélo si previamente las células son atrapadas, se implantan y proliferan en el
organo diana. Las CTA no muestran evidencia de actividad metastasica en forma de
proliferacion, reaccién estromal o penetracién vascular o linfatica. Por esta razon la AJCC
y IUCC sugieren desde 2002 distinguir MM de CTA, considerando las MM como
verdaderos N positivos mientras las CTA no lo son. Las definiciones que utilizan son las
acordadas en sistema de estadificacion TNM del American Joint Committee on Cancer
(AJCC) y The International Union against Cancer (UICC): metdastasis ordinarias o
macrometdstasis son grupos celulares mayores de 2 mm de didmetro; micrometdstasis,
grupos celulares malignos de tamafio entre 0,2 y 2 mm; y CTA grupos celulares menores
de 0,2 mm o células aisladas (se consideran NO aunque hay que denominarlas NOi+ para

evidenciar su presencia).

Rahbari hace un metanalisis en el que asocia la presencia de CTO con el descenso de la

supervivencia. Se aceptaron PCR o RT-PCR y no todos los estudios diferenciaron entre
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MM y CTA. En un subgrupo del analisis mostré que la deteccién de MM se asocié con
pobre supervivencia especifica de la enfermedad y libre de enfermedad, pero el analisis
para CTA no pudo realizarse por no encontrarse definido en multiples estudios (Rahbari et

al 2012).

En un metandlisis de Sloothaak publicado en 2014, la deteccién de CTO en pacientes con
estadios I/1l con cancer colorrectal esta asociada con un descenso de la supervivencia. Los
resultados en cuanto a recurrencia se calcularon para MM (107 pacientes) y CTA (270
pacientes) separadamente (681 pacientes con CTO negativas). En pacientes con CCR la
recurrencia de la enfermedad se incrementé significativamente con la presencia de MM
(OR 5,63; 95%Cl 2.4-13.13) y mas aun en pacientes con cancer colon (OR 7,25;95%Cl 1,82-
28.97). En contraste, la recurrencia no se incrementd con la presencia de CTA (OR 1,00
95%Cl 0,53-1,88). Por tanto en pacientes con cancer de colon estadio /1l la existencia de
MM confiere un peor prondstico mientras que las CTA no tienen valor predictivo, y es

muy importante su distincién.

Obviamente hay que considerar cuidadosamente la sobrestadificacién de pacientes de
estadio I/Il a lll por sus implicaciones terapéuticas y prondsticas. En general, el
tratamiento quimioterdpico adyuvante se recomienda en estadios Il con factores de alto
riesgo como: T4, invasidn perineural, invasién linfatica y venosa. Todos ellos se
consideran factores independientes de alto riesgo para una peor supervivencia, con HRs
entre 1,9 y 2,1. En el metaanalisis de Sloothaak el riesgo de recurrencia en pacientes con
estadio I/Il en presencia de MM es muy superior al de cualquiera de esos factores. En

consecuencia, si las MM son importantes de cara al prondstico y éstas son mas frecuentes
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en el GC entonces quizds la BSGC tenga cabida para buscar estas MM (Sloothaak et al.

2014).

En una reciente revisién entre miembros de la Society of Surgical Oncology (SSO) vy
American Society of Clinical Oncology (ASCO), se hizo una encuesta a 602 clinicos sobre su
opinién acerca del valor prondstico de las MM. 51% consideraron las MM como un factor
de alto riesgo. Mas interesantemente, el 63% ofreceria quimioterapia a aquellos

pacientes con MM. Sin embargo no se mencionaba una definicidn clara de MM.

En la misma linea Saha, en un estudio multicéntrico retrospectivo sobre un total de 868
pacientes con CCR y seguimiento minimo de dos afios afirma que los pacientes
estratificados con técnica de GC presentan una menor tasa de recurrencia neoplasica que
se atribuye al uso de quimioterapia en caso de GC afectado con SE. Asimismo observan
mayor supervivencia cdncer especifica en pacientes con BSGC, estadisticamente
significativa (85 vs 63% p=0.007). Cuando se analizo la supervivencia en estadio Ill en el
grupo de pacientes con BSGC con micrometastasis tratados con quimioterapia mostraron
ventaja en la supervivencia sobre pacientes con macrometastasis tratados con

quimioterapia (100% vs 75%; Saha S et al. 2005).

