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1 INTRODUCCION. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 La biopsia selectiva del ganglio centinela en cancer de mama. La
hipotesis sobre el cancer de mama
Hace casi 50 afios se publicaron los primeros resultados cientificos que justificaron
reemplazar la hipé6tesis de enfermedad originada por Halsted por una nueva hipétesis
que no solo sustentaba los estudios realizados por Fischer, sino que los mismos eran
prueba de su veracidad(l).
La aceptacion de la mastectomia radical se debi6 tanto a la efectividad de la misma
como a lo atractivo del modelo de enfermedad que describié Halsted (2). La premisa
que sustentaba este modelo es aquella que considera al cAncer de mama como una
enfermedad ordenada, que progresa por contiglidad desde el sitio primario, mediante
extension directa, hacia los ganglios linfaticos, y luego hacia sitios metastasicos
distantes. Esto implica que un efectivo tratamiento debe reconocer este ordenado patrén
de progresion. Este atractivo modelo derivé en un tipo de cirugia llamada “en bloque”.
A pesar de un estancamiento en la efectividad de la mastectomia radical, no fue sino
hasta el aflo 1975 cuando una nueva hipoétesis alternativa fue aceptada.
Esta nueva hipotesis, propuesta por Fisher, sugiere que el cancer de mama es una
enfermedad sistémica. EI compromiso linfo ganglionar no es producto de una
diseminacion ordenada de la enfermedad, sino un marcador de la presencia de
enfermedad a distancia. De acuerdo a esta nueva teoria, las diferentes alternativas en
el control local no estan relacionadas con la obtencién de una mejor sobrevida.
La idea de que podemos obtener una nueva hip6tesis o paradigma de enfermedad
mezclando ambas hipotesis es poco probable. La hipotesis de Halsted estaba basada
en el empirismo y la de hipétesis de Fischer en estudios de investigacion, y respaldada
por una serie de estudios aleatorizados.
Sin embargo, algunos autores como Rabinovitch y Kavanagh (3), creen que podria
existir una tercera alternativa, basada en la falta de reconocimiento por parte de la teoria

de Fischer (enfermedad sistémica) de la importancia de la recurrencia loco regional.

Sin embargo es posible que la indicacién de una cirugia o la utilizacién de radioterapia
(RT) en forma impropia (4), junto con inadecuados sistemas de diagnostico, hayan sido
la causa de las dudas sobre la credibilidad de la cirugia conservadora de la mama en el
pasado y posiblemente ahora también de los tratamientos destinados a evitar la

linfadenectomia axilar el cancer de mama.
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Si bien las recidivas locales mamarias (recidivas ipsilaterales) luego de una cirugia
conservadora son un poderoso factor de riesgo para recidiva a distancia, no es posible

asegurar que no sean una potencial fuente de nuevas metastasis(b).

Como consecuencia del uso de RT complementaria en las pacientes del estudio NSABP
B-06 sometidas a cirugia conservadora de la mama, se obtuvo una disminucion del 7,2%
en la mortalidad especifica, asociada a una notable disminucién de las recidivas
ipsilaterales en la mama (24%).Es posible entonces que no sea la cirugia conservadora
del cancer de mama sino las variaciones en el tratamiento loco regional las que afecten

sustancialmente la sobrevida (6, 7).

Actualmente, y basados en una extensa evidencia experimental, el cAncer de mama es
considerado una enfermedad sistémica. Esta hipétesis sistémica es binaria: las
metastasis pueden o no existir. Si estan presentes, aun en forma microscépica, estan
extensamente diseminadas. Una interpretacion erronea de esta hipotesis puede inducir
a pensar que el control local de la enfermedad no tiene importancia ni impacto alguno

en la sobrevida.

El sistema de estadificacion mayormente usado en cancer de mama se basa casi
exclusivamente en factores anatomicos, y esta definido por “Tumor — Ganglios —
Metastasis” (Tumor — Node- Metastasis, TNM). EI American Joint Committe on Cancer
(AJCC) y la Union for International Cancer Control (UICC) desarrollaron el sistema TNM
en 1978 el cual ha sido peridédicamente actualizado desde entonces, siendo la séptima
edicion la dltima publicada (2010) . Hay que destacar al menos dos peculiaridades de
esta Ultima edicion: la definicion de casos T1N1mic como estadios IB y la ausencia de
consideracién de los subtipos tumorales biol6gicos, a pesar de la abundante evidencia
de su importancia (8).

Los andlisis de la expresién genética han resultado en el reconocimiento de diferentes
subtipos de cancer de mama (CM). Dado que no siempre es posible obtener informacién
genética de la expresion gendémica, se ha desarrollado una clasificacién simple que
define los diferentes subtipos mediante parametros clinico patol6gicos , similares pero
no idénticos a los subtipos intrinsecos , aunque representan una conveniente
aproximacion.

Los tumores clasificados como Luminal A expresan recetores para estrégenos y
progesterona, son HER 2 neu negativos y presentan un bajo indice de duplicacion
celular (Ki 67 <14%). Los tumores Luminal B (Her 2 neu negativos) tienen las mismas

caracteristicas que los anteriores, aunque presentan un Kl 67 alto. Existe un segundo
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subtipo de tumores Liminales B (HER 2 neu positivos) que expresan receptores tanto
para estrdgeno como para progesterona, e independientemente del grado de
duplicacion celular (Ki 67), también expresan o amplifican el HER 2 neu. EI siguiente
subtipo corresponde a los tumores que sobre expresan el HER 2 neu pero no son
luminales, es decir no expresan receptores hormonales. Y finalmente un subtipo que no
expresa ni receptores hormonales ni HER 2 neu , comunmente llamado triple negativo

(ductal) o basal like.

