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Presentaci6

Aquesta tesi doctoral s’ha estructurat seguint la Normativa interna de la
Universitat Autonoma de Barcelona per a la presentaci6 de tesis doctorals per
compendi de publicacions, aprovada per la Comissié de Doctorat de la Facultat
de Medicina.

Els treballs que formen part de la memoria del projecte de tesi doctoral
pertanyen a la mateixa linia d'investigacié, emmarcada en el diagnostic per
tecniques moleculars de metastasis als ganglis en pacients amb cancer de mama i
el valor clinic del concepte de carrega tumoral. Com a resultat d'aquests treballs
s'han publicat 2 articles originals en la literatura internacional.



It is a narrow mind which cannot look at a subject from various points of view

George Eliot (1819-1880), escriptora britanica

Science progresses best when observations force us to alter our preconceptions

Vera Rubin (1926 - 2016), astronoma estatunitenca
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Plantejament general i
justificacio de la tesi



1.- EVOLUCIO HISTORICA DEL CANCER DE MAMA:

La humanitat ha lluitat per comprendre i tractar el cancer de mama des de la
primera documentacié fa més de 3500 anys. El fet de ser un tumor palpable i
visible en etapes avancades ha fet que es tracti d'una malaltia facilment
identificable pels metges al llarg de la historia. Malgrat aixo, I'elevada mortalitat
associada a la forma avangada de la malaltia i connotacions culturals i sexuals pel
que fa al pit han estigmatitzat les discussions sobre aquest cancer i han limitat la

seva descripci6 en revistes cliniques i llibres de text fins a fa poc.

La nostra comprensio clinica del cancer de mama ha millorat sensiblement des
de les primeres descripcions com “grumolls de bilis negra” a la moderna
concepci6 com a una “malaltia heterogénia que presenta diversitat en
histopatologia, genetica, subtipus molecular i resultat clinic”. Amés, els
descobriments cientifics de les darreres decades han donat lloc a noves i millors
maneres de prevenir, detectar, diagnosticar i tractar el cancer de mama. He

volgut fer un petit resum de les fites més destacades de la seva evolucié historica

1-

La primera descripci6 documentada del cancer de mama es troba als papirs
d’Ebers i d’Edwin de I'antic Egipte 2. En ells es parla de tumoracions al pit que es
descriuen com incurables malgrat el tractament 3. Altres textos assiris, indis i

grecs parlen de tumoracions mamaries (que podrien ser malignes o benignes) 4.

L'any 460 A.C., Hipocrates, va incloure el cancer en general en la seva teoria dels
humors, considerant-lo causat per un excés de bilis negra. Li va donar el nom de
karkinos, que vol dir “cranc” en grec, doncs li recordava la forma. Segons qui és
considerat com el pare de la medicina occidental era millor no tractar els tumors

amb cirurgia donat que aquesta era més perillosa que la propia malaltia®.

Gale, en el 200 D.C, va desenvolupar aquesta teoria. Va descriure un tipus de
cirurgia conservadora i tractaments alternatius com opi, oli de rici o sulfur®.
Malgrat aixo les mastectomies radicals sense anestésia van seguir fent-se al llarg

de '’edat mitjana.



La Teoria dels humors de Gale es van mantenir fins al segle XVII, on diversos
autors hi van oposar les seves hipotesis. Descartes proposa un origen limfatic 7,
Sylvius una alteraci6 en el balang acid-base 8. Hunter, desenvolupa la hipotesi de

'origen limfatic i proposa una cirurgia amb extirpacio de les rutes limfatiques °.

En el s.XVIII LeDran observa que el cancer de mama avangava en etapes i que era
necessari extirpar els tumors abans que s’estenguessin als ganglis limfatics de les

aixelles 10,

Al sXIX Virchow va concloure que el cancer estava format per cél-lules i també es
produiren grans avengos en cirurgia derivats del descobriment de l'anestesia i
I'antisépsia 1. En aquest context, Halsted introdui la mastectomia radical, que
consistia en l'extirpacid de tot el pit amb els pectorals i el contingut de I'aixella,
obtenint uns resultats espectaculars pel que feia a la recidiva local, no tant a la
supervivencia global 3. Aquesta intervencio6 fou el gold-standard fins ben entrat el
sXX. El sXIX també té I'honor del naixement de 'hormonoterapia, a partir de
I'observaci6 de Beatson de regressions temporals de cancers de mama

metastatics després d’ooforectomia 12,

El segle passat introdui la cirurgia conservadora, la radioterapia, la
quimioterapia i els estudis epidemiologics que han portat al diagnostic i
tractament preco¢ del cancer de mama 1. Fites importants en aquest sentit han
estat la introducci6 del concepte de gangli sentinella (GS)3, un primer gangli que
si és negatiu permetia estalviar-se el buidament axil-lar, i més recentment, els
estudis de Giuliano que han demostrat que és possible no fer el buidament inclds

quan aquest GS és positiu 14,

2.- EPIDEMIOLOGIA I FACTORS DE RISC:

El cancer de mama és la neoplasia més diagnosticada a tot el mén, amb més de

2.000.000 casos/any, aixi com la principal causa de mort per cancer en dones 5.



