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La	  presente	  tesis	  doctoral	  se	  ha	  estructurado	  siguiendo	  la	  Normativa	  interna	  de	  
la	  Universidad	  Autónoma	  de	  Barcelona	  para	  la	  presentación	  de	  tesis	  doctorales	  
como	   compendio	  de	  publicaciones,	   aprobada	  por	  Comisión	  de	  Doctorado	  de	   la	  
Facultad	  de	  Medicina.	  

Los	   trabajos	   que	   forman	   parte	   de	   la	   memoria	   del	   proyecto	   de	   tesis	   doctoral	  
pertenecen	  a	  la	  misma	  línea	  de	  investigación,	  enmarcada	  en	  la	  definición	  y	  valor	  
del	   concepto	   de	   Carga	   Tumoral	   Total	   determinada	   mediante	   técnicas	  
moleculares	   en	   el	   ganglio	   centinela	   de	   las	   pacientes	   con	   cáncer	   de	   mama	   en	  
estadios	   iniciales	   y	   su	   valor	   clínico.	   Como	   resultado	   de	   estos	   trabajos	   se	   han	  
publicado	  dos	  artículos	  originales	  en	  la	  Literatura	  internacional.	  
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pero	  no	  siempre	  es	  lo	  que	  uno	  busca	  

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

A	  nivel	  mundial,	  el	  cáncer	  de	  mama	  es	  la	  neoplasia	  maligna	  más	  frecuentemente	  

diagnosticada,	   con	  más	   de	   1000000	   casos/año,	   así	   como	   la	   principal	   causa	   de	  

muerte	   por	   cáncer	   en	  mujeres1.	   En	   Europa	   representa	   el	   23%	   de	   los	   tumores	  

malignos	  de	  la	  mujer	  y	  el	  27%	  en	  los	  países	  en	  desarrollo,	  siendo	  dos	  veces	  más	  

frecuente	   que	   el	   cáncer	   de	   cualquier	   otra	   localización2,3.	   Sin	   embargo,	   la	  

previsión	   es	   que	   el	   cáncer	   de	   mama	   y	   colorrectal	   disminuyan	   su	   tasa	   de	  

mortalidad	  en	  2015	  (−10%	  y	  −8%),	  aunque	  se	  prevé	  un	  auge	  del	  9%	  del	  cáncer	  

de	  pulmón	  en	  mujeres,	  por	  lo	  que	  probablemente	  acabe	  superando	  las	  tasas	  del	  

cáncer	  de	  mama	  (aunque	  el	  número	  total	  de	  muertes	  seguirá	  siendo	  mayor	  para	  

el	  cáncer	  de	  mama	  –	  90800	  vs	  87500	  –)4.	  

a	  	   	   	   	   	   b	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figura	  1.	  Mortalidad	  por	  cáncer	  en	  mujeres	  a	  nivel	  mundial	  (a)	  y	  en	  Europa	  (b).	  Las	  

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

	  

2.-‐	  ESTADIFICACIÓN	  DEL	  CÁNCER	  DE	  MAMA:	  

El	   pronóstico	   en	   general	   de	   las	   pacientes	   con	   cáncer	   de	   mama	   se	   basa	   en	  

diferentes	   factores,	   que	   incluyen	   a	   edad	   al	   diagnóstico,	   las	   características	   del	  

deaths. Breast cancer in women has the second highest projected
rate with a 10.2% fall from 2009, but the highest number of
deaths, while in men prostate cancer has the third highest pre-
dicted rate at 10.3/100 000 men with a 12.2% fall since 2009.
Pancreatic cancer shows rising predicted death rates in both
sexes (8.2 and 5.6/100 000 for men and women, 3.6% and 5.2%
rises, respectively), corresponding to 85 300 total deaths, that is
6% of all predicted cancer deaths. The remaining causes, cancer
of the uterus, stomach and leukaemias each represent <5% of

total cancer deaths, show recent declines and low age-specific
rates.
Figure 2 illustrates trends in standardised total cancer mortal-

ity rates for men and women in quinquennia centred from 1972
to 2007, and the predicted rates for 2015 with PIs. Trends in
total cancer mortality in the EU are favourable in both sexes;
in men rates have been falling since the late 1980s, while in
women they have been favourable over the entire period, though
recent falls were largest in men.
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Figure 1. (A) Bar plots of age-standardised (world population) death rates per 100 000 and certified deaths for the year 2009 (green) and predicted rates and
number of deaths (predicted numbers of deaths are rounded to the nearest hundred) for 2015 (blue) with 95% prediction intervals (PIs) for total cancer mortal-
ity in the EU in men and women. (B) Bar plots of age-standardised death rates per 100 000 population for year 2009 (green) and predicted rates for 2015 with
95% PIs (blue) in the EU in men and women for selected cancer sites.
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Stomach cancer has long been one of the main drivers for the
falls in mortality in both sexes, and has been showing consistent
falls throughout the studied period. These are probably due to
better diet and food conservation, as well as a fall in Helicobacter
pylori infection prevalence [17–19]. Colorectal cancer was the
second cause of cancer mortality overall, and has been showing
favourable trends in both the EU as a whole and the individual
studied countries with the exceptions of Spanish and Polish men.
These favourable trends are likely due to improved diagnostic and
therapeutic practices [20–23].
Pancreatic cancer is the only major cancer showing unfavour-

able trends in both sexes. This neoplasm has a very low survival
rate (5% at 5 years). Pancreatic cancer aetiology is still largely
unaccounted for, since smoking (the main identified risk factor)
is responsible for ∼30% of cases, while obesity, diabetes, family
history and high alcohol intake barely account for another 10%
of cases [24].
Breast cancer has the highest projected rates for women in

most of the examined countries, the exceptions being the UK and
Poland that had very high lung cancer rates. Breast cancer has
had a favourable trend since the late 1980s/early 1990s, likely due
to improved therapeutic procedures and screening [25]. Thus, in
the EU overall, breast is no longer the cancer site with the highest
projected rate in 2015, having a lower rate than lung cancer.
Leukaemias and uterine cancers both show favourable trends,

due to continuous improvements in treatment [26].

Predicted trends for prostate cancer in the EU were favourable
throughout subsequent age groups, and trends have been down-
ward since the late 1980s/early 1990s, but showed appreciable
variation between countries, with the highest rates in the UK
being over 50% higher than those of Italy for all ages. This
cancer is amenable to treatment and the role of screening prac-
tices is still debated, even though favourable mortality trends
support a relevant role [27, 28]. The observed falls in mortality
are of similar magnitude in various age groups up to ≥75 years,
indicating that appreciable advancements in prostate cancer
management have been achieved for the elderly too. The falls in
rates were smaller in Poland than in Western European coun-
tries, stressing the importance of adopting modern management
and treatment protocols for prostatic cancer in Central and
Eastern Europe [27].
Total cancer mortality has shown favourable trends in both

sexes throughout the EU, and differences between countries can
be largely attributed to differences in lung cancer mortality for
both sexes, and hence to historic differences in smoking habits.
Exception to the general favourable trends were German, Italian
and Spanish women, where a plateau may have been reached. In
these countries, the rise in female lung and pancreatic cancer
rates is not offset by the favourable trends of other sites.
To summarise, predicted cancer mortality for the EU shows

continuing favourable trends in both sexes, similarly to the
United States [1, 15]. Since the 1988 mortality peak, over
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Figure 3. Age-standardised (world population) EU male and female cancer mortality rate trends in quinquennia from 1970–1974 to 2005–2009 and predicted rates
for 2015 with 95% prediction intervals (PIs). Men: stomach (squares), colorectum (circles), pancreas (triangles), lung (crosses), prostate (xs) and leukaemias (inverted
triangles). Women: stomach (squares), colorectum (circles), pancreas (triangles), lung (crosses), breast (xs), uterus (diamonds) and leukaemias (inverted triangles).

doi:10.1093/annonc/mdv001 | 

Annals of Oncology original article

 at H
ospital vall d'H

ebron on February 2, 2015
http://annonc.oxfordjournals.org/

D
ow

nloaded from
 



	   Introducción	  

	  

22	  
	  

tumor,	   el	   grado	   de	   malignidad,	   la	   expresión	   de	   receptores	   hormonales	   y	   la	  

presencia	  de	  metástasis	  en	  los	  ganglios	  axilares.	  

El	   sistema	   de	   clasificación	   más	   extensamente	   empleado	   a	   nivel	   mundial	   es	   el	  

TNM	   publicado	   por	   el	   American	   Joint	   Committee	   on	   Cancer	   (AJCC)/Union	   for	  

International	   Cancer	   Control	   (UICC)5.	   En	   él	   se	   tienen	   en	   cuenta	   el	   tamaño	   del	  

tumor	  (tumor	  o	  T),	  los	  ganglios	  axilares	  regionales	  (nódulos	  o	  N)	  y	  la	  afectación	  

metastásica	  a	  distancia	  (metástasis	  o	  M).	  La	  T,	  N	  y	  M	  se	  combinan	  para	  crear	  5	  

estadios	   clínicos	   (0,	   I,	   II,	   III	   y	   IV)	   que	   resumen	   la	   extensión	   regional	   (tamaño	  

tumoral,	   extensión	   a	  piel	   o	  pared	   torácica,	   afectación	   axilar)	   y	   las	  metástasis	   a	  

distancia.	  Esta	   información	  es	   importante	   tanto	  para	   la	   toma	  de	  decisiones	  con	  

vistas	   al	   manejo	   local	   como	   para	   determinar	   la	   necesidad	   de	   un	   tratamiento	  

sistémico.	  

La	   clasificación	   TNM	   se	   va	   mejorando	   en	   función	   de	   los	   nuevos	   avances	   en	  

cáncer	  de	  mama.	  De	  esta	   forma,	  desde	   la	   introducción	  de	   la	  biopsia	  del	  ganglio	  

centinela	   (GC)	   y	   el	   estudio	  más	   detallado	   del	  mismo,	   incluyendo	   las	   secciones	  

seriadas	   y	   la	   inmunohistoquímica,	   la	   clasificación	   se	   tuvo	   que	   modificar	   para	  

incluir	   en	   el	   estadiaje	   la	   detección	   de	   volúmenes	   cada	   vez	   más	   pequeños	   de	  

tumor	  en	  el	  GC.	  Una	  de	  las	  limitaciones	  de	  la	  6ª	  edición	  con	  respecto	  al	  GC	  era	  el	  

sistema	  de	  caracterización	  de	   la	  carga	  tumoral	  basado	  en	  el	   tamaño	  del	  clúster	  

de	   células	   neoplásicas.	   Por	   esta	   necesidad,	   en	   la	   7ª	   edición	   se	   incluyó	   una	  

clasificación	   de	   las	   células	   tumorales	   aisladas	   valorando	   tanto	   los	   clúster	   de	  

células	   tumorales	   como	   las	   células	   tumorales	   únicas.	   Otros	   cambios	   en	   la	   7ª	  

edición	  también	  incluyeron	  una	  nueva	  categoría	  M0(i+)	  para	  designar	  las	  células	  

tumorales	   circulantes	   detectadas	   en	   la	   sangre	   o	   en	   la	   médula	   ósea,	   y	   el	  

desdoblamiento	  del	  Estadio	  I	  en	  IA	  y	  IB	  al	  diferenciar	  las	  micrometástasis	  en	  el	  

GC	  como	  IB	  frente	  a	  N0	  en	  el	  IA.	  	  Pero	  al	  final,	  la	  mayor	  parte	  de	  la	  controversia	  

acerca	   de	   que	  método	   es	  mejor	   para	   analizar	   anatomo-‐patológicamente	   el	   GC	  

radica	  en	  el	  debate	  acerca	  del	  valor	  predictivo	  de	  estas	  mínimas	  metástasis	  en	  el	  

GC	  y	  su	  significación	  clínica.	  	  