Es muy dificil que se desarrolle un estudio aleatorizado en el futuro inmediato que
confirme el potencial beneficio de la terapia adyuvante sistémica en pacientes con MM. El
Unico ensayo iniciado para valorar el impacto en supervivencia de la quimioterapia
adyuvante en presencia de CTO se ha suspendido en 2014 por problemas de

reclutamiento.
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Las instrucciones para diagnosticar y distinguir MM y CTA estan disponibles desde la 62
edicion del TNM aunque en la prdactica diaria hay desacuerdos y variaciones
interobservador (van der Zaag Es et al. 2011). Se han introducido nuevos criterios en la 72
edicion TNM (Sobin et al. 2009), para facilitar su reproductibilidad y animar a los
patdlogos a que se adhieran a estas definiciones. En nuestro estudio hemos diferenciado,
segln las recomendaciones de la AJCC, entre MM y CTA. Hemos tomado decisiones
terapeuticas en el Comité de Tumores sobre un paciente N positivo para MM con OSNA°®
a favor de administrar tratamiento quimioterapico. Dado que el numero de pacientes
sobreestadificados es muy bajo, no puede calcularse la repercusidn en la supervivencia y

recurrencia de la enfermedad en nuestra serie.

6. RELEVANCIA DEL ESTUDIO.

El mayor numero de ganglios analizados tiene impacto en la supervivencia. Un recuento
bajo de ganglios aumenta el riesgo de ignorar ganglios positivos e infraestadificar a los
pacientes. La ratio ganglionar (ganglios positivos respecto al total) es un factor pronéstivo
importante y por tanto el nimero total de ganglios afecta al prondstico incluso en casos
positivos (Rosenberg R. et al. 2008). Chen y Wang en sus repectivos trabajos concluyeron
que la supervivencia decrece en pacientes con ratio ganglionar alto (0,50 y 1) y >12
ganglios linfaticos examinados (Chen SL et al. 2011; Wang J et al. 2008). También, en el
mismo sentido, Swanson concluyd que la supervivencia relativa en T3 NO fue de 86% si
mas de 25 ganglios son extraidos pero de 64% si sélo uno o dos ganglios han sido

investigados (Swanson RS et al. 2003).
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En nuestro estudio la media de ganglios identificados fue de 18,59 en el grupo estudio y
de 20,66 enel grupo control. Unicamente en cinco de 71 pacientes se aislan <12 ganglios
en la linfadenectomia, por tanto el 92,95% de los pacientes tuvieron una linfadenectomia
dentro de los limites establecidos. Se practicé diseccion ganglionar manual del fragmento
GC (resto de la pieza GC en parafina en busca de ganglios no palpables) y del resto de la

linfadenectomia (fijacidn en formol y estudio en parafina).

Se identificaron un total de 1.310 ganglios en los 71 pacientes incluidos del grupo estudio
(1.164 ganglios en 62 pacientes), de los que 141 fueron positivos, tras afiadir 11 ganglios
gracias al SE (nueve en el grupo GC y dos en el subgrupo GnoC) a los 130 positivos con el
EC. Estos resultados afectan a ocho de los 71 pacientes: tres pacientes pasan de N1b a
N2a, un paciente pasa de N1a a N1b y otro pasa de NO a N1. Los otros tres no modifican
su N aunque si lo haga su numero total de ganglios afectados. Esto puede tener

implicaciones prondsticas.

En el grupo control hay 123 ganglios positivos de los 1.467 estudiados (9,06%).

Esta reestadificacion ganglionar afecta a ocho pacientes (11'26%) de la serie, de los cuales
seis pasan a ser GC positivo. De estos ocho, cinco modifican su N (7,04%), y tres su

estadificacion (4,22%).