Ya no es posible considerar al CM como una enfermedad Unica (9). Cada subtipo tiene
diferentes factores epidemiologicos, diferentes historias naturales y diferentes
respuestas al tratamiento local y sistémico. De todas formas, aun hoy existe
considerable controversia sobre la habilidad que tienen los métodos moleculares para
asignar correctamente el subtipo molecular a una muestra especifica. Es posible que
los subtipos moleculares no estén definidos en forma sélida, y la misma definicién de
subtipos de Sorlie et al cambia a medida que pasa el tiempo hacia la clasificacion
basada en la plataforma de expresion génica PAM 50 usada actualmente (10).

En las pacientes con cancer de mama, la estadificacion axilar ha sido tradicionalmente
una parte integral del manejo terapeutico, y el compromiso ganglionar ha sido
considerado un importante factor pronéstico y de seleccion del tratamiento. EI CM es
actualmente diagnosticado en fase cada vez mas temprana, y la extensién del
compromiso axilar ha disminuido notablemente. En pacientes con ganglios clinicamente
negativos, el Ganglio Centinela(GC) es el inico comprometido en el 40% al 60% de los

casos.

Luego de afios de cirugia axilar radical, el manejo actual favorece a un tratamiento
menos agresivo como la biopsia selectiva del ganglio centinela (BSGC). Este
procedimiento continGa aportando la informacion diagnéstica y pronostica necesaria,

limitando la morbilidad y mejorando la calidad de vida de las pacientes (11-13).

1.1.1 Labiopsia selectiva del ganglio centinela en cancer de mama.

En Espafia se diagnostican anualmente cerca de algo mas de 25.200 casos de cancer
de mama al afo. En los ultimos 20 afos, el tamafio medio de los tumores mamarios ha

disminuido un 10% cada 5 afos, siendo actualmente de unos 1,8 cm.
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De esta forma mas del 60% de las pacientes tienen la opcién de recibir un tratamiento
conservador de la mama (CC), el cual requiere de la exéresis tumoral con un margen
libre de neoplasia y la adicion de radioterapia complementaria.

El tratamiento conservador de la mama esta basado en la evidencia cientifica derivada
de estudios randomizados, y provee equivalentes tasas de sobrevida global (SG) que la
que ofrece la mastectomia radical (14, 15). Debido a la efectiva deteccién precoz del
cancer de mama y de la evolucion de las terapias complementarias o adyuvantes, la

sobrevida del cancer de mama a 5 afios es hoy cercana al 90%.

La evolucion hacia cirugias mas conservadoras para el tratamiento local del CM tiene
un segundo componente en la cirugia de los ganglios axilares. La cirugia radical o
completa de los ganglios axilares fue introducida en el 1800, tanto como estadificacion
como para alcanzar el control loco - regional de la enfermedad (16). La diseccion
completa de los ganglios axilares requiere la remocién de todo el tejido comprendido
entre determinados limites anatomicos (figura 1.1.): superiormente la vena axilar,
lateralmente el paquete vasculo nervioso del dorsal ancho, y medialmente el nervio de
Charles Bell (o del musculo serrato mayor). Estos limites se refieren al nivel | y 1l de
diseccion axilar donde habitualmente se extraen entre 10 a 40 ganglios linfaticos.

[A] Anatomical landmarks of the axilla Lymphatic drainage of the breast

/

Level 3 nodes

Level 2 nodes

Pectoralis major\
muscle
Subclavian artery Brachial

and vein

Interpectoral
> _ (Rotter) nodes
Pectoralis minor

Axillary arteryand vein =

Internal
mammary

Level 1 nodes nodes

Latissimus dorsi
muscle

Thoracodorsal bundie4s VIR

(nerve, artery, vein) \ l

Long thoracic nerve \

Figura 1.1. Limites anatomicos de la axila.
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Este nivel de diseccién axilar est4d asociado a un aumento del riesgo de
complicaciones o resultados adversos como linfedema del miembro superior (14%),

limitacién de la movilidad del hombro (28%) o dolor neuropético (31%)(17).

Con la mejora en los programas de deteccion precoz del CM, actualmente muchos
pacientes no tienen evidencia clinica o ecogréfica de compromiso ganglionar axilar.
La primera descripcion de la aplicacién de la técnica de biopsia selectiva del ganglio
centinela en CM fue hecha en 1994 (18). Para la localizacion del ganglio centinela
se han utilizado, tanto tecnecio 99 como azul de isosulfan ( o azul de metileno)
mediante inyeccion en la mama o bajo la piel de la misma. Para la biopsia selectiva
de ganglio centinela es necesario contar con algin sistema fiable de deteccion
durante el acto operatorio que nos permita distinguirlo del resto de los ganglios
regionales y que facilite su biopsia selectiva(19, 20).

El concepto de mapeo linfatico y de la biopsia del ganglio centinela fue popularizado
por Morton et al. en pacientes con melanoma (21). El ganglio centinela es el primer
ganglio linfatico al que drena un cierto tumor (22). Morton demostré que la inyeccion
intradérmica de un colorante azul vital alrededor del melanoma permitio la
identificacion del ganglio centinela en la mayoria de los pacientes, y que el “status”
del mismo podia predecir el compromiso de los deméas ganglios regionales. La
técnica fue descrita para el cAncer de mama por Giuliano en 1994, basandose en el

uso de un colorante vital en forma peritumoral preoperatoria (18).

La eficacia técnica de la prueba diagnéstica inicial de la biopsia del Ganglio centinela
con el uso de estos colorantes vitales (23) ( en su experiencia primaria el ganglio
centinela se identificé en el 65,5 % de los casos y su nivel de certeza fue del 95.6%
en predecir el estado de los restantes ganglios axilares)(24), fue posteriormente
mejorada en forma significativa, mediante el uso y la introduccién de los trazadores
radioisotépicos (coloides marcados con Tc-99m sulfurado) (25-29) y el uso en forma

intraoperatoria de sondas portatiles detectoras de radiaciones gamma.