En	   los	   últimos	   años	   se	   ha	   ido	   demostrando	   que	   el	   cáncer	   de	   mama	   es	   una	  

enfermedad	  heterogénea.	  En	  el	  año	  2000	  Charles	  Perou	  consiguió	  caracterizarla	  

estudiando	   los	   patrones	   de	   expresión	   de	   los	   genes	   de	   65	   tumores	   de	   mama	  
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utilizando	  microarrays	   de	   ADN6.	   De	   esta	   forma	   los	   tumores	   se	   clasificaron	   en	  

cuatro	  grandes	  subtipos	  (basal-‐like,	  HER2-‐enriquecido,	  normal-‐like	  y	  luminales)	  

determinados	   por	   las	   diferencias	   que	   abundan	   en	   sus	   patrones	   de	   expresión.	  

Estos	  subtipos	  moleculares	  son	  pronósticos	  en	  cáncer	  de	  mama	  y	  esto	  hace	  que	  

en	  la	  actualidad	  el	  pronóstico	  de	  las	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama	  no	  sólo	  esté	  

basado	  en	  el	  estadiaje	  sino	  también	  en	  los	  subtipos	  moleculares.	  	  

En	  el	  futuro,	  el	  mayor	  desafío	  de	  la	  clasificación	  TNM	  será	  incorporar	  los	  avances	  

en	   los	   factores	   biológicos	   del	   cáncer	   de	   mama	   que	   predicen	   los	   resultados	  

oncológicos	  y	  la	  respuesta	  a	  los	  tratamientos	  al	  simple	  estadiaje	  anatómico.	  Los	  

nuevos	   tests	   moleculares	   basados	   en	   plataformas	   de	   expresión	   génica	   (tales	  

como	   Mammaprint®,	   OncotypeDX®	   o	   PAM50)	   pueden	   completar	   esta	  

información	  estimando	  el	  riesgo	  de	  futuras	  metástasis,	  recidivas	  o	  previendo	  la	  

respuesta	  al	  tratamiento.	  	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

A N A T O M I C  S T A G E / P R O G N O S T I C  G R O U P S

Stage 0 Tis N0 M0
Stage IA T1* N0 M0
Stage IB T0 N1mi M0

T1* N1mi M0
Stage IIA T0 N1** M0

T1* N1** M0
T2 N0 M0

Stage IIB T2 N1 M0
T3 N0 M0

Stage IIIA T0 N2 M0
T1* N2 M0
T2 N2 M0
T3 N1 M0
T3 N2 M0

Stage IIIB T4 N0 M0
T4 N1 M0
T4 N2 M0

Stage IIIC Any T N3 M0
Stage IV Any T Any N M1

Co
py

rig
ht

 20
09

 A
me

ric
an

 Jo
int

 Co
mm

itt
ee

 on
 Ca

nc
er 

  
 Pr

int
ed

 w
ith

 pe
rm

iss
ion

 fr
om

 th
e A

JC
C.

1 of 2

A m e r i c a n  J o i n t  C o m m i t t e e  o n  C a n c e r

7th  E D I T I O N

Primary Tumor (T)   
 TX Primary tumor cannot be assessed
 T0  No evidence of primary tumor
 Tis  Carcinoma in situ
 Tis (DCIS)  Ductal carcinoma in situ
 Tis (LCIS) Lobular carcinoma in situ
 Tis (Paget’s) Paget’s disease of the nipple NOT associated with 

invasive carcinoma and/or carcinoma in situ (DCIS 
and/or LCIS) in the underlying breast parenchyma. 
Carcinomas in the breast parenchyma associated 
with Paget’s disease are categorized based on the 
size and characteristics of the parenchymal disease, 
although the presence of Paget’s disease should still 
be noted

Distant Metastases (M)
 M0  No clinical or radiographic evidence of distant 

metastases
 cM0(i+) No clinical or radiographic evidence of distant 

metastases, but deposits of molecularly or 
microscopically detected tumor cells in circulating 
blood, bone marrow, or other nonregional nodal 
tissue that are no larger than 0.2 mm in a patient 
without symptoms or signs of metastases

 M1  Distant detectable metastases as determined by 
classic clinical and radiographic means and/or 
histologically proven larger than 0.2 mm

Notes
 * T1 includes T1mi.

 ** T0 and T1 tumors with nodal micrometastases only 
are excluded from Stage IIA and are classified Stage 
IB.

  M0 includes M0(i+).
  The designation pM0 is not valid; any M0 should be 

clinical.
  If a patient presents with M1 prior to neoadjuvant 

systemic therapy, the stage is considered Stage 
IV and remains Stage IV regardless of response to 
neoadjuvant therapy.

  Stage designation may be changed if postsurgical 
imaging studies reveal the presence of distant 
metastases, provided that the studies are carried 
out within 4 months of diagnosis in the absence of 
disease progression and provided that the patient 
has not received neoadjuvant therapy.

  Postneoadjuvant therapy is designated with “yc” 
or “yp” prefix. Of note, no stage group is assigned 
if there is a complete pathologic response (CR) to 
neoadjuvant therapy, for example, ypT0ypN0cM0.

>10–20 mm=T1c

>5–10 mm=T1b
>1–5 mm=T1a

T4aT1 T2

T3

 T1  Tumor ≤ 20 mm in greatest dimension
 T1mi  Tumor ≤ 1 mm in greatest dimension
 T1a  Tumor > 1 mm but ≤ 5 mm in greatest dimension
 T1b  Tumor > 5 mm but ≤ 10 mm in greatest dimension
 T1c  Tumor > 10 mm but ≤ 20 mm in greatest dimension
 T2  Tumor > 20 mm but ≤ 50 mm in greatest dimension
 T3  Tumor > 50 mm in greatest dimension
 

 T4  Tumor of any size with direct extension to the chest 
wall and/or to the skin (ulceration or skin nodules)

  Note: Invasion of the dermis alone does not qualify 
as T4 

 T4a  Extension to the chest wall, not including  only 
pectoralis muscle adherence/invasion

 T4b  Ulceration and/or ipsilateral satellite nodules and/or 
edema (including peau d’orange) of the skin, which 
do not meet the criteria for inflammatory carcinoma

 T4c  Both T4a and T4b
 T4d  Inflammatory carcinoma (see “Rules for 

Classification”)
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>20–50 mm

>50 mm

Direct extension  
to chest wall  
not including 
pectoralis muscle.
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Figura	  2.	  Estadificación	  TNM	  según	  la	  AJCC	  (7ª	  edición)	  

	  

2.1.-‐	  Importancia	  de	  la	  linfadenectomía	  axilar	  

La	   afectación	   de	   ganglios	   linfáticos	   axilares	   sigue	   siendo	   el	   principal	   factor	  

pronóstico	   en	   el	   cáncer	   de	   mama	   en	   estadios	   iniciales.	   Por	   ese	   motivo	   los	  

primeros	   procedimientos	   quirúrgicos	   contemplaban	   la	   linfadenectomía	   axilar	  

(LA)	  como	  método	  de	  elección,	  en	  la	  que	  se	  disecan	  aproximadamente	  2/3	  de	  los	  

ganglios	  axilares	  para	  su	  estudio	  histológico.	  

La	  incidencia	  de	  afectación	  axilar	  en	  el	  momento	  del	  diagnóstico	  se	  relaciona	  con	  

múltiples	   características	  del	   tumor	  primario,	   tales	   como	  el	   tamaño.	  A	  pesar	  de	  

esto,	   hasta	   un	   20%	   de	   tumores	   ocultos	   o	   menores	   de	   10	   mm	   se	   asocian	   con	  
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7th  E D I T I O NBreast Cancer Staging
A m e r i c a n  J o i n t  C o m m i t t e e  o n  C a n c e r

Notes
 * “Clinically detected” is defined as detected by imaging studies (excluding lymphoscintigraphy) or 

by clinical examination and having characteristics highly suspicious for malignancy or a presumed 
pathologic macrometastasis based on fine needle aspiration biopsy with cytologic examination. 
Confirmation of clinically detected metastatic disease by fine needle aspiration without excision 
biopsy is designated with an (f) suffix, for example, cN3a(f). Excisional biopsy of a lymph node or 
biopsy of a sentinel node, in the absence of assignment of a pT, is classified as a clinical N, for example, 
cN1. Information regarding the confirmation of the nodal status will be designated in site-specific 
factors as clinical, fine needle aspiration, core biopsy, or sentinel lymph node biopsy. Pathologic 
classification (pN) is used for excision or sentinel lymph node biopsy only in conjunction with a 
pathologic T assignment.

Regional Lymph Nodes (N)
CLINICAL

 NX  Regional lymph nodes cannot be assessed  (for example, previously removed)
 N0  No regional lymph node metastases
 N1  Metastases to movable ipsilateral level I, II axillary lymph node(s)
 N2  Metastases in ipsilateral level I, II axillary lymph nodes that are clinically fixed or matted; 

or in clinically detected* ipsilateral internal mammary nodes in the absence of clinically 
evident axillary lymph node metastases

 N2a  Metastases in ipsilateral level I, II axillary lymph nodes fixed to one another (matted) or 
to other structures

 N2b  Metastases only in clinically detected* ipsilateral internal mammary nodes and in the 
absence of clinically evident level I, II axillary lymph node metastases

 N3  Metastases in ipsilateral infraclavicular (level III axillary) lymph node(s) with or without 
level I, II axillary lymph node involvement; or in clinically detected* ipsilateral internal 
mammary lymph node(s) with clinically evident level I, II axillary lymph node metastases; 
or metastases in ipsilateral supraclavicular lymph node(s) with or without axillary or 
internal mammary lymph node involvement

 N3a  Metastases in ipsilateral infraclavicular lymph node(s)
 N3b  Metastases in ipsilateral internal mammary lymph node(s) and axillary lymph node(s)
 N3c  Metastases in ipsilateral supraclavicular lymph node(s)

PATHOLOGIC (PN)*
 pNX  Regional lymph nodes cannot be assessed (for example, previously removed, or not 

removed for pathologic study)
 pN0  No regional lymph node metastasis identified histologically
  Note: Isolated tumor cell clusters (ITC) are defined as small clusters of cells not 

greater than 0.2 mm, or single tumor cells, or a cluster of fewer than 200 cells in 
a single histologic cross-section. ITCs may be detected by routine histology or by 
immunohistochemical (IHC) methods. Nodes containing only ITCs are excluded from the 
total positive node count for purposes of N classification but should be included in the 
total number of nodes evaluated.

 pN0(i−)  No regional lymph node metastases histologically, negative IHC
 pN0(i+)  Malignant cells in regional lymph node(s) no greater than 0.2 mm (detected by H&E or 

IHC including ITC)
 pN0(mol−) No regional lymph node metastases histologically, negative molecular findings (RT-PCR)
 pN0(mol+)  Positive molecular findings (RT-PCR)**, but no regional lymph node metastases 

detected by histology or IHC
 pN1  Micrometastases; or metastases in 1–3 axillary lymph nodes; and/or in internal 

mammary nodes with metastases detected by sentinel lymph node biopsy but not 
clinically detected***

 pN1mi  Micrometastases (greater than 0.2 mm and/or more than 200 cells, but none greater 
than 2.0 mm)

 pN1a  Metastases in 1–3 axillary lymph nodes, at least one metastasis greater than 2.0 mm
 pN1b  Metastases in internal mammary nodes with micrometastases or macrometastases 

detected by sentinel lymph node biopsy but not clinically detected***
 pN1c  Metastases in 1–3 axillary lymph nodes and in internal mammary lymph nodes with 

micrometastases or macrometastases detected by sentinel lymph node biopsy but not 
clinically detected

 pN2  Metastases in 4–9 axillary lymph nodes; or in clinically detected**** internal mammary 
lymph nodes in the absence of axillary lymph node metastases

 pN2a  Metastases in 4–9 axillary lymph nodes (at least one tumor deposit greater than 2.0 
mm)

 pN2b  Metastases in clinically detected**** internal mammary lymph nodes in the absence of 
axillary lymph node metastases

 pN3  Metastases in 10 or more axillary lymph nodes; or in infraclavicular (level III axillary) 
lymph nodes; or in clinically detected**** ipsilateral internal mammary lymph 
nodes in the presence of one or more positive level I, II axillary lymph nodes; or in 
more than three axillary lymph nodes and in internal mammary lymph nodes with 
micrometastases or macrometastases detected by sentinel lymph node biopsy but not 
clinically detected***; or in ipsilateral supraclavicular lymph nodes

 pN3a  Metastases in 10 or more axillary lymph nodes (at least one tumor deposit greater than 
2.0 mm); or metastases to the infraclavicular (level III axillary lymph) nodes

 pN3b  Metastases in clinically detected**** ipsilateral internal mammary lymph nodes 
in the presence of one or more positive axillary lymph nodes; or in more than three 
axillary lymph nodes and in internal mammary lymph nodes with micrometastases or 
macrometastases detected by sentinel lymph node biopsy but not clinically detected***

 pN3c  Metastases in ipsilateral supraclavicular  
lymph nodes

Notes
 * Classification is based on axillary lymph node dissection with or without sentinel lymph node 

biopsy. Classification based solely on sentinel lymph node biopsy without subsequent axillary 
lymph node dissection is designated (sn) for “sentinel node,” for example, pN0(sn).