Estimated number of new cases in 2020, worldwide, both sexes, all ages

Breast
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Estimated number of deaths in 2020, worldwide, females, all ages

Breast
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Figural . Incidéncia i mortalitat per cancer de mama en dones al mén

La seva incidéncia és més alta als paisos més desenvolupats, es pensa que com a
consequiencia de canvis socials resultants de la industrialitzacié (I'augment de la

ingesta de greix, el sobrepés, la data de la menarquia i/o lactancia, paritat, etc.) 1°



Estimated number of new cases in 2020, breast, all ages
Others

1292 (0.06

Low HDI

109 572 (4.8%)

Medium HDI

129 297 (5.7%)
India

178 361 (7.9%)

Very high HDI
1017 459 (45%)

High HDI
409 067 (18.1%)

China
416 371 (18.4%)

Total : 2 261 419

Figura 2. Incidéncia i mortalitat per cancer de mama en dones en la poblacio

mundial segons I'index de desenvolupament huma (HDI)

En el desenvolupament de cancer de mama intervenen diferents factors 16:

- Edatisexe

- Etniairaca

- Malaltia mamaria benigna anterior

- Antecedents familiars de cancer de mama: gens BRCA1 i BRCAZ
- Factors hormonals

- Estil de vida (dieta, factors reproductius).

3.- CARACTERISTIQUES CLINIQUES:

Signes i simptomes: en paisos amb programes de cribratge de cancer de mama,
el primer signe de malaltia acostuma a ser una troballa anormal en la
mamografia de control. No obstant aixo, fins a un 15% de les dones es
diagnostiquen per una lesié no vista a la mamografia i un 30% per una que

apareix entre mamografies de control 17.

Segons I'estadi observem:



- Nodul mamari: és tracta d’'una tumoracié palpable al pit i és el signe

meés comd de cancer de mama. La major part de noduls perd son
benignes. Les caracteristiques indicatives de malignitat sén: duresa,
falta de mobilitat i vores irregulars. No obstant, aquests trets no sén
diagnostics i es requereixen estudis addicionals per tal d’identificar la
naturalesa d'una lesi6. Altres signes menys comuns inclouen la
retraccié i/o ulceracié de la pell, inversi6 o descarrega del mugro, i
canvis en el color o textura de la pell.

- Malaltia localment avancada: inclou adenopaties axil-lars i canvis en la
pell com eritema, engruiximent o “pell de taronja”, que suggereixen
invasi6 dels vasos limfatics dermics per embols de carcinoma.

- Malaltia metastatica: els diferents signes i simptomes depenen dels

organs afectats. Els més freqliientment implicats son els ossos (dolor),

el fetge (dolor abdominal, nausees, ictericia) i pulmons (dispnea, tos).

Radiologia: la mamografia és el meétode fonamental de cribratge per al cancer de
mama en dones majors de 40 anys, sent I'ecografia la prova utilitzada en pacients
més joves. Les troballes caracteristiques de la mamografia inclouen la presencia
d'un nodul i microcalcificacions agrupades. Si es tracta d’una lesi6 espiculada, la
probabilitat de malignitat arriba fins al 90%. L'estudi d'ultrasons s'utilitza sovint
per discernir entre benignitat i malignitat en una lesio. Les caracteristiques d'un
procés maligne son l'espiculacié, I'hipoecogenicitat, la microlobel-lacio, i les

microcalcificacions.

La ressonancia magnetica nuclear (RMN) és la prova més sensible per al
cribratge de cancer de mama, s'utilitza com a tecnica d'elecci6 per a pacients
amb alt risc de cancer (per exemple, dones que porten mutacions BRCA1 o
BRCA2) o per l'estadi del carcinoma lobel-lar infiltrant (CLI). Les lesions

malignes capten gadolini, tenen vores irregulars i un aspecte heterogeni.

Malgrat la gran capacitat de la radiologia per caracteritzar les lesions benignes
sempre és necessari un diagnostic histologic que confirmi la malignitat. La
biopsia amb agulla gruixuda (BAG) és el metode d'elecci6 més emprat amb

aquesta finalitat.



4.- ANATOMIA PATOLOGICA:

La classificacio actual dels tumors malignes de mama de 1'Organitzacié Mundial
de la Salut (OMS) reconeix 21 neoplasies primaries d'origen epitelial. La més
freqiient és el carcinoma infiltrant no especial (CINE), conegut com carcinoma
ductal infiltrant, que representa entre el 40% i el 75% de les neoplasies malignes

segons les series, seguit pel CLI, que representa entre el 5 i el 15% dels casos 16.

Carcinoma infiltrant no especial: rep aquest nom perque el seu diagnostic es
basa en l'exclusi6 de qualsevol altre tipus especial de carcinoma.
Macroscopicament son tumors de mida variable, des de lesions microscopiques
<10 mm fins a masses de >100 mm. Acostumen a ser espiculats o estrellats,
encara que poden tenir una morfologia nodular. S6n ferms al tall i solen tenir

coloraci6 blanc-grisosa amb estries groguenques a l'interior.

Figura 3. Imatge macroscopica d’un CINE. Observeu les vores espiculades i la

coloracié blanquinosa de la lesié.

Des del punt de vista microscopic, la morfologia pot ser molt variable doncs es

tracta d'un diagnostic d’exclusié. Pot tenir marges infiltrants o expansius, un



patr6 de creixement cordonal, en nius, trabecules o grups molt més grans, solids
o sincitials o bé formant glandules o tibuls ben definits. A nivell citologic també
s’observa gran variabilitat. Els citoplasmes solen ser abundants i eosinofils amb
nuclis regulars i uniformes o pleomorfics i amb abundants nucléols. Poden tenir
escas estroma o abundant proliferacio fibroblastica o esclerosi. L'index mitotic i

la presencia de necrosi també son variables 16.