Asi los primeros ganglios (en general de 1 a 4) que expresan radioactividad o captan
el colorante inyectado son extraidos y analizados en busca de metastasis, bajo la
presuncion de que son los primeros en ser afectados por la diseminacion
metastésica. En caso de no afectacién del ganglio centinela la posibilidad de

afectacion de otros ganglios axilares no centinelas (NoGC) es menor del 10% (siendo
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estandar un porcentaje de falsos negativos del 5%), obviando la necesidad de mayor

tratamiento quirdrgico en la axila.(11, 30)

Por lo tanto, el marco te6rico del presente trabajo requiere de una revisién de los
riesgos y beneficios de la BSGC en comparacion tanto con el vaciamiento axilar
radical clasico (VAX) como con intervenciones no quirdrgicas (ejemplo: radioterapia
axilar) en pacientes con CM sin evidencia clinica de compromiso axilar.

Esta comparacion debe basarse en la evaluacién de resultados finales como tasa de
recurrencia axilar, mortalidad y morbilidad asociada con cada una de las

intervenciones sometidas a comparacion.

1.1.2 Manejo de la axila en el cancer de mama

Los objetivos de la cirugia axilar en CM son: 1) la estadificacion certera de la
enfermedad con la intencion de guiar las decisiones terapéuticas y obtener

informacién pronostica, 2) maximizar la sobrevida y el control local de la paciente.

1.1.2.1 Exactitud de la BSGC en CM clinicamente T1-3 NO

Al menos 25 estudios han sido publicados en forma completa sobre la exactitud
diagnéstica de la BSGC en pacientes con CM ¢T1-3 NO (31). La evaluacion inicial de
la BSGC se centré en los resultados relacionados con la tasa de falsos negativos
(FN), sin embargo, los principios de medicina basada en la evidencia dictan el uso
de las razones de probabilidad para valorar la exactitud diagnéstica del
procedimiento. Este analisis permite una interpretacion individualizada de los
resultados, usando la razén de probabilidad de un resultado positivo (LR+) o la razén
de probabilidad de un resultado negativo (LR-)

Asi los resultados combinados de 19 estudios mostraron una tasa de FN del 8,5%
(paciente incorrectamente etiquetados como NO por el procedimiento BSGC). Sin
embargo, la razén de probabilidad pre test es diferente para un cT1 que para un
cT3.Larazén de probabilidad negativa al utilizar la BSGC es del 0,7% en cT1a, 1,5%
en cT1lb, 3% encTlc, 7% en cT2y 18% en ¢T3 (figura 1.2.)
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Pretest Likelihood Post-test
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Figura 1.2. Probabilidad de un ganglio no centinela positivo luego de un GC negativo usando razones de
probabilidad calculados en base a los datos del estudio NSABP B-32.

El estudio mas extenso publicado es el NSABP B-32, con 2672 pacientes, de los
cuales solo 55 eran T3 (2,1%) (32). En este estudio pacientes con CM y clinicamente
NO fueron aleatorizadas a BSGC seguida de linfadenectomia axilar (grupo 1), BSGC
seguida de linfadenectomia axilar solo en casos de GC positivos y en caso de GC

negativo ninguna otra cirugia axilar (grupo 2)

Es interesante comentar que los datos que sostienen que el diametro tumoral no tiene
impacto en el procedimiento BSGC son muy escasos cuando tenemos en cuenta
tumores T3. Por ejemplo Hill et al (33) no encontraron relaciéon entre el tamafio
tumoral y la tasa de FN de la BSGC (10,6%); sin embargo solo 55 casos de los 500
casos incluidos en el estudio eran T3. Similarmente, Veronesi et al (34) publicaron
una tasa de FN del 6,7% pero en su estudio los autores no incluyeron tumores T3.
Igualmente, otros autores han publicado datos similares con una baja inclusién de
tumores T3 entre sus casos. Estos hallazgos y la implicaciones de usar LR- pueden
aclarar la discrepancia entre una reciente revision sobre el tema hecha por Ho y
Morrow (35) y las guias clinicas de la American Society of Clinical Oncology (ASCO)
(36). La revision de Ho sostiene que la BSGC es certera al ser usada en la
estadificacion de tumores T1-T3, y por el contrario la guia ASCO no recomienda el
uso de la BSGC en tumores T3y T4.
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1.1.3 Recurrencias loco regionales en los ganglios axilares

1.1.3.1 Diseccion axilar versus ningun tratamiento

Como se ha referido anteriormente, la diseccion axilar completa implica la remocion
de al menos los niveles | y Il axilares. El riesgo de recurrencia loco regional (RL)
con y sin diseccion axilar depende fundamentalmente del numero de ganglios
axilares metastasicos y del tamafio de las metastasis en los ganglios axilares
(conocida como carga tumoral metastasica) (37, 38), el grado tumoral alto (39, 40) la

edad temprana al diagnéstico(41) y la presencia de invasién linfo vascular(39).

La primera evidencia de la posibilidad de adoptar un enfoque multimodal para el
tratamiento del cancer de mama, usando la combinacién de cirugia y radioterapia,
proviene del estudio National Surgical Adjuvant Bowel and Breast Proyect (NSABP
B-04.(6) En este estudio pacientes con cancer de mama sin evidencia de
adenomegalias palpables o de compromiso axilar fueron aleatorizadas a recibir una
mastectomia radical (remocion de la totalidad de la mama, el nivel | y Il ganglionar
axilar y los masculos pectorales mayor y menor, n = 362) versus solo mastectomia
total (reseccion de solo la mama con preservacion de los musculos pectorales y de
los ganglio axilares, n = 352) asociada a radioterapia axilar versus mastectomia total
sola (n = 365). En los dos grupos que no fueron sometidos a la diseccion axilar el
riesgo desarrollar enfermedad axilar fue del 18,6%. En caso de aparicion de
metastasis axilares, estas pacientes fueron sometidas a vaciamiento axilar completo.
La sobrevida global luego de 25 afios de seguimiento no fue significativamente
diferente entre los dos grupos (p= 0.68). Este estudio fue el primero en sugerir que
las pacientes con CM podrian beneficiarse de tratamientos quirdrgicos menos

radicales (Tabla 1.1.)