 ** RT-PCR: reverse transcriptase/polymerase chain reaction.
 *** “Not clinically detected” is defined as not detected by imaging studies (excluding 

lymphoscintigraphy) or not detected by clinical examination.
 **** “Clinically detected” is defined as detected by imaging studies (excluding lymphoscintigraphy) or 

by clinical examination and having characteristics highly suspicious for malignancy or a presumed 
pathologic macrometastasis based on fine needle aspiration biopsy with cytologic examination.

Low axillary,
level I

Mid-axillary,
level II

High axillary, apical,
level III

Supraclavicular

Pectoralis
minor

muscle

Internal
mammary

Axillary vein

Halsted’s
ligament

>0.2-2 mm or more
than 200 cells

pN1mi

pN1a: 1-3 nodes
(at least one tumor
deposit >2.0 mm)

pN2a: 4-9 nodes
(at least one tumor
deposit >2.0 mm)

pN3a: ≥10 nodes
(at least one tumor
deposit >2.0 mm)

≤0.2 mm or cluster of
fewer than 200 cells

pN0(i+)
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metástasis	  ganglionares.	  Otro	  factor	  que	  correlaciona	  con	  el	  riesgo	  de	  afectación	  

axilar	   es	   el	   estadio	   clínico.	   De	   este	   modo	   pacientes	   en	   estadio	   I,	   en	   los	   que	  

clínicamente	   no	   se	   objetiva	   afectación	   ganglionar,	   el	   porcentaje	   de	   casos	   con	  

ganglios	   invadidos	   llega	  al	  20-‐40%	  mientras	  que	  en	  estadio	   II	  hasta	  el	  40%	  no	  

tendrá	  ganglios	  infiltrados7,8.	  Por	  este	  motivo,	  aproximadamente	  un	  tercio	  de	  los	  

estadiajes	  clínicos	  resulta	  incorrecto,	  lo	  que	  explica	  el	  énfasis	  que	  puso	  Danforth	  

en	   justificar	   la	  LA	  como	  un	  método	  que	  permite	  una	  correcta	  estadificación	  del	  

tumor7.	  Fisher	  demostró	  que	  cuando	  se	  extirpaban	  y	  examinaban	  menos	  de	  10	  

ganglios	  axilares,	  11%	  de	  los	  pacientes	  tienen	  4	  o	  más	  ganglios	  infiltrados	  pero	  

cuando	   se	   examinan	   25	   o	  más	   ganglios	   el	   porcentaje	   asciende	   al	   24%9.	   	   Estos	  

datos	  justifican	  la	  disección	  de	  un	  número	  mínimo	  y	  representativo	  de	  ganglios	  

de	  los	  niveles	  I	  y	  II	  de	  la	  axila10,11.	  

A	   medida	   que	   aumenta	   el	   número	   de	   ganglios	   axilares	   afectados,	   la	  

supervivencia	   global	   y	   libre	   de	   enfermedad	   a	   5	   y	   10	   años	   empeora.	   	   En	   los	  

pacientes	  sin	  afectación	  ganglionar,	  el	  riesgo	  de	  recidiva	  local	  oscila	  entre	  el	  0	  y	  

el	   11%	  mientras	   que	   llega	   al	   40-‐50%	   en	   aquellos	   casos	   con	   4	   o	  más	   ganglios	  

positivos.	   La	   tasa	   de	   recidivas	   axilares	   también	   viene	   determinada	   por	   la	  

presencia	   o	   no	   de	   ganglios	   invadidos	   así	   como	   por	   la	   extensión	   de	   la	   LA.	   En	  

situaciones	  con	  disecciones	  axilares	  completas,	  la	  tasa	  de	  recidivas	  es	  inferior	  al	  

5%	   mientras	   que	   los	   pacientes	   con	   ganglios	   negativos	   pero	   sin	   cirugía	   axilar	  

(mastectomía	  total,	  por	  ejemplo)	  alcanzaban	  tasas	  del	  20-‐25%,	  como	  demostró	  

el	  estudio	  NSABP-‐047,8.	  Estos	  datos	  justificaban	  por	  lo	  tanto	  la	  LA	  para	  lograr	  un	  

mejor	  control	  local	  de	  la	  enfermedad12.	  

Las	   indicaciones	   para	   realizar	   una	   linfadenectomia	   axilar	   en	   pacientes	   con	  

cáncer	  de	  mama	  han	  sido	  tres:	  estadificación	  del	  cáncer	  de	  mama,	  control	  local	  y	  

mejora	   en	   la	   supervivencia,	   siendo	   aún	   hoy	   este	   último	   punto	   bastante	  

controvertido.	  Con	  los	  resultados	  del	  ensayo	  clínico	  NSABP	  B0413	  —	  que	  definió	  

la	   LA	   como	   un	   procedimiento	   de	   estadificación	   y	   de	   prevención	   de	   la	   recidiva	  

axilar,	  sin	  impacto	  en	  la	  supervivencia	  —,	  hubo	  un	  cambio	  en	  la	  percepción	  del	  

papel	  de	   la	  LA	  en	  el	  cáncer	  de	  mama.	  Aunque	  este	  fue	  un	  estudio	  clave,	  una	  de	  

sus	   limitaciones	   fue	   la	   falta	   de	   potencia	   suficiente	   para	   detectar	   pequeños	  

beneficios	  en	   la	   supervivencia	  por	   la	  LA.	  Otros	  meta-‐análisis,	   sin	  embargo,	  han	  
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encontrado	   un	   beneficio	   de	   la	   LA	   en	   la	   supervivencia	   de	   un	   5,4%14.	   La	  

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

sigue	  siendo	  objeto	  de	  debate	  

Sin	  embargo,	  cerca	  del	  50%	  de	  las	  pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama	  no	  presentan	  

afectación	  axilar	  y	  no	  se	  benefician	  por	  lo	  tanto	  de	  la	  LA.	  Además,	  ésta	  se	  asocia	  

con	  una	  riesgo	  considerable	  de	  morbilidad	  en	  el	  brazo	  en	  forma	  de	  dolor,	  edema	  

o	   pérdida	   de	   la	   movilidad15,16.	   Por	   este	   motivo	   se	   desarrolló	   el	   concepto	   del	  

ganglio	  centinela	  (GC)	  para	  identificar	  a	  aquellas	  pacientes	  que	  no	  precisan	  una	  

LA	  y	  evitar	  los	  efectos	  secundarios	  de	  la	  misma.	  

	  

3.-‐	  CONCEPTO	  DE	  GANGLIO	  CENTINELA:	  

3.1.-‐	  Evolución	  histórica	  del	  concepto	  y	  análisis	  del	  ganglio	  centinela	  

El	  sistema	  linfático	  se	  descubrió	  y	  discutió	  en	  la	  literatura	  científica	  ya	  en	  el	  siglo	  

V	  A.C.17.	   La	   función	  de	   los	  ganglios	   linfáticos	   fue	  posteriormente	  estudiada	  por	  

Gilchrist	  y	  Zeidman	  inyectando	  partículas	   inanimadas	  y	  células	  tumorales	  en	  el	  

sistema	   linfático	   de	   animales18,19.	   De	   este	   modo	   se	   percataron	   de	   que	   la	  

diseminación	  de	  las	  células	  neoplásicas	  sigue	  siempre	  un	  patrón	  similar	  y	  que	  los	  

ganglios	  linfáticos	  suponen	  una	  barrera	  para	  la	  diseminación	  metastásica.	  

La	   primera	   “biopsia	   de	   GC”	   la	   llevó	   a	   cabo	   Gould	   en	   1951	   durante	   una	  

parotidectomía20.	   Durante	   el	   acto	   quirúrgico	   observó	   un	   ganglio	   de	  

características	   anodinas,	   a	   nivel	   de	   la	   unión	   de	   las	   venas	   faciales	   anterior	   y	  

posterior,	   que	   decidió	   enviar	   para	   estudio	   intraoperatorio.	   La	   histología	  

demostró	   la	   presencia	   de	   células	   tumorales	   y	   decidió	   realizar	   una	  

linfadenectomía.	  Lo	  denominaron	  “ganglio	  centinela”	  y,	  en	  los	  siguientes	  6	  años,	  

28	  pacientes	  con	  tumores	  parotídeos	   fueron	  sometidos	  a	  estudio	  de	  un	  ganglio	  

linfático	  regional	  antes	  de	  la	  parotidectomía.	  

Sin	   embargo,	   el	   origen	   del	   GC	   posiblemente	   se	   remonte	   a	   1948	   cuando	   un	  

estudiante	  llamado	  R.	  Randall	  describió	  un	  ganglio	  predictor	  de	  la	  diseminación	  

linfática	  del	  cáncer	  laríngeo	  al	  que	  llamó	  “ganglio	  delfiano”	  (en	  honor	  al	  oráculo	  

de	   Delfos)21.	   Posteriormente	   surgió	   la	   verdadera	   hipótesis	   del	   GC,	   que	   le	  
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debemos	  al	  urólogo	  R.	  Cabanas,	   cuando	  describió	   la	   técnica	  en	   la	  diseminación	  

inguinal	  del	  cáncer	  de	  pene	  en	  197722.	  	  Él	  puso	  de	  manifiesto	  la	  existencia	  de	  una	  

primera	   estación	   de	   drenaje	   linfático	   que	   predecía	   la	   afectación	   del	   resto	   de	  

ganglios	  del	  mismo	  territorio.	  

	  

Figura	  3.	  Concepto	  de	  ganglio	  centinela	  

Desde	  su	  descubrimiento	  el	  objetivo	   fue	  mejorar	   los	  métodos	  para	  detectarlo	  y	  

examinarlo,	  de	  manera	  que	  se	  pudieran	  evitar	  cirugías	  innecesarias	  en	  aquellos	  

casos	   con	   GC	   negativo	   debido	   a	   la	   escasa	   probabilidad	   de	   tener	   más	   ganglios	  

afectados.	   De	   esta	   manera,	   en	   1992	   Morton	   introdujo	   un	   método	   para	   la	  

localización	  intraoperatoria	  del	  GC	  en	  el	  melanoma	  maligno	  cutáneo,	  que	  fue	  el	  

promotor	  de	  todo	  el	  desarrollo	  posterior	  de	  la	  biopsia	  del	  GC.	  Los	  resultados	  de	  

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

aceptación	  por	  la	  comunidad	  científica	  de	  la	  biopsia	  del	  GC23.	  

A.E.	   Giuliano	   fue	   el	   primero	   en	   introducir	   la	   biopsia	   del	   GC	   en	   pacientes	   con	  

cáncer	  de	  mama	  en	  1994	  en	  el	  John	  Wayne	  Cancer	  Institute,	  donde	  fue	  capaz	  de	  

identificar	   correctamente	   el	   status	   axilar	   en	   95%	   de	   los	   pacientes	   en	  

comparación	   con	   la	   LA	   empleando	   colorantes	   vitales24.	   Simultáneamente,	   Krag	  

introdujo,	   en	   la	   Universidad	   de	   Vermont,	   y	   en	   colaboración	   con	   el	   National	  

Cancer	   Institute,	   los	   trazadores	   isotópicos	   coloideos	   y	   una	   sonda	   detectora	  

gamma	  quirúrgica	  para	   facilitar	   la	  biopsia	  del	  GC25,	  estableciendo	   las	  guías	  que	  

siguen	  vigentes	  hoy	  en	  día.	  