Figura 4. Imatge microscopica d’un CINE. S’identifica creixement en nius solids.

Carcinoma lobel‘lar infiltrant: carcinoma infiltrant format per cel-lules no
cohesives que es disposen normalment de manera individual adoptant un patré
caracteristic "en filera" en un estroma fibros, i generalment associat amb la

presencia de carcinoma lobel-lar in situ.

Macroscopicament poden ser tumors dificils d'identificar pel seu creixement
difus, i s’identifiquen més facilment al tacte. Amés del patro histologic classic hi
ha variants morfologiques: solida, alveolar, pleomorfica (amb major atipia i
index mitotic) o tubulo-lobel-lar. En la major part de casos coexisteixen diferents
patrons. Una de les principals alteracions moleculars del CLI és la perdua
d'expressié d'E-cadherina, una molecula d'adhesi6 cel-lular, que contribueix a la
perdua de cohesi6é caracteristica d'aquests tumors. Aquesta alteraci6 es pot

posar de manifest amb tecniques immunohistoquimiques (IHQ) 6.



Figura 5. Imatge macroscopica d'un CLI. Pareu atencié al patré caracteristic "en

filera".

5.- CLASSIFICACIO MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA:

L'estudi del perfil genetic dels tumors de mama ha permes identificar subtipus
especifics de tumors malignes, incloent tumors luminals (A i B), tumors enriquits
amb HERZ i tumors triple negatius (o basals). Aquests subtipus difereixen tant
del punt de vista de la seva expressio genica, caracteristiques cliniques, resposta

al tractament i pronostic 1819,

Subtipus luminal: és el més freqiient. El seu nom deriva de la similitud existent
amb |'expressié genica de les cel-lules epitelials luminals. Mostren expressié IHQ
per citoqueratines 8 i 18, receptors d'estrogens (RE) i progesterona (RP). La
separacio entre luminal A i B es basa en la proporcié de cel-lules neoplastiques
que expressen RP (220% per a luminal A i <20% per a luminal B) i l'index
proliferatiu Ki67 (<20% en luminal A i 220% en luminal B). Al seu torn, el grup
luminal B es divideix en HER2 positiu o negatiu depenent de I'expressiéo o no

d’aquest receptor.

Des del punt de vista clinic, representen aproximadament el 70% de tots els
carcinomes de mama i responen al tractament antihormonal. La resposta a la

quimioterapia és variable i, en general, s6n de bon pronostic 18 19,



Sobreexpressio HER2: caracteritzada per la sobreexpressié IHC o amplificaci
de HERZ i la manca d'expressi6o IHC dels receptors hormonals (RE i RP).
Clinicament representen al voltant del 15% dels tumors de mama malignes i
solen ser d'alt grau histologic i tenen afectacié axil-lar. Responen al tractament
dirigit contra HER2 i quimioterapia basada en l'antraciclina. Acostumen a tenir

mal pronostic 18 19,

'—‘:.c

Figura 6. HER2 tumor positiu (IHQ)

Tipus basal: el 80% dels tumors considerats triple negatius (RE, RP i HER2) sén
en realitat de tipus basal. Representen el 15% de les malalties malignes de la
mama i habitualment tenen alteracions del gen BRCAI. No responen al
tractament antihormonal, pero sén sensibles als tractaments basats en plati i

inhibidors de la polimerasa poli ADP-ribosa (PARP). El seu prondstic és dolent 18,

6.- ESTADIFICACIO DEL CANCER DE MAMA:

El sistema d’estadificaci6 habitual és el TNM que publica I'"American Joint
Committee on Cancer (AJCC)/Union for International Cancer Control (UICC). Te en
compte l'abast del tumor primari (T), 'afectacié de ganglis axil-lars regionals (N)

i la presencia de metastasi a distancia (M) 29.

T, Ni M es combinen per crear 5 estadis clinics (0, [, II, Il i IV) que resumeixen

'extensid regional (mida tumoral, extensié a la pell o paret toracica, afectacié



axil-lar) i metastasis a distancia. Aquesta informacié és important per a la presa
de decisions, tant per a I'abordatge local com per a determinar la necessitat de
tractament sistéemic. Les noves proves moleculars basades en plataformes
d'expressié genica (com Mammaprint®, OncotypeDX® o PAMS50) poden
completar aquesta informacié estimant el risc de metastasi, recaiguda o resposta

al tractament 21 22,

When T is... And Nis... And Mis... Then the stage group is...

Tis NO MO 0
TI NO MO [A
TO Nlmi MO IB
Tl Nlmi MO IB
TO N1 MO A
Tl NI MO A
T2 NO MO A
T2 NI MO 1B
T3 NO MO 1B
TO N2 MO 1A
Tl N2 MO [ITA
T2 N2 MO 1A
i3 N1 MO 1A
T3 N2 MO 1A
T4 NO MO 1B
T4 NI MO [11B
T4 N2 MO 1B
Any T N3 MO ic
Any T Any N M1 v

Figura 7. Estadis clinics segons els diferents parametres de TNM segons la AJCC (82
edicion) 20

7.- ESTUDI DEL GANGLI SENTINELLA:

7.1.- Evolucio dels metodes d’analisi

El concepte de GS és basa en la premissa de que existeix una primera estaci6 de
drenatge limfatic que prediu l'afectacié de la resta de ganglis. Des del seu
descobriment s’han anat perfeccionant tant les técniques de deteccié6 com les

d’estudi del GS.