Un analisis posterior del estudio NSABP B-04 exploré los resultados en pacientes
con ganglios axilares palpables / sospechosos, los cuales habian sido aleatorizados
a recibir una mastectomia radical (n = 292), o mastectomia total con radioterapia y
sin diseccion axilar (n= 294) El riesgo de recaia axilar fue ligeramente superior en el

grupo que recibio6 radioterapia sola sobre la axila (8%, p = 0.04)

Greco et al (42) en su estudio sobre 410 pacientes sometidas a mastectomia parcial

(cuadrantectomia) asociada a irradiacion del volumen mamario, también omitieron

pag. 13



cualquier tipo de cirugia axilar. Todos de los tumores tenian un diametro de 3 cm o

menos y el 81% de las pacientes eran post menopausicas; ninguna de las pacientes

tenia evidencia clinica de compromiso axilar. Las recurrencias axilares variaron entre

un 1.7 a 10% para los tumores T1, hasta el 18% para los tumores T2. Martelli el al

(43) publicaron también un 1.8% de recurrencias axilares en 110 pacientes con CM

mayores de 65 afios y con tumores T1 sometidas a cirugia conservadora de la mama

asociada a tamoxifeno, pero sin ningln tipo de tratamiento quirdrgico sobre la axila.

En general, la disecciébn completa de los ganglios axilares alcanza un control loco

regional excelente, con una tasa de recurrencias axilares que varia entre el 0% vy el

3.5% en aquellos pacientes sin ganglios axilares palpables sospechosos (11, 43-45).

Tabla 1.I. Estudios sobre diseccién axilar versus no tratamiento axilar especifico

Fuente Periodo edad Estado Didametro | seguimiento | Intervenciones | Muestra | RL SG
de Axilar tumoral N° % (SE)?
estudio (%)
Fisher et 1971- Cualquier | Ganglios Media 3.7 | Media Mastectomia 292 22 11 (2)
al(14) 1974 edad clinicamente (DE, 2) 20 afios radical (8)°
(70% >50 | palpables/ cm Mastectomia 294 33 10 (2)
anos) sospechosos total + RT (12)°
Fisher et 1971- Cualquier | Ganglios Media 3.7 | Media Mastectomia 362 15 19 (2)
al(14, 42) 1974 edad clinicamente (DE, 2) 20 afios radical 4
(70% >50 | no palpables | cm Mastectomia 352 15 13 (2)
afnos) o total + RT (4)
sospechosos Mastectomia 365 23 19 (2)
total (6)°
Greco et 1986- Cualquier | Ganglios <3.0cm Media CCo 401 19 No
al(42) 1994 edad clinicamente 5.1 afios mastectomia sin 5) evaluada
(85% >50 | o palpables diseccion axilar
afos) o + RT si >70
afos
sospechosos
Martelli et 1996- Media 76 | Ganglios Cualquier | Media CC + diseccion 109 0 96
al(46) 2000 afios clinicamente tamafio 15 afios axilar
no palpables (93% CC sin 110 2 94
o T1/T2) diseccién axilar (1.8)
sospechosos
Hughes et 1994- >70 afios | Ganglios <2.0cm Media CC + TAM 200 0 87
al(47) 1999 clinicamente 5 afios
no palpables Mastectomia 204 2 (1) 86
o parcial + TAM
sospechosos
Rudenstam | 1993- Media 74 | Ganglios Cualquier | Media Mastectomia o 234 2(1) 75
(44)et al 2002 afios clinicamente tamafio 6.6 afios CC + diseccion
no palpables (56% <2 axilar
o cm) Mastectomia o 239 6 (3) 73
CC sin
sospechosos diseccion axilar

Abreviaturas

RL: recurrencia loco regional, SOG: sobrevida global, CC: cirugia conservadora, TAM: tamoxifeno

a: diferencia no estadisticamente significativa entre los grupos.

b: incluye recurrencias en axila, supraclavicular / subclavicular o ganglios de la mamaria interna

c: excluye 68 pacientes las cuales tenias metastasis axilares luego de la mastectomia total y fueron sometidas a
diseccion axilar
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1.1.3.2 Diseccion axilar completa versus radioterapia

Mucho antes de establecer la eficacia de la BSGC en pacientes con CM, existio interés
de en utilizar la radioterapia (RT) como alternativa a la diseccién axilar completa. El uso
de RT se concentr6 en pacientes sin evidencia clinica de nodulos palpables o
sospechosos y en tumores T1 o T2 (Tabla 1.11.).

En uno de los estudios aleatorizados mas extensos, Louis - Sylvestre el al (48)
aleatorizaron 658 pacientes con edad menor de 70 afios a recibir una mastectomia
parcial (cirugia conservadora de la mama, CC) asociada a diseccion axilar completa o
CC asociada a RT axilar. Todos los pacientes recibieron RT sobre el volumen mamario.
Luego de 15 afios de seguimiento, no existieron diferencias en la supervivencia global
entre los grupos, con un 75% de SG en el grupo tratado con diseccién axilar y un 74%
de SG en aquellas pacientes que recibieron RT axilar como Unico tratamiento sobre los
ganglios axilares. Las recurrencias axilares fueron del 1% luego de la diseccién axilar y
del 3% luego del uso de RT axilar (p = 0.4). Sorprendentemente, el andlisis
anatomopatol6gico de las piezas de diseccién axilar mostro que un 21% de las pacientes
tenian metastasis axilares. A pesar de este alto porcentaje de compromiso axilar
presente en ambos grupos, la tasa de recurrencias expresadas como ganglios palpables

en axila fue realmente baja en el grupo que recibié solo RT axilar.