Los	  avances	  en	   la	   evaluación	  y	   los	   conocimientos	  derivados	  del	   estudio	  del	  GC	  

causaron	  gran	  revolución	  en	  la	  comunidad	  científica	  porque	  el	  estudio	  de	  apenas	  

1-‐4	  ganglios	  se	  consideró	  suficiente	  para	  estadificar	  la	  situación	  axilar	  y	  evitar	  la	  

linfadenectomía.	  

Los	  primeros	  estudios	  de	  GC	  se	  realizaron	  con	  una	  LA	  posterior	  para	  determinar	  

la	   tasa	  del	   falsos	  negativos	  de	   la	  biopsia	  del	  GC.	  Esta	   tasa,	  que	  en	   los	  primeros	  

trabajos	  se	  vio	  que	  era	  cercana	  al	  10%,	  se	  redujo	  con	  la	  mayor	  experiencia	  en	  la	  

realización	  de	   la	   técnica,	  con	  tasas	  de	   falsos	  negativos	  que	  en	   la	  actualidad	  son	  

menores	   del	   5%.	   	   Estos	   resultados	   eran	   debidos	   no	   sólo	   a	   un	   fallo	   en	   la	  

realización	   de	   la	   técnica,	   sino	   también	   al	   estudio	   histológico	   del	   GC,	   que	  

precisaba	   un	   protocolo	   y	  metodologías	   diferentes	   a	   los	   que	   se	   utilizaban	   para	  

analizar	  la	  LA.	  

Los	   estudios	   randomizados	   de	  NSABP-‐B32	   y	   el	   del	   Instituto	   Europeo	  de	  Milán	  

donde	  se	  randomizaron	  pacientes	  con	  GC	  negativo	  a	  no	  hacer	  más	  cirugía	  axilar	  

o	   a	   completar	   la	   cirugía	   con	   una	   LA,	   con	   un	   seguimiento	   de	   más	   de	   8	   años	  

demostraron	  que	  en	  los	  pacientes	  con	  GC	  negativo	  no	  es	  necesaria	  la	  LA	  ya	  que	  

los	   resultados	   oncológicos	   son	   similares	   y	   además	   en	   el	   grupo	   de	   GC	   la	  

morbilidad	  es	  menor26,27.	  
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3.2	  Análisis	  del	  ganglio	  centinela	  

Históricamente,	   el	   ganglio	   centinela	   se	   estudiaba	   macroscópicamente,	   pero	   el	  

estudio	  microscópico	  demostró	  que	  existían	  ganglios	  afectados	  cuando	  parecían	  

anodinos	   al	   examinarlos	   macroscópicamente.	   En	   1971,	   Huvos	   y	   cols	  

demostraron	   que	   los	   pacientes	   con	  metástasis	   inferiores	   a	   2,0	  mm	   tenían	   una	  

supervivencia	   similar	   a	   aquellos	   con	   ganglios	   negativos28.	   	   Este	   concepto	   se	  

incorporó	   al	   Manual	   para	   la	   Estadificación	   del	   Cáncer	   (Manual	   for	   Staging	  

Cancer)	   y	   se	   estableció	   como	   punto	   de	   corte	   entre	   macrometástasis	   y	  

micrometástasis.	  De	  esta	  manera	  el	  principal	  objetivo	  del	  patólogo	  era	  no	  pasar	  

por	  alto	  ninguna	  metástasis	  mayor	  de	  2,0	  mm.	  

La	   forma	   de	   realizarlo	   consistía	   en	   una	   inspección	   de	   la	   grasa	   y	   el	   ganglio	  

remitidos	   y,	   si	   cualquier	   dimensión	   era	   mayor	   de	   2,0	   mm,	   debía	   cortarse	   la	  

muestra,	  normalmente	  siguiendo	  el	  eje	  mayor	  (que	  es	  además	  el	  sitio	  preferente	  

de	  entrada	  de	  los	  vasos	  linfáticos	  al	  ganglio	  según	  rezan	  antiguas	  descripciones	  

anatómicas).	   	   Este	   hecho,	   que	   puede	   parecer	   banal,	   es	   sin	   embargo	   el	   mayor	  

avance	   en	   la	   evaluación	   patológica	   del	   GC	   y	   en	   la	   estadificación	   del	   cáncer	   de	  

mama:	  realizar	  secciones	  inferiores	  a	   los	  2	  mm	  de	  grosor	  antes	  de	  su	  fijación	  y	  

parafinización.	  Este	  aspecto	  debería	  tenerse	  en	  cuenta	  independientemente	  de	  si	  

se	  está	  examinando	  un	  GC,	  una	  LA	  o	  cualquier	  tipo	  de	  ganglio	  linfático.	  

Una	  vez	  obtenidas	  las	  secciones,	  las	  dos	  caras	  opuestas	  resultantes	  deberían	  ser	  

examinadas	  histológicamente.	  En	  caso	  de	  obtenerse	  tres	  cortes,	  las	  dos	  muestras	  

correspondientes	  a	  los	  extremos	  deberían	  estudiarse	  por	  la	  superficie	  de	  corte	  y	  

la	  muestra	  central	  de	  manera	  aleatoria,	  salvo	  que	  el	  examen	  macroscópico	  haga	  

sospechar	  de	  alguna	  de	  las	  dos	  caras	  más	  que	  de	  la	  otra.	  Si	  se	  obtienen	  más	  de	  

tres	   cortes,	   se	   tendría	   que	   evitar	   que	   las	   dos	   caras	   opuestas	   de	   los	   cortes	  

centrales	  fuesen	  analizadas	  (figura	  4).	  
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Figura	  4.	  Procesamiento	  macroscópico	  del	  GC29	  

	  

3.3.-‐	  Papel	  de	  la	  inmunohistoquímica	  y	  de	  las	  secciones	  seriadas	  

Aunque	   es	   difícil	   encontrar	   a	   fecha	   de	   hoy	   poblaciones	   de	   referencia	   con	   una	  

supervivencia	   relacionada	   con	   un	   estudio	   patológico	   microscópico	   uniforme	  

basado	   en	   cortes	   seriados	   del	   GC,	  muchos	   de	   los	   protocolos	   que	   existen	   en	   la	  

actualidad	   se	   basan	   en	   múltiples	   secciones	   del	   ganglio	   y	   en	   el	   estudio	  

inmunohistoquímico	   de	   citoqueratinas	   una	   vez	   fijadas	   las	   muestras,	   ya	   que	  

permite	   detectar	   pequeños	   focos	   neoplásicos	   y	   células	   tumorales	   aisladas	   que	  

pueden	   pasar	   desapercibidas	   con	   el	   simple	   estudio	   intraoperatorio	   o	  

posteriormente	  con	  un	  único	  corte	  de	  hematoxilina	  y	  eosina30.	  	  

	  

3.4.-‐	  Estudio	  intraoperatorio	  del	  ganglio	  centinela 

Inicialmente	   el	   análisis	   se	   hacía	   siempre	   de	   forma	   diferida,	   tras	   fijación	   de	   la	  

muestra	   en	   formaldehído.	   Los	   primeros	   estudios	   de	   A.E.	   Giuliano,	   en	   1995,	  

compararon	  pacientes	  con	   linfadenectomías	  y	  estudio	  de	   los	  ganglios	  mediante	  

hematoxilina	  y	  bidisección	  con	  pacientes	  con	  únicamente	  GC	  estudiado	  mediante	  

corte	   seriado	  a	  distinta	  profundidad31.	   La	   frecuencia	  de	  metástasis	   axilares	   fue	  

del	  29%	  en	  el	  grupo	  de	  linfadenectomías	  y	  del	  42%	  en	  el	  GC,	  apoyando	  por	  tanto	  

la	  detección	  de	  afectación	  axilar	  (en	  concreto	  micrometástasis)	  mediante	  estudio	  

más	  exhaustivo	  del	  ganglio.	  

statistical outcome analyses of ITCs and microme-
tastases, particularly for small studies, making it
difficult to show differences in outcome for the two
groups. Moving away from dichotomous concepts
such as ‘node positive’ and ‘node negative’ and
embracing the continuum of semi-quantitative nodal
tumor burden is in the best interest of our patients
regardless of these limitations. We know that
increasing numbers of positive lymph nodes confer
a worse prognosis10 and conversely that decreased
metastatic tumor volume is associated with im-
proved outcome. This concept can intuitively be
extended to micrometastatic tumor burden where
the predicted prognostic impact should be some-
where between a patient with negative nodes and
one with a single node positive; a common sense test
we should apply to prognostic analyses of SLN
outcomes. Nodal tumor burden is a continuum from
a single cell to bulky palpable disease and prognosis
should follow tumor burden when all other intrinsic
biologic factors are equal.

In several respects, detecting nodal metastases is
similar to trawling for fish: the size of the net will
largely determine the size of the fish. In the case of
sentinel nodes, the size of the net is determined
by the thickness of unexamined tissue. In 1971,
Huvos et al11 showed that patients with metastases
no larger than 2.0 mm had similar survival to
patients with negative nodes. This concept was
incorporated into the Manual for Staging Cancer
and the dividing line between micrometastases and
macrometastases was set. There is virtually uniform
international agreement that the first net we cast
when looking for nodal metastases is 2.0 mm. In
other words, historical precedent and outcome
evidence indicate that we do not want to miss
metastases larger than 2.0 mm. How do we accom-
plish this seemingly simple task? First, we must
inspect the node and any adherent fat. If any
dimension is larger than 2.0 mm, the node must be
sectioned. Most lymph nodes take the form of an
asymmetric ellipsoid, or are bean shaped, with one
long axis and two shorter axes. We recommend
cutting the node parallel to the longest axis even
though this is harder than sectioning perpendicular
to this axis. Cutting parallel to the long axis
produces fewer 2.0 mm slices to examine and there
is old anatomic data that suggest afferent lymphatics
are more likely to enter the node in this plane. Thus,
the number of afferent lymphatic junctions with the
subcapsular sinus may be increased when the
sections are in the same plane as the two ‘faces’ of
a bean-shaped node. In reality, it is often difficult to
discern this microanatomy. What is important is
assuring that no slice is thicker than 2.0 mm. This is
such a fundamental concept that it bears emphasis:
the single most important advancement in breast
cancer staging and pathologic assessment of axillary
lymph nodes attributable to SLN biopsy is thin
slicing prior to embedding and the high likelihood of
detecting all metastases larger than 2.0 mm. This

principle is relevant regardless of whether the
pathologist is examining a full axillary dissection,
an axillary sampling, or a well executed sentinel
node biopsy. In our institution, and in many others,
thin sectioning of nodes has trickled into all node
evaluations in the surgical pathology suite including
evaluation of colectomy specimens, pelvic node
dissections, head and neck dissections, and any
other oncologic specimen with node evaluation. I
was first taught this technique as a pathology
resident evaluating nodes for malignant lymphoma
where the goal was superb fixation.