De los seis GC que pasan a GC positivo, uno N negativo pasa a ser N positivo (de NO a N1a)
gracias a OSNA®, supraestadificdndose de IIA a IlIB. Los otros cinco dejan de considerarse

skip metastasis, pero en ninguno de ellos se modifica la situacion NO/N+ puesto que en
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todos ellos habia ganglios positivos en el resto de la linfadenectomia, aunque si el
subindice N en dos vy el estadio en uno de ellos (de 11IB a IlIC) al aumentar el nimero de

ganglios afectados.

Los otros dos pacientes afectados por la reestadificacion ya tenian GC positivo en el EC,
pero gracias al SE del GC se identifican mas GC positivos. Ambos cambian de subindice N

(N1b a N2ay Nlaa N1b respectivamente) y uno de ellos de estadio (de IlIB a llIC).

Los datos publicados respecto a porcentajes de reestadificacion con IHQ van del 3-38%.
Con respecto a las técnicas moleculares, los porcentajes de reestadificacion en general
son mas elevados, aunque tambien con gran variabilidad de protocolos de trabajo y
marcadores utilizados. Es mas elevado el numero de células tumorales halladas por RT-
PCR respecto a la IHQ en aquellos estudios que compararon ambas técnicas (Liefers G. et
al. 1998; Dorudi S et al. 1998). Saha estima que un 20-30% de pacientes se
sobreestadifican con los hallazgos en el GC y que un 10-20% de los GC son positivos
gracias a micrometastasis. En su serie, el 26% de pacientes se sobreestadifica gracias a los
hallazgos en GCy el 11% de los GC contienen MM (Saha et al. 2003). En la revisién de van
der Zaag, la media de supraestadificacién incluyendo CTA fue de 18,9% (rango 0-50%),

pero la real, excluyendo las CTA, fue mucho mas baja, del 7,7% (van der Zaag et al. 2012).

De la misma manera Bilchik comunica (Bilchik et al. 2003) una tasa de supraestadificacion
del 29%, pero también incluye CTA junto con las MM ademads de tener en el grupo control

una linfadenectomia muy escasa que hace que la calidad del EC se vea mermada.



Discusion 158

Si tenemos en cuenta el nimero de casos en los cuales tras un analisis sofisticado del
ganglio centinela (SE) éste revela depdsitos tumorales que de otra forma no hubieran sido
detectados, en nuestro estudio, como hemos dicho, tenemos ocho pacientes. Otra
cuestién muy importante a tener en cuenta es considerar Unicamente los pacientes NO
como los Unicos susceptibles de hallazgos tras el SE. Es decir, Unicamente los pacientes NO
con EC pueden ser transformados en N positivos. Este concepto es importante puesto
que de 31 pacientes (31/62 NO con EC 6 39/71 por intencion de tratar) NO con EC
conseguimos hallar un paciente (3,22% sobre 62; 2,56% sobre 71). Este hallazgo podria
tener relevancia si se extrapola a un gran nimero de pacientes y ademas si tiene
implicaciones clinicas en la toma de decisiones terapéuticas. El resto, a pesar de los
hallazgos del SE, no tiene traduccidn clinica. De aqui la alta variabilidad de las cifras de
supraestadificacién comunicadas en la literatura, por la falta de homogeneidad de

términos.

Una de las razones para realizar BSGC en CCR con puncién in vivo (como en nuestro caso),
es que podemos encontrar ganglios fuera de los mdargenes convencionales de las
linfadenectomias en los que el tumor primario drena directamente. Hay datos publicados
al respecto de 6-8% de casos (Bilchick et al. 2001; Saha et al. 2001). En nuestra serie, al
igual que Bertagnolli, no hemos encontrado ningun caso de via aberrante (0%) a pesar de
rastreo con gammacamara de la cavidad abdominal una vez realizada la reseccién
oncoldgica convencional. Podemos concluir en nuestro caso que el mapeo linfatico no ha

modificado en ningun caso la extensiéon de la linfadenectomia.
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En contraposicion a esto Saha en su estudio de 2001 informa que la BSGC cambid la
extension de la linfadenectomia en 22% de los pacientes de su serie, con un 10% del total
de la serie de via aberrante que implic6 modificaciones importantes de la técnica
quirurgica fuera de las resecciones oncoldgicas estandar. Por lo tanto estos pacientes se

hubieran perdido si no se hubiera realizado BSGC (Saha et al. 2001).