En un estudio similar, Veronesi et al (49) encontraron igualmente una baja una tasa de
recurrencias axilares (0.5%). De esta forma la tasa de recurrencias axilares puede ser
disminuida cuando se incluye la axila en el campo de RT en los casos en los que no se
realiza ningun tipo de cirugia sobre la misma. De igual forma Hoebers et al (45)
estudiaron 105 casos sometidos a cirugia conservadora asociada a RT complementaria
sobre el volumen mamario, incluyendo un campo extendido a la axila y los ganglios
supraclaviculares; no encontrando ninguna recidiva regional aislada (en ausencia de

recidivas a distancia concomitantes).

Tras 15 aflos de seguimiento el estudio Copenhagen Breast Cancer (50) mostré
resultados similares. La utilizacion de RT axilar como tratamiento primario (sin ningun
otro tipo cirugia sobre la axila) en pacientes sin ganglios axilares palpables o
sospechosos, consiguié un adecuado control local sin comprometer la supervivencia
global. Esta claro que esta modalidad terapéutica no provee informacion sobre la
presencia o no de compromiso axilar, hecho que actualmente implica que el uso de RT
sobre la axila en casos de BSGC negativas es innecesario resultando en un sobre

tratamiento.
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Tabla 1.1l. Estudios sobre diseccion axilar versus radioterapia axilar.

Fuente Periodo edad Estado Axilar Diametro | seguimiento | Intervenciones | Muestra RL SG
de tumoral N° (%) % (SE)?
estudio
Johansen 1951- Cualquier | Ganglios palpables | cualquiera Media Mastectomia 219 No 1% (65%
et 1957 edad 0 sospechosos <2.5 50 afios total + RT informada | mortalidad
al(51) (70% cm o no palpables / especifica)
=50 sospechosos en la Mastectomia 206 No 2% (64%
afos) exploracién clinica radical informada | mortalidad
extendida® especifica)
Louis- 1982- Media 50 Ganglios no <3.0 Media CC + diseccion 326 2 (0.6)¢ 75
Sylvestre 1987 afnos palpables / cm clinico 5 afios axilar®
et al Media 52 sospechosos en la CC + RT sobre 332 6 (1.8) 74
(48)1 afios exploracion clinica axila
Hoebers 1983- Media 64 Ganglios no media Media CC + RT sobre 105 2(2) 83
et al (45) 1997 afios palpables / 2.0cm 3.4 afos axilary
sospechosos en la clinica supraclavicular
exploracion clinica
Veronesi 1995- Media 57 Ganglios no <1.5 Media CC sola (sin 214 3(1.5) 95
(49)et 1998 aflos palpables / cm 5.2 afios tratamiento
al, sospechosos en la anatomia axilar)
exploracion clinica pat_ologlca cC+ RT sobre 221 1(0.5) o7
intra axila
operatoria

RL: recurrencia loco regional, SOG: sobrevida global, CC: cirugia conservadora, TAM:: tamoxifeno. a: diferencia no
estadisticamente significativa entre los grupos. b: Mastectomia radical extendida con diseccién axilar y supraclavicular.
c: RT supraclavicular si metastasis identificadas por estudio patoldgico, d: P = 0.4 para la comparacion entre ambos
grupos.

1.1.3.3 Diseccion axilar completa vs BSGC

Las primeras investigaciones sobre la aplicabilidad de la BSGC estuvieron destinadas a
validar el procedimiento (en cuanto a validez interna y validez externa), confirmando su
sensibilidad para identificar el compromiso axilar y reflejar en forma certera el estado del
resto de los ganglios axilares (11, 30, 52-55).

El mas extenso de estos estudios fue el NSABP B-32 (30) ; este estudio incluyé
pacientes con carcinoma ductal invasor (CDI) o carcinoma lobular invasor (CLI) sin
ganglios axilares palpables o0 sospechosos de compromiso metastasico (Tabla 1.111.). Un
total de 2807 pacientes fueron aleatorizadas a recibir una BSGC seguida de un
vaciamiento axilar completo y otras 2804 pacientes fueron sometidas a una BSGC
seguidas de observacion en caso de la presencia de un GC negativo o de diseccion
axilar completa en caso de evidencia de compromiso metastasico del GC. Tras un
seguimiento medio de 95.5 meses, 8 pacientes del grupo sometido a BSGC seguida de

vaciamiento axilar (0.4%) presentaron una recurrencia axilar, 14 pacientes del grupo
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sometido a BSGC y vaciamiento axilar solo en caso de compromiso metastasico del GC
presentaron una recidiva axilar (p = 0.22) No se observaron diferencias significativas en

la supervivencia entre los grupos de estudio.

Otros estudios de disefio similar y un meta andlisis de los mismos maostraron resultados
concordantes (30, 52, 54, 56-58) ElI mencionado meta analisis no revel6 diferencias
entre la BSGC y el vaciamiento axilar completo ni en supervivencia global (SG),
intervalo libre de enfermedad (ILE) o recurrencias ganglionares loco regionales, en
pacientes sin ganglios axilares papables 0 sospechosos y BSGC con resultado negativo.
La evidencia acumulada muestra que la BSGC, comparada con el vaciamiento axilar,
es capaz de identificar en un 90% a 99% de los casos la presencia de metastasis
axilares cuando éstas estan presentes (54). La tasa de falsos negativos de la BSGC
varia entre un 1% a un 10%, lo cual despierta cierto temor a posibles futuras
recurrencias; sin embargo la tasa de recurrencias observada se sitia entre un 0% y un
3% (53), lo cual sustenta su uso en pacientes sin evidencia de ganglios palpables o
ecograficamente sospechosos.