The capsular relaxation induced by bisecting
nodes will often be sufficient to produce 2.0 mm
sections. In this situation, the two opposing cut
faces should be placed down in the tissue proces-
sing cassette and full face sections should be
examined microscopically. Histology technicians
are taught to cut from the surface placed down in
the cassette. When a node is trisected, the two end
pieces should be placed cut surface down; the
middle section is placed randomly unless gross
examination identifies a suspicious lesion and then
this is placed down in the cassette. When more than
three sections are submitted, the middle sections
must be carefully placed in the cassette so that two
opposing faces are not placed down in such a
manner that microscopic sections are more than
2.0 mm apart (Figure 1). All pathology laboratories

Correct

Correct

Incorrect

Place surface to cut down in cassette

Figure 1 Gross sectioning and embedding of sentinel nodes. The
primary objective of the gross management of sentinel nodes is
assuring that all macrometastases larger than 2.0 mm are identi-
fied microscopically by assuring no slice is thicker than 2.0 mm
before embedding in paraffin. When nodes are serially sectioned,
special care must be taken to place the sections into the
embedding cassette in a manner that eliminates more than
2.0 mm of unexamined tissue. Histology technicians are taught
to embed and cut the surface that is placed down in the tissue-
processing cassette. Dashed lines represent the surface placed
down in the cassette. (a and b) Central serial sections are placed
in the cassette so that nonopposing surfaces are examined
microscopically. One of the end sections will be an opposing
surface. (c) This shows incorrect grossing and embedding
preparation. The central serial sections were placed in the
cassette so that neither surface containing the micrometastasis
was evaluated microscopically.

Sentinel lymph node evaluation

S28 DL Weaver

Modern Pathology (2010) 23, S26–S32
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Schreiber	   incluyó	   a	   210	   pacientes	   comparando	   el	   estudio	   por	   Hematoxilina-‐

Eosina	   y	   el	   estudio	   inmunohistoquímico,	   observándose	   un	   incremento	   de	   la	  

afectación	   axilar	   tras	   estudio	   inmunohistoquímico	   en	   el	   9,4%	  de	   los	  pacientes,	  

reforzando	  la	  idea	  de	  que	  la	  sensibilidad	  de	  la	  técnica	  aumenta	  a	  medida	  que	  se	  

aumenta	  la	  cantidad	  de	  material	  estudiado32.	  	  

Sin	   embargo	   el	   problema	   del	   análisis	   del	   ganglio	   chocó	   frontalmente	   con	   la	  

realización	   de	   la	   técnica	   de	   forma	   intraoperatoria,	   ya	   que	   no	   se	   disponía	   del	  

tiempo	   necesario	   para	   realizar	   diferentes	   cortes	   seriados	   o	   realizar	   tinciones	  

complementarias,	  además	  de	  las	  dificultades	  implícitas	  al	  manejo	  de	  la	  muestra	  

no	   fijada.	   De	   este	   modo,	   inicialmente	   se	   estudiaba	   el	   ganglio	   únicamente	  

mediante	   	   impronta	   citológica,	   a	   la	   que	   posteriormente	   se	   añadió	   el	   corte	   en	  

congelación.	  De	  todas	  maneras,	  aunque	  se	  consiguieron	  evitar	  linfadenectomías	  

diferidas	   en	   aquellas	   pacientes	   con	   estudio	   intraoperatorio	   positivo,	   aún	  

quedaba	   un	   porcentaje	   no	   despreciable	   de	   diagnósticos	   que	   se	   realizaban	   a	  

posteriori.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figura	  5.	  Metástasis	  ganglionar	  de	  carcinoma	  valorada	  por	  impronta	  citológica	  
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La	   publicación	   de	   la	   6ª	   edición	   del	   TNM	   en	   2002	   supuso	   otro	   reto	   para	   el	  

patólogo,	  ya	  que	  se	  definió	  el	  término	  de	  micrometástasis	  considerándose	  como	  

tal	   la	  afectación	  ganglionar	  axilar	   inferior	  a	  2	  mm	  pero	  mayor	  de	  0,2	  mm.	  A	  su	  

vez,	  aunque	  con	  un	  significado	  e	   implicación	  clínica	   inciertos,	  se	  habló	  también	  

de	   células	   tumorales	   aisladas	   cuando	   los	   implantes	   eran	   inferiores	   a	   0,2	   mm.	  	  

Ante	   estas	   nuevas	   definiciones,	   el	   análisis	   intraoperatorio	   del	   GC	   se	   fue	  

revelando	   poco	   a	   poco	   como	   una	   herramienta	   suficiente	   para	   identificar	   las	  

macrometástasis,	   aunque	   aún	   se	   diagnosticaba	   un	   gran	   número	   de	  

micrometástasis	  en	  diferido.	  

	  

Figura	  6.	  Metástasis	  ganglionar	  de	  carcinoma	  valorada	  por	  corte	  en	  congelación	  

	  

3.5.-‐	   Introducción	   de	   la	   Biología	   Molecular	   en	   el	   análisis	   del	   ganglio	  

centinela:	  

El	   avance	   progresivo	   de	   la	   Biología	   Molecular	   en	   el	   campo	   de	   la	   Anatomía	  

Patológica	  apareció	  entonces	  como	  una	  posible	  solución	  para	   los	  problemas	  de	  

falta	   de	   estandarización	   en	   el	   análisis	   del	   ganglio	   centinela.	   Sin	   embargo,	   el	  
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análisis	   molecular	   de	   las	   muestras	   requería	   tiempo,	   por	   lo	   que	   no	   se	   podía	  

realizar	  de	  forma	  intraoperatoria.	  Además,	  el	  primer	  acercamiento	  se	  realizó	  con	  

técnicas	   básicas	   como	   la	   PCR,	   por	   lo	   que	   no	   se	   podía	   cuantificar	   la	   afectación	  

ganglionar,	  y	  el	  TNM	  de	  la	  6ª	  y	  7ª	  edición	  seguían	  recogiendo	  estos	  casos	  como	  

pN0	  (mol+).	  

Con	   el	   paso	   del	   tiempo	   las	   técnicas	   moleculares	   se	   fueron	   adaptando	   a	   las	  

exigencias	   clínicas	   y	   aparecieron	   métodos	   cuantitativos	   factibles	   de	   manera	  

intraoperatoria.	   De	   este	   modo	   surgió	   el	   Breast	   Lymph	   Node	   Assay	   (BLN),	   de	  

Veridex®,	   que	   homogeneizaba	   la	   mitad	   de	   la	   muestra,	   purificaba	   el	   ARN	   y	  

realizaba	  una	  reacción	  en	  cadena	  de	  la	  polimerasa	  con	  transcriptasa	  inversa	  (RT-‐

PCR).	  Blumencranz	  publicó	  un	   estudio	  prospectivo	   con	  416	   ganglios	   recogidos	  

de	   12	   hospitales	   en	   el	   que	   se	   realizaban	   cuatro	   cortes	   del	   ganglio	   que	   se	  

estudiaban	   de	   forma	   alternativa	   por	   método	   convencional	   y	   molecular33.	   Los	  

hallazgos	   fueron	   muy	   esperanzadores,	   con	   una	   concordancia	   del	   98%	   para	  

macrometástasis,	   del	   88%	   para	   micrometástasis	   y	   una	   mejora	   general	   de	   la	  

sensibilidad	  del	  análisis	  del	  ganglio	  centinela	  entre	  el	  10	  y	  el	  30%.	  Viale	  presentó	  

en	   2009	  un	   estudio	   de	   diseño	   y	   resultados	   similares	   en	   293	   ganglios,	   con	   una	  

capacidad	  de	  detección	  de	  metástasis	  mayores	   de	   2	  mm	  del	   98,1%,	   del	   94,7%	  

para	   afectaciones	   mayores	   de	   1	   mm	   y	   del	   77,8%	   para	   casos	   mayores	   de	   0,2	  

mm34.	  La	  concordancia	  global	  de	  la	  RT-‐PCR	  con	  la	  histología	  fue	  del	  90,8%,	  con	  

una	   especificidad	   del	   95%,	   un	   valor	   predictivo	   positivo	   del	   83,6%	   y	   un	   valor	  

predictivo	   negativo	   del	   92,9%.	   Sin	   embargo,	   todavía	   quedaba	   la	   mitad	   del	  

ganglio	   linfático	   que	   se	   analizaba	   de	   manera	   convencional,	   por	   lo	   que	   aún	  

existían	   casos	   diagnosticados	   de	   forma	   diferida.	   A	   día	   de	   hoy	   esta	   técnica	   ha	  

dejado	  de	  ser	  comercializada.	  

De	  forma	  casi	  paralela,	  la	  empresa	  japonesa	  Sysmex®	  presentó	  otro	  método	  de	  

análisis	   intraoperatorio	   (One	   Step	   Nucleic	   acid	   Amplification	   -‐	   OSNA®	   -‐)	   que	  

mostraba	  una	  gran	  diferencia	  respecto	  a	  los	  métodos	  moleculares	  anteriormente	  

descritos,	  y	  es	  que	  introducía	  una	  técnica	  nueva	  (la	  RT-‐LAMP)	  para	  la	  valoración	  

cuantitativa	   del	   ARN	   mensajero	   (ARNm)	   de	   citoqueratina	   19	   (CK19).	   Este	  

método	   presentaba	   una	   serie	   de	   ventajas	   respecto	   a	   la	   RT-‐PCR	   ya	   que	   era	  

isotérmica,	  más	   rápida,	  no	   requería	  de	   la	  purificación	  del	  RNA	  y	  mostraba	  una	  
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mayor	   especificidad	   al	   emplear	   6	  primers	   específicos.	   Por	   otro	   lado	   introducía	  

una	  novedad	  muy	  importante,	  y	  es	  que	  permitía	  el	  estudio	  de	  la	  totalidad	  de	  la	  

muestra	  de	  forma	  intraoperatoria	  en	  unos	  30-‐35	  minutos,	  sin	  reservar	  material	  

para	  estudio	  convencional	  y	  diferido.	  

	  

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

RD-‐100i	  (imagen	  derecha).	  

Los	  primeros	  estudios	  de	  validación	  publicados	  por	  Tsujimoto	  y	  cols	  en	  2007	  se	  

diseñaron	  de	  forma	  similar	  a	  los	  del	  BLN,	  realizando	  4	  cortes	  del	  mismo	  tamaño	  

de	   cada	   ganglio	   y	   analizándolo	   alternativamente	  mediante	   RT-‐LAMP	   o	   técnica	  

convencional35.	   De	   esta	   manera	   se	   estudiaron	   325	   ganglios	   (81	   de	   ellos	  

centinelas),	   obteniéndose	   una	   concordancia	   del	   98,2%	   y	   ningún	   falso	   positivo.	  

Visser	  y	  cols,	  un	  año	  después,	  realizó	  un	  estudio	  similar	  con	  346	  ganglios	  de	  32	  

pacientes	   obteniendo	   una	   concordancia	   del	   96,8&,	   sensibilidad	   del	   95,3%	   y	  

especificidad	   del	   97,1%36.	   Schem,	   en	   2009,	   encontró	   una	   concordancia	   del	  

91,8%,	  una	  sensibilidad	  del	  98,1%	  y	  una	  especificad	  del	  90,8%	  en	  un	  análisis	  de	  

343	  ganglios37.	  Feldman	  publicó	  una	  serie	  aún	  mayor	  de	  1044	  ganglios	  centinela	  

de	   496	   pacientes	   procedentes	   de	   11	   centros	   con	   una	   sensibilidad	   del	   82,7%	  y	  

especificidad	  del	  97,7%38.	  