Inicialment l'analisi es feia sempre en diferit, després de fixar la mostra en

formaldehid. Els primers estudis de Giuliano comparaven 'estudi rutinari de les



limfadenectomies amb hematoxilina-eosina (HE) amb I'estudi exhaustiu del GS
amb talls seriats i [HQ i demostraren que aquest darrer grup detectava més
metastasis 23. Observacié que fou confirmada per altres autors 24 Aquest analisi
exhaustiu del GS no era possible si es volia fer I'estudi de manera intraoperatoria
i evitar tornar a portar les pacients al quirofan si 'empremta citologica i/o el tall
en congelaci6 no havien detectat les metastasis i aquestes es trobaven a I'estudi

post-fixacid.

La publicaci6 de la 6a edicié del TNM al 2002 suposa encara un altre repte per al
patoleg, doncs introdui el terme “micrometastasi” definit com “afectacio del
gangli axil-lar de <2Zmm pero >0,2 mm” (les de >2mm eren “macrometastasis” i
les de <0,2 mm “cel-lules tumorals aillades”). La manera de mesurar les
metastasis no és gens clara i trobem diferents definicions en la literatura 2526, De
mica en mica es va veure clar que 1'analisi intraoperatori del GS per congelacid
era una eina suficient per identificar macromestastasis, perd un gran nombre de
micrometatasis s’identificaven a l'estudi post-fixacié on la qualitat de I'HE és

major, es poden fer més talls i [HQ.

Per tal d’abordar aquest reptes s’elaboraren diferents guies i protocols 2627 per
'estudi del GS pero hi existia gran variabilitat en la practica als diferents serveis

d’anatomia patologica 28.

Figura 9. Micrometastasi ganglionar de carcinoma



La incorporacié de técniques de biologia molecular en el camp de l'anatomia
patologica es va intentar aplicar a I'analisi del GS pero, un cop més, la necessitat
de fer-ho de manera intraoperatoria i la impossibilitat de quantificar la mida de

les metastasis no va permetre la seva incorporaci6 a la rutina diagnostica.

Diferents tecnologies intentaren solucionar aquest problemes. El Breast Lymph
Node Assay (BLNA), de Veridex® analitzava la meitat de la mostra per reacci6é en
cadena de polimerasa amb transcriptasa inversa (RT-PCR) amb molt bona
concordanca amb la histologia 29 pero la meitat del gangli continuava analitzant-

se en diferit.

Quasi al mateix temps, Sysmex® va presentar un altre meétode d'analisi
intraoperatori (One Step Nucleic acid Amplification - OSNA® -) que mostrava
una gran diferéncia amb els meétodes moleculars descrits anteriorment, i
introduia una nova tecnica (la RT-LAMP) per a la valoracié quantitativa de l'acid
ribonucleic missatger (RNAm) de citoqueratina 19 (CK19). Aquest métode te una
serie d'avantatges sobre 'RT-PCR, ja que és isotermic, és més rapid, no requereix
purificaci6 de I'RNA i mostra una major especificitat quan s'utilitzen 6 primers
especifics. D'altra banda, ha introduit una novetat molt important, doncs ha
permes l'estudi de tota la mostra intraoperatoriament en uns 30-35 minuts,

sense reservar material per a I'estudi convencional en diferit.

o

;’, I

Figura 10. Processament del GS per OSNA i aparell RD-210.



Diversos estudis han comprovat l'elevada sensibilitat i especificitat d’aquesta
tecnica. Els primers estudis de validaci6é publicats per Tsujimoto et al en 2007
van estudiar 325 ganglis, obtenint una concordancga del 98,2% i cap fals positiu
30, Visser et al, un any després, van realitzar un estudi similar amb 346 ganglis de
32 pacients obtenint una concordanga de 96,8%, sensibilitat del 95,3% i
especificitat del 97,1% 31. Schem, el 2009, va trobar una concordanca del 91,8%,
una sensibilitat del 98,1% i una especitat del 90,8% en una analisi de 343 ganglis
32, Feldman va publicar la serie més gran (1044 GS de 496 pacients) obtenint una

sensibilitat del 82,7% i especificitat del 97,7% 33.

L’estudi per OSNA® ha permes el diagnostic automatic, reproduible i definitiu de

tot el GS.

7.2.- Processament del GS per OSNA

El processament de la mostra per OSNA difereix completament del metode
convencional. En rebre la mostra, el primer que cal fer és eliminar el teixit adipés
periganglionar, ja que dificulta processar el gangli. Aquest es mesura, pesa i
secciona longitudinalment. Es el moment de fer una empremta citologica de la
superficie de tall per tenir una mostra per fer correlacié morfologica. El gangli
s'homogeneitza en la seva totalitat, utilitzant 4 ml de la soluci6 tamp6 de lisi
(Lynorhag- Sysmex Corporation, Kobe, Japd), amb posterior centrifugacié a
10.000 r.p.m. El gangli es divideix en el nombre de fragments necessaris perque
cap d'ells superi els 650 mg o sigui inferior a 50 mg. Un total de 2uL de
sobrenedant s'introdueixen en l'analitzador RD-210 (Sysmex), un sistema
automatitzat de deteccié d'amplificaci6 génica molecular, que utilitza la
tecnologia RT-LAMP i el kit LynoampBC (Sysmex). La mesura del producte
amplificat es dura a terme mitjancant turbidimetria, per reaccié amb pirofosfat
de magnesi, obtenint una quantificaci6 indirecta, en temps real, del nombre de
copies RNAm de CK19 obtingudes. L'analisi sempre incloura un control positiu

estandard i el control negatiu per a la validacié de cada prova.