Tabla 1.11l. Estudios sobre diseccion axilar versus sola BSGC.

Periodo edad Estado Diametro | seguimiento | Intervenciones | Muestra | RL SG
de Axilar tumoral Ne % (SE)?
estudio (%)
Veronesi et 1998- Media 56 afos No ganglios <2.0cm Media 7.9 CC+ BSGC 167 2 89
1999 Para el grupo de palpables o en afios negativa (1.2)
diseccion axilar sospechosos | anatomia CC+BSGCy 92 0 89
completa enla patolégica diseccion
Media 55 afos exploracion axilar
Para el grupo de | clinica completa®
solo BSGC CC+BSGCy 257 0 89
diseccion
axilar
completa®
Canavese et 1998- Media 58 afios No ganglios | <5.0 cm Media 5.5 CC oMR + 79 0 94
2001 palpableso | en afos BSGC
sospechosos | anatomia negativa
enla patolégica CC oMR+ 31 0 90
exploracién diseccion
clinica axilar
completab
CC oMR+ 115 1 90
diseccion (0.9)
axilar
completa
Manse (53)I 1999- Media 57 afos No ganglios | Cualquier Media 1 CC oMR+ 368 1 98
et 2003 palpables o | tamafio anos BSGC (0.8)
sospechosos | (74% negativa
enla <2.0cm) CC oMR+ 496 3 98
exploracién diseccion (0.6)
clinica axilar
completa
CC oMR+ 83 0 98
BSGC +
diseccion
axilar
completa
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CC oMR+ 33 0 98
BSGC RT
axilar si BSGC
positiva
Zavagno et 1999- Media 57 afios No ganglios | <3.0cm Media 4.6 CC oMR+ 218 1 87
al (57) 2004 palpables o | clinico afos BSGC (0.4)
sospechosos negativa
enla CC oMR+ 94 0 89
exploracién BSGC +
clinica diseccion
axilar
completa
CC oMR+ 352 0 89
BSGC +
diseccion
completa
1999- Cualquier edad No ganglios | Cualquier | Media 7.9 CC oMR+ 1978 8 83
2004 (75% =50 afos) palpables o | tamafio afos BSGC (0.4)
sospechosos | (98% <4.0 negativa
enla cm) CC oMR+ 2011 14 84
exploracién BSGC (0.7)
clinica negativa +
diseccion
axilar
completa

RL: recurrencia loco regional, SOG: sobrevida global, CC: cirugia conservadora, RM: mastectomia radical, BSGC:
biopsia selectiva del ganglio centinela. a: diferencia no estadisticamente significativa entre los grupos. b: diseccion
axilar completa’ solo si la BSGC revela compromiso metastasico. c: diseccion axilar completa: independientemente del
resultado de la BSGC. d: estudio cerrado prematuramente debido a los beneficios mostrados en el grupo de BSGC.

1.1.3.4 BSGC sola en GC positivo

Algunos de los estudios ya mencionados muestran los beneficios de un tratamiento
multimodal del CM, que implican la utilizacion de cirugias menos extensas. Estos
estudios muestran también que tratamientos no quirargicos como la RT o el uso de
guimioterapia (QT) sistémica pueden efectivamente tratar las metastasis axilares.

Estas observaciones ponen bajo cuestion la necesidad de la diseccién axilar aun en

casos en los cuales el GC presenta compromiso metastasico.

Para poner a prueba este paradigma, el estudio ACOSOG Z0011 incluyé pacientes
portadoras de un carcinoma de mama con tumores clinicos T1y T2 (0.1 — 5 cm) NOMO
y sometidas a un tratamiento conservador y BSGC. Los criterios de exclusion fueron el
uso de RT parcial sobre la mama, la presencia de T3/T4 (>5 cm o compromiso de pared
toracical/piel), ganglios axilares palpables/sospechosos, y 3 0 mas GC metastasicos. Las
pacientes fueron aleatorizadas a observacion o diseccion axilar. Todas las pacientes
recibieron RT sobre el volumen mamario, aunque los campos de RT no fueron
especificados en el protocolo de investigacion. 97% recibieron tratamiento sistémico
adyuvante. Los objetivos finales del estudio fueron la supervivencia global y la

recurrencia local. Hay que destacar que el estudio fue cerrado antes de completar el
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reclutamiento de pacientes previsto debido a la baja tasa de recurrencias en ambos
grupos de tratamiento. Finalmente fueron aleatorizadas 892 pacientes, con una media
de seguimiento de 6.3 afios. El andlisis de los resultados fue hecho en base al
tratamiento recibido. 32 pacientes del grupo de diseccién axilar no recibieron diseccién
axilar alguna, y 11 pacientes del grupo BSGC fueron sometidos a diseccion axilar. 2 de
las 420 pacientes sometidas a diseccion axilar (0.5%), y 4 (0.9%) de las 436 pacientes
sometidas a BSGC sola presentaron una recurrencia axilar (p = 0.45)(59) El eguimiento
a 10 afos de este trabajo publicado recientemente muestra unas tasas de recidiva
axilare acumulada del 1,5% en el grupo de BSGC sola y del 0,5% en el grupo de

pacientes sometidas a Vax ( p=0,36).

Estos resultados han sido recientemente avalados por otros estudios publicados como
el del International Breast Cancer Study Group Trial 23 — 01(60) y el estudio After
Mapping the Axilla: Radiotherapy or Surgery (AMAROS) de disefio similar (Tabla 1.1V.)

Tabla 1.1V. Estudios sobre diseccion axilar versus sola BSGC en casos de GC
metastasico.