En nuestra serie el 75% de los pacientes con GC positivo tiene otros ganglios positivos en
el resto de la linfadenectomia (en contraposicidn con otras series con gran porcentaje de
GC positivo Unico). Si ademads consideramos los falsos negativos, es evidente que la
extensién de la linfadenectomia no debe reducirse por la utilizacion de GC en CC, lo que
por otra parte no nuestro sobjetivo. En mama y melanoma es ese precisamente el
objetivo fundamental, pero en estas patologias si estd justificado por su alta sensibilidad y

baja tasa de falsos negativos (Paramo JC et al. 2001).

En cuanto a las CTA (NOi+), en nuestra serie encontramos ocho ganglios con células
aisladas en ocho pacientes. En cinco de ellos gracias a IHQ en el GC, en un paciente
gracias a OSNA" en GC y en otros dos gracias a IHQ en el grupo GnoC. De los ocho
pacientes, cuatro se etiquetan de NOi+ gracias a estos hallazgos; dos de ellos por los
hallazgos en el GC y otros dos por los hallazgos en el GnoC. En el resto el hallazgo de
células aisladas no influye en el subindice N dado que son N positivos. No consideramos
CTA como sobrestadiaje, incidiendo de esta forma en la necesidad de diferenciar MM de
CTA de cara al prondstico, decisiones terapéuticas y posibles comparaciones entre

estudios.
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VII. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1.

El SE del GC en el grupo estudio consigue mejorar el diagnéstico (supraestadificar) de
un pequeno porcentaje de pacientes (4,8%), aunque la relevancia clinica es menor
(2,6%) porque solo cambia la actitud en pacientes NO en el EC que pasan a ser N

positivos (un paciente).

El EC es insuficiente para diagnosticar MM y CTA (ningun caso en nuestra serie) y el SE

aporta un 6,45% de MM y un 13,33% de CTA.

Aunque el porcentaje de supraestadificacidon no sea alto, hay algun paciente que si se
beneficia de este cambio de estadio porque recibird tratamiento que sin el SE no
habria recibido y predeciblemente mejorara su supervivencia; por otro lado, el GC
hace posible que este estudio pueda llevarse a cabo sin tener que superestudiar todos
los ganglios de la linfadenectomia, lo cual seria inviable desde el punto de vista coste-

efectividad.

El EC de nuestro Centro es excepcionalmente bueno, lo que refleja tanto un técnica
quirurgica adecuada como un buen estudio histopatoldgico. La media de ganglios por
paciente es incluso mejor en el grupo control que en el grupo estudio (20,66 frente a
18,45 del grupo estudio). El mayor nimero de ganglios linfaticos estudiados, ademas
de correlacionarse con una mayor supervivencia, hace que el estudio histopatoldgico

sea mas certero y, por tanto, que el SE tenga menos que aportar.
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5. Es muy importante homogeneizar y definir bien los términos para poder comparar las
publicaciones previas porque hay una gran disparidad de resultados debido a la poca

concrecion de términos.
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ANEXO I: CONSENTIMIENTO INFORMADO

q Hospital Universitario
de Fuenlabrada
EalucibAacind B comunida de mariria

" del Molino, 2 - Ted, 91 600 60 00
28942 Fuenlabrada - Madrid

DATOS ADMINISTRATIVOS
N* de Historia Clinica: N" de Acto Clinico; | ClAs:
ter. APELLIDG: ClP: N° S5
2do APELLIDO: Direccidn:
NOMBRE: Poblacitn; | C.P:
EDAD: SEXO: | Taléfonas:
DN!‘F:{_.;' anarwfad_gr: | Garanis:

Proyecto: "IDENTIFICACION IN VIVO DEL GANGLIO CENTINELA EN PACIENTES CON CANCER DE COLON MEDIANTE
TECNICA INTRAOPERATORIA RADIOGUIADA. DETECCION DE METASTASIS MEDIANTE EL METODO OSNA Y
COMPARACION CON EL ESTUDIO HISTOLOGICO CONVENCIONAL CON APOYO INMUNOHISTOQUIMICO.",

Usted ha sido invitado a participar en un estudio-proyecto de investigacion clinica para saber si la identificacion y el estudio de los
ganglios centinelas, como parte de la evaluacion diagndstica de los tumores de colon, puede conseguir que el tratamiento del
cancear de colon se cenvierta en mag preciso y mas eficaz.
Este estudio clinico y sus procedimientos han side aprobados por ef Comité Etico de Investigacidn Clinica de referencia y se
realizard siguiendo los principios de la Declaracion de Helsinki y d2 las normas de la buena practica clinica.
Antes de gue tome ura decisian en relacidn a participar en este estudio, usted necesita conocer sus riesgos y beneficios.
Este doecumente de consentimianto le informa sobre el estudio. Lea detenidamente toda la informacién y coméntelo con cualquier
persona que usted deses, Ello puede incluir un amige o un familiar. Si tiene alguna pregunta, consulte al médico o al personal del
estudio para que se la responda.
Una vez conozea los detalles del estudio v las pruebas que se |e realizaran, se le padird gue firme este formulario para participar
en el mismo. La decision de participar en este estudio es totalmente voluntaria. Esto significa que dispone de total liberiad para
participar 0 no en este estudio. También dispone de total libertad para abandonarlo en cualguier momento y sin motive alguno. Si
usted decide no participar en este estudio, puede comantar con el médico del estudio los detalles de su cuidado médico habitual,
La participacion en este estudio es decisién suya. Si decide no participar, ello no dafiard sus relaciones con su médico, ni se
producira perjuicio alguno en el tratamiente de su enfermedad,
El médico puede retirarle del estudio por cualquier motive. Se le proporcionard cualguier nueva informacion del estudio para que
usted pueda decidir si continua en el estudio o lo deja,
Se le puede retirar del estudio si:

1. Mo sigue |as instrucciones.

2. El estudio se cancela.
Si usted decide dejar el estudio, tendra que comunicarselo al médico o al personal dal estudia.

Finalidad y descripcion del estudio

Cuando las células cancerosas se separan del tumor primario y cirsulan a través de la linfa o la sangre hasta otros lugares &n &l
cuerpo, se puede formar ofro tumor, Este proceso se llama metastasis. El ganglio centinela es el primer ganglio linfatico que
encuentran las células tumorales al intentar diseminarse a través de la linfa.

Si usted aceplase participar en este estudio, durante la intervencidn quirdrgica en la que se va a extirpar la parte del intestino
grusse que estd enfermo, se realizarla la téenica de identificacidn del ganglio centinela,

Para identificar los ganglios linfitices centinelas, durante la intervencion guinirgica se realiza una técnica gue se denomina
linfografia, Consiste en la inyeccidn de una sustancia radioactiva cerce del tumer, La sustancia viaja a través de los vasos
linfaticas hasta los ganglies centinelas, A continuacion, se usa un sistema de deteccidn (gammagrafia) para enceontrar los ganglios
linféticos centinela que retienen la sustancia. Posteriormente, el cirujano extrae aquellos ganglios marcades con la sustancia
radioactiva o tinte y un patdlogo determina si hay células cancerozas o no en ellos.

La sustancia inyectada se elimina fundamentaimente en |a pieza extirpada, y la minima cantidad restanie por lo que no requiere la
orina en un tiempo madio inferior a seis horas por o que se recomienda 'a ingesta de liquidos frecuente.

Después de la intervencidn quirirgica, ademas del analisis de |a parte enferma del intesting grueso que se le habra extirpado, se
realizara el analisis de los ganglios centinelas en &l servicio de Anatomia Patoldgica pera conocer su estado d2 afectacion por la
enfermedad, Este andlisis se llevard a cabo mediante dos técnicas diagndslicas, cada una aplicada a una mitad de cada ganglio!
una convencional y otra novedosa con métodos moleculzres. La comparacion de los resultados servira como objetivo del proyecto
de investigacion.