Depenent del nombre de copies de RNAm de CK19/uL, i segons uns punts de tall

establert per a la técnica, definim:



- Macrometastasi (++): > 5x103 copies/uL d'RNAm CK19.
- Micrometastasi (+): 2,5x102 - 5x103 copies/uL de RNAm CK19.
- Absencia de metastasis (-): <2,5x102 copies/puL. de RNAm CK19.

L'as de I'OSNA com a metode d'elecci6 per 'analisi del GS s'ha estés a Espanyaia

Europa.

8.- ESTUDI DE LA LIMFADENECTOMIA:

L'examen histologic d’'una secci6 de gangli segueix sent el principal metode per a
la identificacié de metastasis als ganglis no sentinella (GNS). Les guies més
recents recomanen que els especimens es divideixin fent talls de no més de 2
mm de gruix per augmentar la probabilitat de detectar totes les macrometastasis
25, No obstant aix0, molts departaments d’anatomia patologica continuen
analitzant només una unica seccid pels GNS (un nivell del gangli obert
longitudinalment), que es reconeix en algunes guies com el metode estandard
minim 26, A més, com al GS, no esta clar quin és el millor métode per mesurar
metastasis 2526, Una alternativa a l'avaluaci6 histologica de les metastasis dels
GNS és 1'ts de tecniques moleculars tal i com es fa amb els GS, aixi malgrat el cost
i 'esforg afegit, 'analisi seria estandard i es detectarien totes les metastasis.
L’estadi dels ganglis axil-lars (pN) es considera un dels principals factors
pronostics en pacients amb cancer de mama. Durant molt de temps s'ha sabut
que existeix una relaci6 directa entre el nombre de ganglis positius i la
supervivencia 3435,

La LA és el millor metode per avaluar el pN pero és un procediment quirirgic no
exempt de morbiditat i en el 40-60 % dels casos el GS és I'tinic gangli positiu 36 37.
Tot i que, com hem comentat, I'estudi dels GNS no es tan exhaustiu com els dels
GS aixi que existeix la possibilitat de que hi hagi metastasis no detectades.

En qualsevol cas les disseccions axil-lars han vingut perdent popularitat des de la
publicacié de l'assaig ACOSOG Z0011 14, En aquest estudi, Giuliano et al. van
trobar que la LA no millorava el pronostic en un grup seleccionat de pacients
amb GS positiu, considerant-la per tant innecessaria.

Amb la disminucié del nombre de limfadenectomies es fa necessari trobar

estimacions alternatives del pN que serveixin per estadificar i planificar el



tractament.

9.- CONCEPTE DE CARREGA TUMORAL TOTAL:

Esta universalment acceptat que amb GS negatiu no cal fer LA 38 Com hem
comentat, quan el GS és positiu el risc de tenir més afectaci6 axil-lar varia d’uns
estudis a altres 3637, L’assaig ACOSOG Z0011 pero, va demostrar que en un grup
seleccionat de pacients aquest risc és menor (27 %) i per tant aquestes pacients
podrien estalviar-se la LA tot i tenir el GS positiu 14. Per tal de predir I'afectacié
en totes les pacients (també les que no compleixin els criteris del Z0011), s’han
anat proposat models predictius d’afectacié axil-lar 394041 que inclouen diferents
variables: mida, histologia, grau, permeacié limfovascular, receptors hormonals
amb major i menor impacte. Sembla clar que la mida de les metastasis és un
factor important a tenir en compte 4243, Aquests models tenen en comd que
I'analisi del GS es fa per histopatologia i donada la diversitat en els protocols
d’estudi d’aquest 28 i la manca d’estandarditzaci6 en la manera de mesurar les
metastasis, aquests parametres son susceptibles de variabilitat interobservador
44

La introduccié del meétode OSNA a l'estudi del GS va suposar un canvi en el
metode per detectar metastasis (de I'histologia al molecular), en la manera de
mesurar les metastasis (de mm a nombre de copies) i va fer possible un estudi
automatitzat i reproduible tant de la positivitat com del tipus de metastasi
(macro/micro).

Amés d’aquests resultats “qualitatius” proporciona un valor numeric: la carrega
tumoral total (TTL) que es defineix com el sumatori de copies de RNAm de
CK19/uL obtinguda amb OSNA 45. Aquesta nova eina ha demostrat en maultiples
estudis el seu valor predictiu per identificar pacients que, tot i tenir afectacié del
GS, tenen un risc molt baix de presentar metastasis en els GNS#5464748 | ha
esdevingut un factor addicional que incorporar als nomogrames predictius 4950,
Aquests resultats han fet que la TTL s'incorpori a algunes guies cliniques

nacionals 5152,
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Hipotesi

Aquesta tesi es planteja d'acord amb les seglients hipotesis:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

L'afectacié axil-lar (pN) és un factor pronostic molt important en cancer

de mama, pero el seu estudi en la LA no és tan exhaustiu com en el GS.

L’analisi dels ganglis mitjancant OSNA permet un estudi automatitzat amb

criteris de positivitat estandard i reproduibles també pels GNS.

L’analisi molecular amb OSNA dels ganglis limfatics permet la valoracio
de tot el teixit posant de manifest possibles metastasis ocultes que

podrien modificar I'estadi final de la pacient.

El canvi d’estadi pot variar el pronostic de les pacients.

TTL és una estimacié de pN pel que pot tenir valor prondstic i aportar la
informacié que hem perdut en aquelles pacients amb GS positiu en que no

es realitza LA i, per tant, el pN es basa exclusivament en l'estudi del GS

(pN(sn)).