De	   este	   modo	   el	   estudio	   por	   OSNA®	   permitió	   un	   diagnóstico	   definitivo	  

intraoperatorio	   al	   estudiar	   la	   totalidad	  del	   ganglio	  y	   estandarizó	  el	   análisis	  del	  

GC.	  
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3.6.-‐	  Procesamiento	  del	  GC	  por	  OSNA	  

El	  procesamiento	  de	   la	  muestra	  por	   la	   técnica	  OSNA	  difiere	  completamente	  del	  

método	  convencional,	  ya	  sea	  por	  criocorte	  o	  por	  impronta	  citológica.	  Tras	  recibir	  

la	   muestra,	   lo	   primero	   que	   se	   debe	   hacer	   es	   eliminar	   el	   tejido	   adiposo	  

periganglionar,	  ya	  que	  dificulta	  el	  procesamiento	  del	  ganglio.	  Posteriormente	  se	  

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

Es	   recomendable	   realizar	   una	   impronta	   citológica	  del	   ganglio	   seccionado,	   para	  

disponer	  de	  muestra	  para	  la	  correlación	  morfológica.	  A	  continuación	  se	  procede	  

a	   la	   homogenización	   del	   ganglio	   en	   su	   totalidad,	   utilizando	   4ml	   de	   la	   solución	  

tampón	  de	  lisis	  (Lynorhag-‐	  Sysmex	  Corporation,	  Kobe,	  Japón),	  con	  centrifugación	  

posterior	  a	  10000	  r.p.m.	  El	  ganglio	  se	  dividirá	  en	  el	  número	  de	  fragmentos	  que	  

sea	  necesario	  para	  que	  ninguno	  de	  ellos	  sobrepase	   los	  650	  mg	  ni	  sea	   inferior	  a	  

50	  mg.	  Un	  total	  de	  2µL	  del	  sobrenadante	  será	   introducido	  en	  el	  analizador	  RD-‐

100i	  (Sysmex®),	  sistema	  automatizado	  de	  detección	  molecular	  de	  amplificación	  

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

La	  medición	  del	  producto	  amplificado	  se	  llevará	  a	  cabo	  mediante	  turbidimetría,	  

por	   reacción	   con	   pirofosfato	   de	   magnesio,	   obteniéndose	   una	   cuantificación	  

indirecta	   en	   tiempo	   real	   del	   número	  de	   copias	  de	  ARNm	  de	  CK19	  obtenido.	   El	  

análisis	  incluirá	  siempre	  un	  control	  positivo	  estándar	  y	  un	  control	  negativo	  para	  

validación	  de	  cada	  test.	  	  

	  

Dependiendo	  del	  número	  de	  copias	  de	  ARNm	  CK19/μL,	  el	  resultado	  se	  medirá	  de	  

acuerdo	  con	  el	  nivel	  de	  corte	  establecido	  para	  la	  técnica35.	  Así	  se	  define:	  

·	  Macrometástasis	  (++):	  >	  5x103	  copias/µL	  de	  ARNm	  CK19.	  	  	  

·	  Micrometástasis	  (+):	  	  2,5x102	  -‐	  5x103	  copias/µL	  de	  ARNm	  CK19.	  	  	  

·	  Ausencia	  de	  metástasis	  (-‐):	  <2,5x102	  copias/µL	  de	  ARNm	  CK19.	  	  	  

	  

El	  empleo	  del	  OSNA	  como	  método	  de	  elección	  para	  el	  análisis	  del	  GC	  se	  ha	   ido	  

extendiendo	  en	  España	  hasta	  alcanzar	  más	  de	  100	  unidades	  instaladas	  a	  fecha	  de	  

hoy.	  
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Esta	   tesis	   se	   plantea	   de	   acuerdo	   con	   la	   siguiente	   hipótesis:	   las	   técnicas	  

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

con	  cáncer	  de	  mama.	  

Hasta	   la	   fecha,	   el	   número	  de	   ganglios	   afectados	   en	   la	   LA	  ha	   sido	  uno	   le	   de	   los	  

principales	  factores	  pronósticos	  en	  cáncer	  de	  mama	  y	  el	  número	  de	  GC	  afectados	  

un	   valor	   predictivo	   de	   mayor	   afectación	   axilar.	   El	   volumen	   tumoral	   en	   los	  

ganglios	   centinela,	   analizado	  por	   técnicas	   convencionales,	   se	  ha	  descrito	  en	   los	  

últimos	   años	   como	   un	   factor	   independiente	   de	   afectación	   del	   resto	   de	   los	  

ganglios	   axilares.	   Sin	   embargo,	   el	   estudio	   convencional	   del	   GC	   carecía	   de	   un	  

protocolo	  estandarizado	  y	  reproducible,	  dando	  lugar	  a	  una	  gran	  heterogeneidad	  

de	  procedimientos	  diferentes	  para	  su	  análisis.	  Los	  nuevos	  métodos	  moleculares	  

permiten	   en	   la	   actualidad	   un	   diagnóstico	   definitivo	   intraoperatorio,	  

estandarizado	   y	   automatizado,	   así	   como	   proporcionan	   un	   valor	   objetivo	   y	  

reproducible,	  la	  Carga	  Tumoral	  Total	  (carga	  tumoral	  de	  ARNm	  de	  CK19),	  que	  es	  

independiente	   del	   tipo	   histológico	   del	   tumor	   o	   de	   cualquier	   otra	   variable	  

clínicopatológica.	   Si	   la	   Carga	   Tumoral	   Total	   en	   el	   GC	   analizado	   por	   técnicas	  

moleculares	   predice	   el	   estado	   del	   resto	   de	   los	   ganglios	   axilares,	   podremos	  

determinar	   el	   riesgo	   de	   dejar	   tumor	   residual	   en	   aquellos	   pacientes	   con	   GC	  

positivo	  que	  no	  reciben	  una	  LA.	  
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1.-‐	  Objetivo	  primario:	  

1)	   El	   objetivo	   de	   este	   trabajo	   es	   estudiar	   la	   posible	   relación	   entre	   la	   Carga	  

Tumoral	   Total	   determinada	   por	   el	  método	  OSNA	   (y	   definida	   como	   la	   suma	   de	  

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

	  

2.-‐	  Objetivos	  secundarios:	  

2)	  Estudiar	  otras	  variables	  que	  puedan	  predecir	  la	  afectación	  axilar.	  

3)	   Construir	   un	   modelo	   predictivo	   de	   afectación	   axilar	   que	   pueda	   utilizarse	  

durante	   el	   acto	   quirúrgico	   con	   el	   fin	   de	   aportar	   una	   información	   que	   ayude	   al	  

cirujano	  a	  la	  toma	  de	  decisiones	  de	  manera	  intraoperatoria.	  

4)	  Elaborar	  un	  nomograma	  que	   incorpore	   las	  diferentes	  variables	  halladas	  con	  

correlación	  estadísticamente	  significativa	  para	  aquellas	  situaciones	  en	  las	  que	  no	  

se	  requiera	  análisis	  intraoperatorio.	  
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1.-‐	  METODOLOGÍA	  DEL	  PROYECTO	  DE	  INVESTIGACIÓN:	  

El	  diseño	  del	  estudio,	  la	  población	  del	  estudio	  y	  la	  metodología	  utilizada	  quedan	  

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

componen	  esta	  tesis	  doctoral.	  

Estos	   artículos	   están	   incluidos	   en	   las	   páginas	   siguientes,	   tal	   y	   como	   se	   han	  

publicado	  en	  la	  literatura	  científica.	  
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2.-‐	  TRABAJO	  REALIZADO:	  PUBLICACIONES	  

2.1.-‐	  Estudio	  1:	  

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

Vicente	  Peg,	  Martín	  Espinosa-‐Bravo,	  Begoña	  Vieites,	  Felip	  Vilardell,	  José	  R.	  Antúnez,	  
Magdalena	   Sancho	   de	   Salas,	   Julio	   J.	   Delgado-‐Sánchez,	   Willy	   Pinto,	   Francisco	  
Gozalbo,	  Anna	  Petit,	  Irene	  Sansano,	  María	  del	  Mar	  Téllez,	  Isabel	  T.	  Rubio.	  

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

	  

En	   este	   artículo	   se	   reflejan	   los	   resultados	   de	   un	   estudio	   multicéntrico	  

(SOLO1113)	   que	   reclutó	   697	   pacientes	   con	   GC	   positivo	   analizado	   por	   OSNA	   y	  

posterior	  LA.	  Se	  determinó	   la	  Carga	  Tumoral	  Total	  y	  se	  demostró	  su	  capacidad	  

de	  predicción	  de	   la	  afectación	  de	  ganglios	  no	  centinela	   independientemente	  de	  

otros	  factores.	  
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2.2.-‐	  Estudio	  2:	  

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

Isabel	  T.	  Rubio,	  Martín	  Espinosa-‐Bravo,	  Maxi	  Rodrigo,	  María	  Amparo	  Viguri	  Díaz,	  
David	  Hardisson,	  Amaia	  Sagasta,	  Basilio	  Dueñas,	  Vicente	  Peg.	  

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

	  

Partiendo	   del	   estudio	   SOLO1113	   que	   demostró	   la	   capacidad	   predictiva	   de	   la	  

Carga	  Tumoral	  Total,	  se	  decidió	  elaborar	  un	  nomograma	  que	   incluyese	  el	  resto	  

de	   variables	   que	   correlacionaron	   con	   la	   afectación	   de	   ganglios	   axilares	   no	  

centinela.	   Para	   ello	   hubo	   que	   validar	   los	   resultados	   anteriores	   por	   lo	   que	   se	  

reclutaron	  436	  pacientes	  más	  (procedentes	  de	  centros	  que	  no	  participaron	  en	  el	  

estudio	   SOLO1113),	   siendo	   por	   lo	   tanto	   la	   población	   final	   estudiada	   de	   1133	  

pacientes.	  El	  nomograma	  obtenido	   incluye	   la	  Carga	  Tumoral	  Total	  por	  primera	  

vez	  en	  un	  modelo	  predictivo	  multivariante.	  
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Desde	  la	  introducción	  del	  concepto	  del	  GC	  el	  patólogo	  se	  ha	  tenido	  que	  enfrentar	  

a	   una	   serie	   de	   retos.	   El	   principal	   de	   ellos	   era	   la	   necesidad	   de	   un	   análisis	  

exhaustivo	  de	  la	  muestra	  que	  permitiera	  poner	  de	  manifiesto	  el	  menor	  depósito	  

neoplásico	   en	   el	   ganglio,	   con	   el	   objetivo	   de	   no	   dejar	   nunca	   la	   posibilidad	   de	  

enfermedad	  residual	  axilar	  sin	  resecar.	  Por	  otro	  lado,	  se	  pretendía	  que	  el	  análisis	  

fuese	   lo	  más	  rápido	  posible,	  preferentemente	  de	  manera	   intraoperatoria,	  de	  tal	  

forma	   que	   se	   pudiera	   realizar	   la	   linfadenectomía	   axilar	   en	   el	   mismo	   acto	  

quirúrgico.	  

El	  estudio	  intraoperatorio	  presenta	  una	  serie	  de	  limitaciones	  respecto	  al	  análisis	  

en	  diferido	  tras	  fijación	  en	  formol,	  lo	  que	  hace	  que	  sea	  más	  dificultoso.	  En	  primer	  

lugar	  la	  muestra	  se	  remite	  fresca,	  por	  lo	  que	  procesarla	  resulta	  más	  complicado.	  

Si	  se	  quiere	  realizar	  un	  estudio	  lo	  más	  rápido	  posible,	  el	  método	  más	  empleado	  

era	   la	   impronta	   citológica,	   donde	   se	   obtiene	  material	   de	   forma	   casi	   inmediata	  

tras	  realizar	  un	  corte	  del	  ganglio.	  Sin	  embargo,	  este	  procesamiento	  analiza	  una	  

cantidad	  mínima	   del	   ganglio	   remitido	   y,	   por	   definición,	   no	   permitiría	  medir	   el	  

tamaño	  de	  la	  metástasis	  ya	  que	  sólo	  se	  estudian	  las	  células	  desprendidas,	  no	  las	  

que	  en	  realidad	  hay.	  

El	   método	   de	   elección	   en	   la	   gran	  mayoría	   de	   los	   departamentos	   de	   Anatomía	  

Patológica	  era	  el	  corte	  en	  congelación.	  A	  pesar	  de	  que	  requiere	  más	  tiempo	  que	  

la	   impronta	   citológica	   (ya	   que	   se	   tiene	   que	   congelar	   y	   cortar	   el	   ganglio),	   la	  

muestra	  que	  se	  analiza	  se	  parece	  más	  a	  las	  biopsias	  post-‐fijación	  y	  permite	  una	  

mejor	   estimación	   de	   la	   medida	   del	   depósito	   tumoral.	   Sin	   embargo,	   el	  

procesamiento	   de	   la	   muestra	   hace	   que	   los	   cortes	   que	   se	   analizan	   no	   siempre	  

sean	   óptimos	   y,	   debido	   al	   escaso	   tiempo	   disponible	   para	   la	   valoración,	   la	  

cantidad	  de	  tejido	  estudiada	  es	  ínfima	  y	  puede	  dar	  lugar	  a	  falsos	  negativos	  que	  se	  

ponen	  de	  manifiesto	  tras	  la	  fijación	  en	  formol.	  