Fuente Periodo | edad Estado Axilar Diametro | seguimiento | Intervenciones | Muestra | RL SG
de tumoral Ne %
estudio (%) | (SE)®
Giuliano 1999- Media | No ganglios <3.0 Media CC+ BSGC 388 2 88.8
el al (61) 2004 56 sospechosos cm clinico | 6.3 afios positivo + (0.5)
et afos | enla diseccion axilar
exploracion completa
Media | clinica CC+ BSGC 425 4 89.9
54 positivo (0.9)
anos
Straver et 2001- Media | No ganglios <3.0 ND CCOMR + NDP ND® | NDP
al (62) , 2005 57 sospechosos cm clinico BSGC negativo
afios enla CCo MR + NDP NDP NDP
exploracion BSGC +
clinica diseccion axilar
completa
CCoMR + ND® ND® | ND®
BSGC positivo
+ RT axilar
Galimberti 2001- Media | No ganglios <5.0 Media 5 CCoMR + 464
(60)et 2010 54 sospechosos cmen el afios BSGC positivo 1 87.8
al, aflos | enla andlisis + diseccion (0.2)
exploracion intra axilar completa
clinica operatorio CCoMR+ 167 2
BSGC positivo (0.8) | 84.4

RL: recurrencia loco regional, SOG: sobrevida global, CC: cirugia conservadora, RM: mastectomia radical, BSGC:
biopsia selectiva del ganglio centinela. a: diferencia no estadisticamente significativa entre los grupos. b: reclutamiento
planeado 4767 pacientes, resultados pendientes de publicar.
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Consecuentemente cabria preguntarse si se puede evitar la linfadenectomia axilar en
pacientes con BSGC positiva. Existen al menos 4 estudios aleatorizados en pacientes
con CM temprano, ganglios axilares clinicamente negativos y BSGC positiva que

plantean evitar la linfadenectomia en estas pacientes.

Uno de ellos es el ya analizado mas arriba, ACOZOG Z20011(61). Aungue controvertido,
este estudio ha supuesto un cambio de paradigma. En él pacientes portadoras de una
CM cT1-T2 NO pero con GC positivo (hasta dos GC positivos) y sometidas cirugia
conservadora de la mama mas RT complementaria fueron aleatorizadas a observaciéon
versus linfadenectomia axilar. No se alcanzo el reclutamiento de pacientes previsto (891
pacientes de las 1900 previstas) y la SG fue el objetivo primario. Luego de 6,8 afios de
seguimiento no se observaron diferencias en SG y las RL axilares fueron menos del 1%
en ambos grupos de tratamiento. Los resultados del estudio ACOZOG Z0011 han
supuesto un cambio de paradigma apoyado por otros estudios.

El IBCSG 23-01(60) aleatorizé entre observacion y linfadenectomia axilar, a pacientes
con CM y tumores cT2 -2 NO pero con GC positivo con afectacion microscépica (N1mic).
El tratamiento quirdrgico podia ser tanto cirugia conservadora como mastectomia.
Todas las pacientes sometidas a cirugia conservadora recibieron RT y se irradiaron las
estaciones ganglionares en aquellas pacientes sometidas a linfadenectomia y que
tenian 4 o mas ganglios positivos. Contrariamente al estudio anterior, el objetivo primario
era la supervivencia libre de recidiva (SLR). Igualmente, este estudio tuvo un cierre
prematuro al incluir solo 934 pacientes de las 1960 previstas. Tras de 5 afos de
seguimiento no hubo diferencias en la tasa de SLR, que fueron solo del 1% en ambos

brazos de tratamiento (63).

El estudio AATRM 048/13/2000(64) es un estudio espafiol que también incluyé como el
anterior, pacientes con afectacion ganglionar micrometastasica. Los criterios de
inclusion fueron pacientes con CM y cT <3,5 cm NO y GC positivo pNmic. Nuevamente
las ramas de aleatroizacién fueron linfadenectomia versus observacion y el punto final
fue la supervivencia libre de enfermedad. La cantidad de pacientes incluidas fue menor
que en los estudios anteriores (247 pacientes) y no mostro diferencias entre las ramas

de tratamiento tras 5 afios de seguimiento.

Finalmente, el estudio AMAROS(65) aleatoriz6 pacientes, con CM ¢T1-2 NO y GC
positivo sometidas a cirugia conservadora o mastectomia, con la diferencia que los

brazos de tratamiento fueron linfadenectomia axilar versus RT en axila incluyendo los
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tres niveles y supraclavicular. El objetivo primario fue la RL a 5 afios. El reclutamiento
de pacientes fue el mayor de los 4 estudios resefiados, 1435 pacientes. Tras un
seguimiento de 6,1 afios no existieron diferencias entre ambas modalidades de

tratamiento (RL menores del 2%)

Los 4 estudios tienen algunas similitudes tanto en su disefio como en sus resultados.
Los pacientes eran clinicamente NO, recibieron tratamiento sistémico, no hubo

diferencias en SG o RL, y bajas tasas de RL axilar (menores al 2%)

1.1.3.5 Resultados adversos relacionados con la cirugia axilar

Tanto la cirugia axilar como la RT pueden causar sintomas a nivel del hombro o miembro
superior como linfedema, dolor, entumecimiento y disminucion de la movilidad (Tabla
1.V.) La incidencia de complicaciones depende también de la metodologia usada para
valorar los sintomas y el periodo considerado entre el tratamiento axilar recibido y la
valoracién de estos. Factores como la obesidad o el estadio tumoral avanzado (16)

pueden aumentar la morbilidad.