Tal i com l'estudi del GS ha aportat la TTL, l'estudi dels GNS pot
proporcionar noves variables amb implicacié6 prondstiga: la carrega

tumoral als GNS (AD-TTL) i la carrega tumoral a tots els ganglis (G-TTL).



OBJECTIUS



Objectius

1.- Objectius primaris:

1) Comparar I'estadificaci6 per histopatologia i I'estadificacié6 molecular

mitjancant OSNA per tal de comprovar si existeixen diferéncies

2) Comprovar si l'estadificacié molecular mitjangant OSNA suposa un augment

en el pN

3) Comprovar si I'estadificacié6 molecular mitjancant OSNA modifica el prondstic

de les pacients

4) Estudiar el valor pronostic de TTL al GS

2.- Objectius secundaris:
1) Estudiar el valor pronostic d’AD-TTL i G-TTL

2) Comprovar si TTL prediu afectacié axil-lar quan s’analitzen els GNS amb OSNA

(la mateixa metodologia emprada pel GS)



PUBLICACIONS:
METODES I RESULTATS



Publicacions

1.- METODOLOGIA DEL PROJECTE D’INVESTIGACIO:

El disseny de I'estudi, la poblacié i la metodologia emprada en el mateix queden
descrits en els apartats “Material i metodes” de cadascun dels articles que
composen aquesta tesi doctoral.

Les referéncies i abstracts d’aquests articles estan inclosos en las pagines
seguents .



Publicacions

2.- TREBALL REALITZAT: PUBLICACIONS
2.1.- Estudi 1:

“Axillary staging based on molecular analysis: Results of the B-CLOSER-II
study”

Sansano, L, Vieites, B, Sancho de Salas, M., Garcia, C., Amendoeira, 1, Bernet, L.,
Pérez-Garcia, J. M., Espinosa-Bravo, M., Rubio, 1. T., Ramén y Cajal, S., & Peg, V

Pathology Research and Practice. 2020; 216 (11).
https://doi.org/10.1016/j.prp.2020.153197

Abstract:

Introduction: Axillary staging (pN) is a strong predictor of outcome in early stage
breast cancer yet following the publication of the Z0011 trial there has been an
increasing tendency to spare lymph node dissection. Automated molecular
detection of cytokeratin 19mRNA by one-step nucleic acid amplification (OSNA)
has been demonstrated to be an accurate method to assess sentinel lymph node
(SLN) metastasis. In this study we compare histological and molecular methods
following complete axillary lymph node dissection (cALND), determine whether
molecular axillary staging affects survival, and evaluate the predictive and
prognostic value of total tumor load in ALND (AD-TTL) and in all positive nodes
(G-TTL). Material and methods: Axillary lymph nodes were collected from 102
patients with primary breast cancer with histological confirmation of axillary
involvement (cN+) or positive SLN. The central 1-mm portion of each non- SLN
was processed for hematoxylin-eosin staining and the remaining tissue was
analyzed by OSNA. Results: Non-SLNs were diagnosed as positive in 72 out of 102
patients (70.6 %) on OSNA compared with only 53 (52 %) on histology (p < 0.01).
Thirteen patients would have changed staging if the diagnoses provided had
been by molecular methods (p < 0.01), but without a change in prognosis. AD-
TTL and G-TTL were predictive of recurrence and mortality. Conclusions:
Compared to molecular detection, histological examination significantly
underestimates the frequency of axillary node metastases. However, the increase
in pN did not show a clinical effect on survival in those patients.



Publicacions

2.2.- Estudi 2:

“Role of total tumour load of sentinel lymph node on survival in early
breast cancer patients”

Peg, V., Sansano, 1, Vieites, B., Bernet, L., Cano, R, Cérdoba, A., Sancho, M., Martin, M.
D., Vilardell, F., Cazorla, A., Espinosa-Bravo, M., Pérez-Garcia, ]. M., Cortés, ], Rubio,
L T, & Ramon y Cajal, S.

The Breast. 2017; 33, 8-13.
https://doi.org/10.1016/j.breast.2017.02.011

Abstract:

Background: Axillary staging (pN) is considered one of the most important
prognostic factors in breast cancer patients. However, the Z0011 study data
drastically reduced the number of surgical axillary dissections in a selected
group of patients, limiting the prognostic information relating to axillary
involvement to the sentinel lymph node (SLN). It is known that there is a
relationship between SLN total tumour load (TTL) and axillary involvement. The
objective of this study is to analyse the relationship between the TTL and
outcomes in patients with early stage breast cancer. Patients and methods:
clinicopathological and follow-up data were collected from 950 patients with
breast cancer between 2009 and 2010 on whom SLN analysis was conducted by
molecular methods (One Step Nucleic Acid Amplification, Sysmex, Kobe, Japan).
Results: TTL (defined as the total number of CK19 mRNA copies in all positive
SLN) correlates with p % 0.0014) and overall survival (HR: 1.08, p % 0.0032),
clearly defining a low-risk group (TTL <2.5 7 104 disease free survival (HR, 1.08;
p % 0.000004), with local recurrence disease free survival (HR % 1.07; CK19
mRNA copies/mL) versus a high-risk group (>2.5 7 104 CK 19 mRNA copies/mL).
Conclusions: SLN TTL permits the differentiation between two patient groups in
terms of DFS and OS, independently of axillary staging (pN), age and tumour
characteristics (size, grade, lymphovascular in- vasion). This new data confirms
the clinical value of low axillary involvement and could partially replace the
information that staging of the entire axilla provides in patients on whom no
axillary lymph node dissection is performed.
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Discussio

En el cancer de mama, com a la resta de tumors, els factors pronostics
proporcionen informacié sobre el curs de la malaltia i classifiquen els pacients
per tal de rebre un millor tractament. La constant evolucié de l'abordatge
terapeutic obliga els patolegs a adaptar la determinaci6 d’aquest factors o inclus
a buscar-ne de nous. L’estadificacié axil-lar del cancer de mama n’és un exemple

paradigmatic.