Pero,	   independientemente	   del	   método	   empleado,	   uno	   de	   los	   principales	  

problemas	   que	   representaba	   el	   análisis	   del	   GC	   era	   la	   gran	   diversidad	   y	  

heterogeneidad	   de	   protocolos	   a	   pesar	   de	   existir	   guías	   y	   recomendaciones	   al	  

respecto.	   Hasta	   tal	   punto	   que	   un	   estudio	   realizado	   en	   el	   año	   2003	   por	   el	  

European	   Working	   Group	   for	   Breast	   Screening	   Pathology	   entre	   240	  
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departamentos	   europeos	   de	   Anatomía	   Patológica	   puso	   de	   manifiesto	   la	  

existencia	  de	  nada	  menos	  que	  123	  protocolos	  diferentes39.	  

La	   introducción	   de	   métodos	   moleculares	   para	   el	   análisis	   del	   GC	   parecía	   la	  

solución	   a	   este	   respecto.	   De	   esta	   manera	   surgió	   la	   técnica	   OSNA	   que	   ofrecía	  

análisis	   estandarizado,	   reproducible	  y	   automatizado.	  A	  esto	  había	  que	  añadirle	  

una	   importante	   innovación,	  y	  es	  que	  permitía,	  por	  primera	  vez,	  un	  diagnóstico	  

definitivo	   del	   GC	   ya	   que	   se	   procesaba	   la	   totalidad	   de	   la	   muestra,	   por	   lo	   que	  

dejaban	  de	  hacerse	  análisis	  en	  diferido.	  Los	  estudios	  de	  validación	  de	  la	  técnica	  

mostraron	  una	  gran	  concordancia	  con	  los	  métodos	  convencionales35-‐38,40,	  por	  lo	  

que	  se	  ha	   ido	  estableciendo	  poco	  a	  poco	  como	  técnica	  de	  elección	  en	  múltiples	  

centros	  europeos.	  

Sin	  embargo,	  el	  valor	  clínico	  del	  GC	  siempre	  ha	  contado	  con	  una	  cierta	  limitación.	  

Así	   como	   la	   negatividad	   del	   GC	   tenía	   una	   gran	   importancia,	   puesto	   que	   la	  

probabilidad	   de	   tener	   más	   ganglios	   afectados	   era	   mínima,	   su	   positividad	   no	  

aportaba	   tanta	   información,	   hasta	   el	   punto	   que	   entre	   el	   40%	   y	   el	   60%	   de	   los	  

casos	  el	  GC	  era	  el	  único	  ganglio	  afectado41,42,	  por	  lo	  que	  quizás	  se	  hubiera	  podido	  

omitir	  la	  disección	  quirúrgica	  del	  resto	  de	  ganglios.	  

Para	  intentar	  mejorar	  el	  valor	  predictivo	  del	  GC	  positivo,	  se	  fueron	  desarrollando	  

múltiples	  estudios	  que	  llevaron	  a	  la	  elaboración	  de	  nomogramas	  predictivos	  de	  

afectación	   de	   ganglios	   no	   centinela43-‐52.	   En	   ellos	   se	   tenían	   en	   cuenta	   toda	   una	  

serie	  de	  parámetros	  clínico-‐patológicos	  que	  se	  asociaban	  con	  la	  afectación	  axilar,	  

de	  tal	  forma	  que	  se	  incrementaba	  mucho	  el	  poder	  predictivo	  de	  la	  técnica.	  En	  un	  

meta	   análisis	   realizado	   por	   el	   grupo	   holandés	   de	   Van	   la	   Parra53,	   en	   el	   que	   se	  

revisaron	   los	   principales	   nomogramas	   publicados	   hasta	   la	   fecha,	   se	   vio	   que	  

existían	   ocho	   grandes	   características	   clínico-‐patológicas	   que	   se	   repetían	   con	  

bastante	   frecuencia,	   y	   que	   por	   lo	   tanto	   parecían	   las	   más	   asociadas	   con	   la	  

afectación	  axilar.	  Éstas	   incluían:	  el	   tamaño	  de	   la	  metástasis	  del	  GC	   (>2	  mm),	   la	  

extensión	  extracapsular	  de	  la	  metástasis,	  el	  número	  de	  GC	  positivos	  (>1)	  y	  de	  GC	  

negativos	   (≤1),	   el	   tamaño	   del	   tumor	   primario	   (>	   2cm),	   la	   proporción	   de	   GC	  

positivos	   (>	   50%),	   la	   presencia	   de	   permeación	   linfovascular	   y	   el	   método	   de	  

detección	  de	  la	  metástasis.	  	  
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A	  pesar	  de	  que	  la	  introducción	  de	  los	  nomogramas	  mejoraba	  el	  valor	  del	  GC	  por	  

sí	  solo,	  existían	  una	  serie	  de	  desventajas.	  En	  primer	  lugar	  varias	  de	  las	  variables	  

a	   tener	   en	   cuenta	   no	   se	   podían	   conocer	   durante	   el	   acto	   quirúrgico,	   por	   lo	   que	  

obligaba	  a	  la	  toma	  de	  decisiones	  en	  diferido,	  no	  pudiendo	  realizar	  la	  LA	  durante	  

la	   cirugía.	   Por	   otro	   lado,	   seguían	   existiendo	   algunos	   parámetros	   de	   valoración	  

claramente	  objetiva	  y	  que	  requieren	  cierta	  experiencia,	  como	  la	  identificación	  de	  

la	  permeación	  vascular.	  Por	  último,	  la	  introducción	  de	  métodos	  moleculares	  para	  

el	  estudio	  del	  GC	  hace	  que	  la	  variable	  del	  tamaño	  de	  la	  metástasis	  tampoco	  pueda	  

aplicarse,	  puesto	  que	  se	  mide	  en	  milímetros	  y	  las	  técnicas	  moleculares	  se	  basan	  

en	  otro	  parámetro.	  

Por	   ese	   motivo,	   el	   estudio	   SOLO113	   supuso	   un	   cambio	   radical	   a	   la	   hora	   de	  

enfrentarse	  y	  analizar	  los	  datos	  obtenidos	  del	  estudio	  del	  GC	  por	  OSNA.	  Como	  ya	  

se	   ha	   comentado,	   se	   trata	   de	   un	  método	   automatizado	   y	   estandarizado,	   por	   lo	  

que	  evita	  la	  gran	  heterogeneidad	  de	  protocolos	  que	  existían	  antes.	  Pero,	  y	  lo	  que	  

es	   más	   importante,	   el	   resultado	   que	   obtiene	   es	   el	   real,	   puesto	   que	   estudia	   la	  

totalidad	   del	   ganglio	   remitido.	   Los	   métodos	   convencionales	   no	   permitían	   una	  

exactitud	   similar	   ya	   que	   nunca	   se	   podía	   asegurar	   que	   estuviéramos	   viendo	   el	  

mayor	  tamaño	  posible	  de	  la	  metástasis	  (quizás	  profundizando	  la	  muestra,	  según	  

el	  corte	  realizado	  o	  en	  una	  parte	  desechada,	  el	  depósito	  fuese	  mayor).	  A	  su	  vez,	  el	  

resultado	  del	  análisis	  del	  GC	  se	  basa	  en	  una	  unidad	  diferente	  a	  la	  anteriormente	  

empleada	   (milímetros):	   la	   carga	   de	   ARNm	   de	   CK19.	   Este	   valor	   presenta	   la	  

característica	  de	  poseer	  un	  rango	  tremendamente	  amplio,	  ya	  que	  la	  positividad	  

va	   desde	   las	   250	   copias	   de	   ARNm	  CK19/μL	   hasta	   varios	  millones	   (que	   se	   han	  

descrito	   en	   casos	   de	   macrometástasis),	   por	   lo	   que	   permite	   obtener	   mejores	  

puntos	   de	   corte	   que	   cuando	   se	  medían	   en	  milímetros.	   De	   este	  modo,	   el	   valor	  

predictivo	  de	  la	  TTL	  demostrado	  con	  el	  SOLO1113	  ofrece,	  por	  primera	  vez	  en	  la	  

historia	   del	   GC,	   un	   análisis	   intraoperatorio	   con	   resultado	   definitivo,	  

estandarizado,	   reproducible	   y	   que	   permite	   conocer	   la	   probabilidad	   de	   mayor	  

afectación	  axilar	  empleando	  un	  único	  parámetro.	  	  

Sin	   embargo,	   la	   publicación	   del	   estudio	   ACOSOG	   Z0011	   por	   el	   A.E.	   Giuliano,	  

realizada	   una	   vez	   empezado	   el	   estudio	   SOLO1113,	   pareció	   limitar	   las	  

conclusiones	   del	   mismo54.	   En	   este	   estudio	   clínico	   de	   no	   inferioridad	   se	  
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estudiaron	  dos	  grupos	  de	  pacientes	  con	  uno	  o	  dos	  GC	  positivos,	  con	  tumores	  de	  

menos	  de	  5	  cm	  (T2)	  y	  con	  radioterapia	  local	  y	  quimioterapia	  sistémica	  en	  los	  que	  

se	  optó	  por	  realizar	  LA	  tras	  conocerse	  la	  afectación	  del	  GC	  o	  no	  hacer	  nada	  más	  

que	   el	   GC.	   Tras	   un	   seguimiento	   medio	   de	   6,3	   años	   no	   se	   vieron	   diferencias	  

estadísticamente	  significativas	  tanto	  en	  la	  recidiva	  local	  (1,8%	  -‐	  GC	  sólo	  -‐	  vs	  3,6%	  

-‐	   GC	   +	   LA	   -‐),	   en	   la	   supervivencia	   global	   (91,9%	   vs	   92,5%,	   p=0,024)	   y	   en	   la	  

supervivencia	   libre	   de	   enfermedad	   (82,2%	   vs	   83,8%,	   p=0,13),	   por	   lo	   que	   se	  

concluyó	   que	   la	   LA	   era	   innecesaria	   en	   aquellas	   pacientes	   que	   cumplieran	   los	  

criterios	  de	  inclusión	  del	  estudio.	  

Los	  resultados	  del	  ACOSOG	  Z0011	  supusieron	  un	  cambio	  sustancial	  en	  el	  manejo	  

de	   las	   pacientes	   con	   GC	   positivo	   y	   pareció	   que	   iba	   a	   cambiar	   radicalmente	   la	  

práctica	  clínica	  en	  estos	  casos.	  Sin	  embargo,	  su	  aceptación	  no	  fue	  tan	  inmediata	  

ni	   extensa	   como	   se	   pensaba55,56.	   Los	   motivos	   para	   mostrar	   cierto	   recelo	   del	  

estudio	  se	  centraron	   fundamentalmente	  en	  el	  diseño,	  pero	  sobre	  todo	  en	  cómo	  

se	   llevó	   a	   cabo	   el	   trabajo.	   Referente	   al	   primer	   punto,	   surgió	   la	   duda	   de	   si	   se	  

podían	   aplicar	   las	   conclusiones	   a	   aquellos	   subgrupos	   de	   pacientes	   claramente	  

infra-‐representados	  en	  el	  trabajo	  tales	  como	  las	  mujeres	  jóvenes,	  los	  carcinomas	  

lobulillares	   infiltrantes	  (CLI),	   los	  tumores	  con	  receptores	  hormonales	  negativos	  

o	  los	  HER2	  positivos.	  En	  cuanto	  al	  estudio	  propiamente	  dicho,	  son	  múltiples	  los	  

puntos	  sometidos	  a	  debate.	  Mirando	  simplemente	  las	  características	  clínicas	  de	  

la	  población	  reclutada,	  llama	  la	  atención	  que	  el	  rango	  del	  tamaño	  del	  tumor	  llega	  

hasta	  los	  7	  cm,	  cuando	  por	  definición	  no	  podían	  superarse	  los	  5	  cm.	  Por	  otro	  lado,	  

y	  lo	  que	  es	  más	  llamativo,	  el	  1,2%	  de	  las	  pacientes	  del	  brazo	  de	  la	  LA	  no	  tenían	  

ningún	   ganglio	   axilar	   afectado	   y	   del	   brazo	   del	   GC	   7,0%.	   Es	   decir,	   8,2%	   de	   las	  

pacientes	  reclutadas	  no	  presentaban	  afectación	  de	  ningún	  ganglio,	  incluido	  el	  GC.	  