Fueniabrads, a 28102015 Fuenlabrada, a 28/1/2015.

Firma del Paciente / Representante y/o Tutor Identificacién y firma del meédico que inferma

E CONSEJERIA UE GANIDAD Pagina 1 de 3
Gomunidad de Madrid Nota: Se deben firmar todas |as paginas
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Hespital Liniversitario

de Fuenlabrada
Saludkiacinicl [ Samanidad e Mt
C* del Molino,2 - Tel. 97 600 60 00
28942 Fuenlabrada - Madrid

Objetivos del estudio

El abjetivo principal es evaluar la efectividad de la identificaién y estudio del ganglio centinela pars predecir el estado ganglionar
local y reglonal en los pacientes con cancer de colon en el Hospital Universitario de Fuenlabrada.
Otros objefivos del estudio
1. Walidar la técnica quirdrgica de deteccidn in vivo del ganglio centinela en pacienfes con cancer de colon, mediante t&cnica
intraoperatoria radioguiada empleando una gammacamara portéfil.
2. Determinar cual es el procedimiento mas adecuado para el estudio anatomopatolégico de las biopsias de ganglios
centinela en el carcinoma de colon en el Servicio de Anatomia Paloldgica del Hospital Universitario de Fuenlabrada.
3. Probar el valor dei estudic anatomopatoltgico diferenciado de ios ganglios centinela en los carcinomas de colon para
mejorar la precisién en su estadificacion.
4. Elaborar un pretocelo de deteccion y estudio de los ganglios centinela en cdncer de colon,

Alrededor de 72 pacientes participarén en este estudio

Si el médico cree que usted puede ser adecuado para el estudio, se |0 explicara, 5e le dara la oportunidad de hacer preguntas y
tener fiempo para pensar si quiere participar en el estudio y para comentar su posible participacion con sus familiares y amigos.
Se le entregard este formulario para leerlo y, si acepla paricipar en el estudio, se le pedird que firme la pagina de fimas anles de
realizar ningdn procedimiento del estudio,

Riesgos e inconvenientes

Las exploraciones de Medicina Nuclear son pruebas gue se denominan incruentas, ya que no tienen riesgo para el paciente, La
realizacidn de |a técnica de la biopsia de! ganglie centinela, no conlieva ningln riesge grave ni frecuente, y forma parte de los
procedimientos rutinarios del servicio de cirugia del Hospital de Fueniabrada para el ratamiento de los tumores de colon.

Aungue se emplea un material radiactivo, la dosis es extraordinariamente baja v no tiens efectos negativos para la salud,

La exploracion no se puede realizar a mujeres embarazadas. En caso de lactancia, ésta se suspenderd durante las 24 horas
siguientes.

Autorizacion para obtener, utilizar y divuigar la informacion médica personal

En ningiin caso con la firma de este formuiario de consentimiento renuncia a sus derechos legales ni exime a los investigadores ni
al Hospital Universitario de Fuenlabrada de sus responsabilidades legales y profesicnales.

Si usted aceptase participar en este estudio, &f procedimiento quinirgico realizado, asi como todos los resultados del estudio
anatomopatolbgico de los ganglios centinelas se incarporarian direclamente a su historia clinica.

El material sobrante de las muestras de les gangiios centinela se almacenardn en los archivos del 2ervicio de Anatomia Patologica
del Hospital Universitario de Fuenlabrada, en las condiciones marcadas por la normativa vigente (Crden 20852006, de 30 de
noviembre, del Consejere de Sanidad y Consummo de 'a Comunidad de Madrid),

No existe compansacién acondmica por participar en el estudio. Tampoco los investigadores del estudio reciben compensacion
economica.