L'estadificaci6 axil-lar s’ha considerat sempre com un dels principals marcadors
predictius del cancer de mama en estadi inicial, amb clares diferencies entre
aquelles pacients sense afectacio ganglionar (pN0), amb un a tres ganglis (pN1),
amb quatre a nou ganglis (pN2) i amb més de deu ganglis (pN3) 3435, No obstant
aixo, des de la introduccio6 del GS, no totes les pacients s'han de sotmetre a LA
radical. Es per aixd que el patoleg ha de parar especial atencié a l'estudi
d'aquesta mostra fent una revisié minuciosa de diferents seccions histologiques
amb o sense IHC. En la resta de ganglis, els GNS, l'estudi es redueix a un tall

central i tinci6 amb HE a molts centres 28.

El métode OSNA és un analisi automatitzat, reproduible i definitiu del gangli,
doncs analitza la totalitat del teixit i és la tecnica escollida per 'estudi del GS en
alguns hospitals. L’estudi dels GNS no acostuma a ser tan exhaustiu com al GS en
cap servei d’anatomia patologica i no obstant es parla d’aixelles negatives amb

GS positius 363714,

Per tal de comprovar si existeixen diferencies entre l'analisi convencional i
molecular dels GNS vam dissenyar el primer dels treballs que composen aquesta
tesi>3 Es tracta d’'un estudi multicéntric on 5 hospitals van rebre i processar les
limfadenectomies de 102 pacients en paral-lel de les dues maneres. Des del
nostre servei vam recollir totes les dades clinicopatologiques en una base i vam
poder comparar-les. Els metges a carrec del tractament només van ser informats
del resultat histopatologic. Calgué esperar uns anys per obtenir les dades de

seguiment.

Aplicant la tecnologia OSNA a l'estudi de tota la LA vam comprovar que els
metodes convencionals infraestimen la quantitat de tumor a l'aixella (52% per

histologia i 71% per OSNA) com ja havien observat altres autors 5455, Aquesta
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troballa posa en dubte les elevades taxes d’aixelles negatives reportades amb GS

positius 363714,

L’analisi molecular va detectar 17 macrometastasis més que l'histologic i 60
micrometastasis més. Tots els casos discordants foren revisats tornant a mirar
I'HE i fent un reanalisi del material excedent de 'homogeneitzat dels ganglis. En
tots els casos es va obtenir el mateix resultat. L'explicacié a les discrepancies
diagnostiques en favor de I'OSNA esta en el teixit que l'estudi histologic no va
analitzar (les metastasis que no estaven en la llesca central del gangli). Vam triar
deliberadament aquest enfocament per reflectir el metode estandard minim
utilitzat en molts serveis de patologia28 i aixi destacar fins a quin punt la malaltia
metastatica pot ser subestimada. Les guies més recents recomanen almenys una
seccio cada 2 a 3 mm 26, L’objectiu d’aquestes indicacions és detectar totes les
macrometastasis pero és possible que algunes micrometastasis quedin sense

identificar malgrat la feina afegida.

Tot i 'evident major sensibilitat diagnostica de 'OSNA, en 3 dels 1471 ganglis
estudiats la discrepancia va ser en favor de la histologia, aix0 s’explica per una
limitacié en el disseny de l'estudi doncs la llesca central no va poder ser

analitzada per OSNA i es va reservar per I'estudi histologic.

Les pacients amb metastasis “ocultes” per a la histologia no van tenir pero un
pitjor pronostic. Aquesta troballa esta en consonancia amb el que ja s’havia
publicat sobre metastasis ocultes als GS>¢ pero s’havia posat en dubte en els

GNS5758,

El fet de detectar més ganglis positius implica que un nombre significatiu de
pacients (13%) haguessin tingut un estadi pN superior si l'estadificaci6 en la
practica habitual es fes amb I'OSNA. Aquestes pacients no mostraven cap
caracteristica epidemioldgica o histologica diferencial i no van demostrar un
pitjor pronostic que les que no canviaven d’estadi. A la nostra serie tant I'estadi
per histologia com I'estadi per OSNA predeien la recidiva i I'exitus de manera

molt similar.

Aquesta observacié és de gran rellevancia doncs un estadi major podria haver

suposat un tractament més agressiu sense ser necessari. Donada la tendencia
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actual a evitar la LA, la gran sensibilitat de I'OSNA podria considerar-se un
problema pero estudis recents demostren que si es segueixen les guies, la
deteccié de metastasis ocultes no porta a un major nombre de limfadenectomies

ni a més tractament adjuvant >°.

Des de la publicacié dels resultats de 1'estudi ACOSOG Z0011, que va demostrar
que la LA no proporciona cap benefici en termes de supervivéncia en un subgrup
de pacients amb 1-2 GS positius, el nombre de LA ha disminuit drasticament ©9,
Aix0 implica que, en aquest grup de pacients, I'estadificacié axil-lar, un dels
principals factors pronostics en cancer de mama 3435 es limita Unicament a

'estudi del GS (pN(sn)) no podent tenir 'autentic estadi pN.