Pero	  quizás	  lo	  que	  parezca	  restar	  más	  valor	  a	  las	  conclusiones	  sea	  el	  número	  de	  

pacientes	   reclutadas.	   De	   un	   estudio	   cuyo	   tamaño	   muestral	   fue	   calculado	   en	  

aproximadamente	  1900	  pacientes,	  apenas	  se	  reclutaron	  891,	  menos	  de	  la	  mitad.	  

Pero	  de	   éstas	   se	   perdieron	  92	  del	   brazo	  de	   la	   LA	   y	   74	  del	  GC.	   En	   resumen,	   se	  

perdieron	  durante	  el	  seguimiento	  el	  19,4%	  de	  las	  pacientes	  reclutadas	  y	  sólo	  se	  

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

GC	  positivo	   en	  el	   que	   la	   cirugía	  no	   aporta	  ninguna	  ventaja,	   aunque	  parece	  que	  

aún	  falta	  pulir	  un	  poco	  el	  estudio	  para	  definir	  más	  claramente	  cuál	  es	  este	  grupo.	  

Es	  por	   esto	  que,	   en	   algunos	   centros	  han	  decidido	   realizar	   el	   estudio	  del	  GC	   en	  

diferido	  para	  poder	  estudiar	  otros	  parámetros	  y	  elegir	  mejor	  aquellas	  pacientes	  

que	  en	  las	  que	  se	  puede	  omitir	  la	  LA.	  	  

Las	  primeras	  publicaciones	  que	  muestran	  el	  cambio	  en	  la	  conducta	  clínica	  tras	  la	  

publicación	  del	  Z0011	  demuestran	  que,	  aunque	  el	  número	  de	  LA	  tras	  GC	  positivo	  

está	  bajando	  mucho,	  aún	  hay	  pacientes	  que	  reciben	  un	  tratamiento	  quirúrgico	  de	  

la	  axila	  a	  pesar	  de	  cumplir	   los	  criterios	  del	  Z0011.	  Caudle	  y	  cols	  publicaron	   los	  

primeros	  datos	  recogidos	  en	  el	  MD	  Anderson	  Cancer	  Center	  de	  Houston	  (EEUU)	  

donde	  vieron	  una	  reducción	  del	  85%	  al	  24%	  en	  las	  pacientes	  con	  GC	  positivo55.	  

El	  motivo	   para	   seguir	   haciendo	   LA	   a	   pesar	   de	   cumplir	   los	   criterios	   del	   Z0011	  

eran	   el	   tamaño	   del	   tumor,	   de	   la	  metástasis	   ganglionar,	   la	   histología	   del	   tumor	  

(CLI	   versus	   carcinoma	   ductal	   infiltrante	   (CDI)),	   la	   presencia	   de	   extensión	  

extracapsular	  y,	  en	  general,	  el	  riesgo	  de	  dejar	  más	  afectación	  axilar.	  

Por	  este	  motivo	  vuelven	  a	  tomar	  fuerza	  los	  métodos	  predictores	  de	  afectación	  de	  

ganglios	   axilares	   no	   centinela,	   en	   particular	   los	   nomogramas.	   Como	   ya	   se	   ha	  

comentado	   anteriormente,	   estos	   presentan	   una	   serie	   de	   inconvenientes,	  

fundamentalmente	  que	   se	  basan	  en	  un	  estudio	   convencional	  del	   ganglio	  y	  que,	  

por	   lo	   tanto,	   siguen	   sometidos	   a	   todas	   las	   limitaciones	   que	   ya	   se	   han	   ido	  

comentado,	   en	   particular	   el	   hecho	   de	   no	   estudiar	   la	   totalidad	   del	   ganglio.	   De	  

hecho,	   uno	   de	   los	   parámetros	   con	  mayor	   correlación	   con	   la	   afectación	   de	  más	  

ganglios	  es	  el	  tamaño	  de	  la	  metástasis,	  y	  por	  métodos	  convencionales	  no	  estamos	  

nunca	  seguros	  de	  estar	  viendo	  la	  mayor	  dimensión	  de	  la	  misma	  (p.e.	  podría	  estar	  

en	  otro	  plano	  no	  estudiado	  o	  la	  sección	  realizada	  no	  ser	  paralela	  al	  eje	  mayor	  de	  

la	  metástasis).	  

Basándonos	   en	   los	   resultados	   del	   SOLO1113,	   y	   habiendo	   demostrado	   la	  

relevancia	  de	   la	  TTL	  como	   factor	  predictivo	  de	  afectación	  axilar,	   se	  elaboró	  un	  

nomograma	  que	   la	   incorporase	  y	  que	  pudiera	  aplicarse	  en	  un	  segundo	   tiempo,	  

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

HER2,	   el	   tamaño	   del	   tumor	   y	   el	   número	   de	  GC	   afectados).	   De	   esta	  manera,	   en	  

aquellas	  situaciones	  en	  que	  se	  optara	  por	  un	  estudio	  en	  diferido	  del	  GC	  debido	  a	  

las	  características	  de	  la	  paciente,	  se	  podría	  incrementar	  el	  valor	  predictivo	  de	  la	  

TTL.	   Sin	   embargo,	   para	   la	   publicación	   de	   dicho	   nomograma	   era	   imperativo	  

validarlo	   y	   confirmarlo	   antes	   en	   una	   población	   diferente	   a	   la	   del	   estudio	  

principal,	   por	   lo	   que	   se	   contactó	   con	   otra	   serie	   de	   centros	   que	   aportaron	   477	  

pacientes	  más	  (de	  las	  cuáles	  436	  fueron	  válidas)	  para	  un	  tamaño	  muestral	  final	  

de	   1133	   pacientes.	   El	   análisis	   estadístico	   demostró	   que,	   añadir	   el	   resto	   de	  

parámetros	  relacionados	  con	  la	  afectación	  axilar,	  mejoraba	  el	  área	  bajo	  la	  curva	  

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

Con	   el	   estudio	   SOLO1113	   hemos	   demostrado	   que	   el	   análisis	  molecular	   del	   GC	  

por	  OSNA	  no	  sólo	  permite	  un	  resultado	  definitivo	  sino	  que	  aporta	  un	  concepto	  

nuevo,	  el	  de	  la	  TTL	  que	  permite	  conocer	  de	  manera	  intraoperatoria	  el	  riesgo	  de	  

afectación	   de	   más	   ganglios	   o	   de	   forma	   diferida	   tras	   incorporarlo	   a	   un	  

nomograma	   elaborado	   a	   partir	   de	   este	   mismo	   estudio.	   Este	   nuevo	   valor	  

disponible	  tras	  el	  análisis	  molecular	  del	  GC	  puede	  resultar	  de	  gran	  utilidad	  a	   la	  

hora	   de	   tomar	   decisiones	   respecto	   al	   manejo	   terapéutico	   de	   la	   axila	   en	   las	  

pacientes	  con	  cáncer	  de	  mama	  y	  GC	  positivo.	  	  Además	  introduce	  un	  punto	  nuevo	  

de	  reflexión	  al	  demostrar	  que	  la	  TTL	  es	  mejor	  predictor	  de	  afectación	  axilar	  que	  

el	  número	  de	  GC	  positivos.	  La	  cantidad	  de	  tumor	  axilar	  parece	  por	  lo	  tanto	  más	  

importante	  que	  el	  número	  de	   estaciones	   al	   que	  ha	   llegado	  y	  quizás	   se	  podrían	  

evitar	   la	  LA	  en	  aquellas	  pacientes	  que	  no	  cumplen	   los	  criterios	  del	  Z0011	  pero	  

que	   en	   realidad	   presentan	   un	   riesgo	   muy	   bajo	   de	   afectación	   de	   más	   ganglios	  

debido	  a	  su	  TTL.	  

Otro	  debate	  surge	  a	  la	  hora	  de	  considerar	  los	  puntos	  de	  corte	  establecidos	  para	  

la	   definición	   de	   macrometástasis.	   Teniendo	   en	   cuenta	   los	   resultados	   del	  

SOLO1113,	  afectaciones	  mayores	  a	  las	  5000	  copias/μL	  siguen	  asociándose	  a	  un	  

riesgo	  muy	  parecido	  de	  afectación	  axilar,	  por	  lo	  que	  quizás	  se	  pueda	  ampliar	  el	  

punto	   de	   corte	   para	   definir	   la	   macrometástasis.	   De	   hecho,	   15000	   copias/μL	  

mostraron	  un	  valor	  predictivo	  negativo	  del	  85,3%.	  



Discusión	   	  
	  

61	  
	  

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

meramente	  predictivo	  de	  afectación	  de	  más	  ganglios	  axilares	  o	  si	  es	  también	  un	  

factor	   pronóstico	   por	   sí	   mismo,	   lo	   que	   quizás	   permitiría	   establecer	   nuevos	  

puntos	  de	  corte	  que	  clasificaran	  mejor	  a	   las	  pacientes	  desde	  un	  punto	  de	  vista	  

clínico.	  
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1) El	   estudio	   del	   GC	   mediante	   técnicas	   moleculares	   es	   una	   herramienta	  

automatizada	   y	   estandarizada	   que	   permite	   dar	   un	   resultado	   definitivo	  

intraoperatoriamente.	   La	   aproximación	   técnica	   y	   metolodógica	   del	  

sistema	  OSNA	  se	  adecúa	  a	  estos	  requisitos.	  

	  

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

estudia	  la	  totalidad	  del/os	  GC.	  

	  

3) La	  TTL	   correlaciona	   y	   predice	   la	   afectación	  de	  más	   ganglios	   axilares	   no	  

centinela,	   pudiendo	   identificar	   a	   las	   pacientes	   sin	  más	   afectación	   axilar	  

(p<0,001).	  Además	  su	  valor	  predictivo	  es	  mayor	  que	  el	  número	   total	  de	  

GC	  positivos.	  

	  

4) El	  uso	  de	  nomogramas	  permite	   tener	  en	  cuenta	   todas	   las	  características	  

relacionadas	   con	   la	   afectación	   axilar	   en	   aquellos	   casos	   en	   los	   que	   el	  

estudio	  del	  GC	  no	   se	   realice	  de	  manera	   intraoperatoria.	  Proponemos	  un	  

nuevo	  nomograma	  que	   incorpora	  por	  primera	  vez	   la	  TTL,	  mejorando	  el	  

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

	  

5) La	   TTL	   puede	   identificar	   a	   un	   grupo	   de	   pacientes	   que,	   sin	   cumplir	   los	  

criterios	   del	   Z0011,	   podría	   evitarse	   una	   LA	   debido	   al	   escaso	   riesgo	   de	  

afectación	  de	  más	  ganglios.	  

	  

6) Valores	   de	   TTL	   superiores	   a	   las	   5000	   copias/μL	   (p.e.	   15000)	   siguen	  

asociándose	   a	   un	   riesgo	   bajo	   de	   mayor	   afectación	   axilar,	   por	   lo	   que	  

podrían	  redefinirse	  los	  puntos	  de	  corte	  establecidos.	  
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7) Se	   necesitan	   más	   estudios	   para	   determinar	   si	   la	   TTL	   es	   un	   factor	  

pronóstico	  en	  el	  cáncer	  de	  mama,	  como	  ya	  está	  demostrado	  en	  el	  caso	  del	  

número	  de	  ganglios	  positivos	  por	  estudios	  convencionales.	  
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