Si en algin momento usted desea obtener una infermacién mas detallada scbre la investigacion y si desea hacer alguna pregunia
o aclarar algin tema relacionado con el estudio, por favor, no dude an ponerse en contacto con:

Dr. Angel Castafio Pascual (Servicio de Anatomla Pateolégica. Investigador Principal del Proyecto}

Teléfono: 916008727

Dr. Pedra Arturiedo Pe (Servicio de Girugla General y del Aparato Digestiva)

Teléfono: 916006286

Dra. Maria Esther Liorente Herrero (Area de Medicing Nuclear del Servicio de Diagndstico por Imagen)
Teléfono: B16006452/6076

Con objeto de dar cumplimiento al RD 1841/1997, usted debera firmar este modelo de consentimienta informado en el que
manifiesta gque ha recibido una explicacidn suficiente acerca de este procedimiento, que la ha entendido, gue ha podido efectuar
cuantas preguntas ha deseado y que, en definifiva, esta voluntanamente de acuerdo en participar en el proyecto.

Usted recibira una copia firmada de esta hoja de informacidn para que la guarde o para gue la comente con su médica, familia o
con cualguier persona que desee comeniara.

D./Dfa.; VICENTE BORREGUERD BEJAR, conm DNI/Pasaporte n® 50144435L en calidad de paciente o, en su defecto D./Dfa

con DNI/Pasaporte n®  como Representante wio Tulor del paciente, mayor de edad, en pleno uso de mis facultades mentales
manifiesto que

Fueniabrada, a 28/10V2015 Fuariabrads, a 2810/2075.
Firma del Paciente / Representanta yfo Tutor Idertificacian y fimma del médico gue informa

mmuua:nu DE SANIDAD

Comunidad de Madrid Pagina 2 de 3

Neta: Se deben firmar todas las paginas
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Hospital Uiniversitario
e Fuenlabrada
Bt Aaciiid B eomunidad da Madcd
€° del Moling, 2 - Tel. 91 600 60 00
28942 Fuenlabrada - Madrid
1. He leido este documanto da informacion sobre el prayecto “identificacian in vivo del gan,
de colon mediante técrica intracparatoria radioguiada, Deteccion de metdstasis mediante el método osna y comparacion con
el estudio histoldgico convencional con apoyn inmunohistequimica *

Z. 5eme nan explicado las caracteristicas y los objetivos del proyecto y sus posibles beneficios y riesgos.
Entienda &l propdsit de esie estudio ¥ los procedimisnios que 88 me realzardn en este estudio.

4 Se me he dado tempo y oportunidad para resiizar preguntas. Todas las preguntas fueron respondicas 8 mi entera
satisfaccidn

5. El conseniméento lo olorgo de maners voluntaria vy sé que soy libe de relirarme del proyecio en cuaiguer momento del
mismo, por cuskqueer razdn y sin que tenga ningdn efecio scbre mis cuidados médicos.

6. Entisndo que recibiré unz copia de este documento coma se firma & continuacibn.

CONSIENTOD EN
Participar en el proyecto de invesfigacion “Identificacion in vivo del ganglio centineia en pacientes con cancer de colon mediants

técnica intrapperatona radiogulada Deteccién de metastasis medianle el mélodo osna y comparacion con el estudio histoldgico
convencional con apaya inmunohisteguimica”,

Si0 NeO

Le Agradecemos su desinteresada colaboracidn con el avance de la ciencia v la medicing ¥, ife forma especlal, en
referencia a la investigacidn sobre la aparicion, desarrollo y tratamiento del cdncer.

|consiento Fusniabradaa __de de

Ncmﬁr;ﬁm;&ﬂmo!n:mmmyfumw Nombre y Firma da la persona quée presenta el documento
{8l oua presentéfaxplict ef documenta)

Fecha: ___de e Fecha: ___de de

Mombre y Firma dal investigador Neombre y Firma de un testigo independiente
{o co-Investigador delegade que obtiene el Consentimianta)

Fecha: ___dm da Facha: __de - -
Fuentabrada, & 28/102015 Fueniabrada, a 28/10/2015,
Firma dei Paciente / Represantants yio Tutor Identificacién y firma del médico que mfoma
-
CONBEJGRIA D8 BANIDAD Pagina 3 de 3
omunidad de Madvl | .Sy deban il todis i plgey;
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