Diversos estudis han observat que la TTL és un potent predictor de més malaltia
a l'aixella 45465049 j és per tant una estimaci6é de pN. Amb voluntat d’esclarir si és
amés un factor pronostic vam dissenyar el segon treball que conforma aquesta
tesi®l. Per tal de tenir un nombre suficient de pacients vam demanar la
col-laboraci6 d’altres 14 hospitals que fan servir 'OSNA per analitzar el GS i aix{
vam aconseguir recollir les variables necessaries en una serie de 950 pacients.
Agrupant la TTL per quartils vam identificar dos grups de pacients un amb alt
risc de recidiva (TTL225000 copies de RNAm de CK19/pL) i un altre de baix risc
(TTL<25000 copies de RNAm de CK19/pL). Aixi vam poder comprovar 'habilitat
de TTL per predir la supervivencia lliure de malaltia a 5 anys, la supervivencia
lliure de malaltia loco-regional i la supervivencia global. Aquesta capacitat no es
veu afectada per les caracteristiques de les pacients, del tumor ni pels efectes del

tractament.

Al primer treball amés vam confirmar aquesta capacitat de TTL de dir si hi ha
més ganglis positius a l'aixella, per primera vegada analitzant tots els ganglis
amb la mateixa técnica. En aquesta serie pero, tot hi que les pacients amb
recidives tenien una TTL més elevada, aquesta diferéncia no va assolir
significacié estadistica, possiblement per que aquest treball te una n més

modesta i I'estudi no es va dissenyar amb aquest proposit.

L’analisi molecular de tota la LA ha proporcionat dues noves variables

numeriques: AD-TTL (TTL als GNS) i G-TTL (TTL a tots els ganglis). Ambdés han
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demostrat la seva capacitat per predir recidives i mortalitat inclis major que la
del pN. Aixo confirma la importancia de la carrega tumoral a l'aixella en el
pronostic de les pacients i subratlla el valor potencial de TTL en el maneig

terapeutic.

TTL és una manera objectiva de diagnosticar les metastasis al GS que ens aporta
una variable numerica, més informativa que un resultat qualitatiu, que pot ser
emprada alhora de dissenyar el tractament de les pacients tal i com proposen
alguns treballs 6263, sobretot en aquelles pacients que no compleixen els criteris

del Z0011.

El valor real d’aquesta eina s’hauria de confirmar en assaigs prospectius aixi com
explorar la seva validesa en altres situacions cliniques com la neoadjuvancia on

I's de 'OSNA és controvertit6465,

Les publicacions que composen aquesta tesi son part d’'un a linia d’'investigacid
sobre metastasis ganglionars que es va iniciar al nostre servei al 2008 amb la
introduccié de I'OSNA en Espanya, i que ha donat lloc a diferents publicacions
45465066 glgunes d’elles amb resultats que s’han incorporat a guies cliniques
nacionals5152, Aquesta linia d’investigaci6, s’ha fet extensiva a tumors d’altres
organs com: tiroides, cérvix, colon, endometri i prostata®768. Els diferents treballs
tenen enfocaments variats per0 en general tots tracten de desenvolupar la
tecnica del GS i /o revisar l'estadificacid, sempre fent servir la capacitat de
I’OSNA per detectar de manera automatitzada i reproduible tota la malaltia als
ganglis. Altres grups s’han interessat també pel potencial prondstic de TTL com

son els treball publicats en cancer colo-rectal ¢°.

Altres tipus de tumors, com el cancer de pulmo, plantegen dificultats tecniques,
com son: I'existéncia controvertida d’'un GS79, la dificultat per individualitzar els
ganglis o la de fer una llesca central per donar un diagnostic histopatologic
alhora del molecular. De superar-se aquests entrebancs resultarien

estadificacions molt interessants de replantejar.

Finalment deixem oberta una darrera reflexié sobre la importancia de definir i
caracteritzar el tipus de cel-lularitat neoplastica de les metastasis. Aixi com ha

succeit en la darrera edici6 de l'estadificaci6 TNM de I'AJCC20, on les
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caracteristiques “biologiques” del tumor s’han incorporat a la mateixa,
modificant l'estadi clinic final, caldria determinar si totes les metastasis
“moleculars” tenen el mateix valor. Pensem que podria aprofitar-se I'mRNA
obtingut de I'homogeneitzaci6 dels ganglis per determinar algun marcador
addicional que pugui afegir informacié sobre la biologia del cancer i no quedar-

nos només en quantificar la quantitat de tumor present.
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Conclusions

1)

2)

3)

4)

5)

6)

L’estudi histopatologic convencional no diagnostica totes les metastasis
presents als ganglis limfatics de l'aixella. S’escapen sobretot

micrometastasis.

Aquest major nombre de metastasis detectades suposa un canvi en

I'estadi (pN) de les pacients.

L’augment d’estadi axil-lar (pN) no comporta un pitjor prondstic per les

pacients.

La TTL al GS és capac de classificar les pacients en aquelles que tenen alt i
baix risc de recidiva i és per tant un factor pronostic a tenir en compte

sobretot en aquelles pacients en les que no es fa LA.

La carrega tumoral al GS (TTL) és un valor objectiu i reproduible que
estudia els ganglis per complet, indicant el risc de més metastasi als GNS,

també quan aquests s’estudien per OSNA.

Els valors de carrega tumoral als GNS (AD-TTL) i a tota I'aixella (G-TTL)

son predictors de recidiva i mortalitat.
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