En el estudio ALMANAC (53), tanto la morbilidad sobre el hombro como sobre el
miembro superior fueron exhaustivamente evaluados luego de tratamiento axilar en
multiples periodos del seguimiento. La diseccién axilar estuvo asociada con una
significativa reduccion de la flexion y abduccién del hombro 1 mes después de la cirugia,
aungue retornd a la movilidad basal medida antes de la cirugia dentro de los 12 meses.
62% de las pacientes presentaron dolor o entumecimiento en el miembro superior dentro
del mes posterior a la cirugia, y 31% de las pacientes continuaban con los sintomas a
los 12 meses; aunque estos sintomas fueron calificados como severos solo en un 1%
de los casos. Contrariamente a otros signos o sintomas, la prevalencia de linfedema
generalmente aumenta con el tiempo de seguimiento. La sensacién subjetiva de
linfedema es manifestada por alrededor del 14% de las pacientes sometidas a diseccion
axilar(52), de un 4% de las pacientes sometidas a RT(53) y en un 5% a 7% de las

paciente sometidas a BSGC (17).
Muchos otros estudios randomizados han mostrado una reducciéon de la morbilidad

sobre el hombro o sobre el miembro superior al comparar la BSGC con la diseccion
axilar (17, 52, 57, 61, 66).
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Tabla 1.V. Morbilidad a largo plazo asociada con las intervenciones terapéuticas sobre

la axila
Resultados Diseccion axilar BSGC
Linfedema 10-20(17, 53) 5-7(17, 53)
Reduccion de la calidad de vida 35(17) 23(17)
Dolor / entumecimiento del brazo 31(17) 11(53)

1.2 Elrol delalinfangiogénesis en cancer

La importancia de las metéstasis linfaticas esta bien reconocida tanto en lo referente a
la estadificacion como al tratamiento. El estado linfonodal determina, en casos de
tumores solidos como el cancer de mama, la necesidad de tratamiento multimodal. Sin
embargo, el proceso que determina la invasion linfatica y las metéstasis en los ganglios
regionales, y silos tumores promueven linfangiogénesis (el crecimiento de nuevos vasos

linfaticos) en forma similar a la angiogénesis, permanece poco entendido(67).

El sistema linfatico funciona como un conducto para fluidos ricos en proteinas
extravasadas desde el sistema cardiovascular, con un rol critico en mantener la
homeostasis de los tejidos y la absorcion de grasa desde el intestino; jugando un papel
esencial en la vigilancia inmunitaria. Consiste en una red hieradtica de vasos,
comenzando en capilares cuya pared estd formada por tres lineas de células
endoteliates linfaticas (CEL), hacia vasos de mayor calibre los cuales eventualmente se

comunican con el sistema venoso.

Contrariamente al sistema vascular, los capilares linfaticos carecen de membrana basal
y pericitos, mostrando infrecuentes espacios (gaps) endoteliales; estando fijos a la
matriz extracelular por medio de fibras elasticas. Esta arquitectura impide que los vasos
colapsen ante cambios de la presion intersticial y facilita la incorporacion de
componentes tisulares solubles. Los vasos linfaticos colectores presentan valvulas que
impiden el flujo reverso y tienen un revestimiento de fibras musculares lisas

perivasculares que permiten la propulsion de la linfa(68).

El evento mas temprano en el desarrollo del vaso linfatico es la transcripcion del factor
de desregulacion “prospero homebox1” (Prox-1) (69) en la subpoblacion de células
endoteliales de la vena cardinal, la cual a través de brotes sucesivos daré origen al
sistema linfatico. El fenotipo vascular es el destino predeterminado de las células

endoteliales embrionarias primitivas, que bajo la expresion del factor Prox-1 adoptan el
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fenotipo vascular linfatico (70) En los ultimos 15 afios, se ha descubierto, tanto en
muestras de tejido como en modelos animales, que el endotelio linfatico expresa
marcadores especificos que permiten su identificacion y distincion del endotelio

vascular.

El sistema de sefiales mas importante para el desarrollo de la linfangiogénesis y la
formacion de nuevos linfaticos estd formado por una familia de proteinas (factor de
crecimiento vascular endotelial VEGF) asociadas a su receptor. Los miembros de la
superfamilia de factores de crecimiento derivados de las plaquetas (PDGF) incluyen
muchos variantes del PDGF y los factores de crecimiento vasculares endoteliales
(VEGFs)(71) Esta ultima familia de factores de crecimiento glicoproteicos comprende
los factores VEGF-A/B/C/DIE vy el factor de crecimiento placentario (PLGF).

Todos ellos se ligan en forma selectiva a una superfamilia de receptores tirosina quinasa
(receptor del factor de crecimiento endotelial vascular VEGFR 1/2/3)

Los receptores VEGFR1/2 estan presentes en la superficie de las células endoteliales
sanguineas. El VEGFR-3 esta presente en el desarrollo embrionario tanto en las células
de los vasos sanguineos como linfaticos; sin embargo, en el adulto se restringe

solamente a superficie de las células de vasos linfaticos.

El factor de crecimiento vascular endotelial C (VEGF-C) es un factor quimiotactico y de
supervivencia durante el desarrollo de la linfangiogénesis y es necesario para la
ramificacion de los primeros vasos linfaticos a partir de las venas embrionarias. Asi por
ejemplo una deleccion homocigota del VEGF-C redunda en la completa ausencia de
vasos linfaticos en embriones de ratas. Por el contrario, una deleccién del VEGF-D no
afecta el desarrollo de los vasos linfaticos, aunque el aporte exégeno de VEGF-D puede
rescatar el deficiente desarrollo del sistema linfatico en embriones con deleccidnes
VEFG-C.

El desarrollo vascular es mediado a través de las sefiales del receptor 3 del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGFR-3). Un déficit del VEGFR-3 provoca un defecto
en el remodelamiento vascular y una muerte embrionaria, teniendo una funcion

importante en el desarrollo vascular temprano.

Los mecanismos moleculares y celulares de la linfangiogénesis tienen una via comuan
tanto en el embrién como en los adultos. La via comun es la del receptor VEGFR-3. Se

ha llegado a esta conclusiobn usando anticuerpos que blogquean el VEGFR-3,
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suprimiendo la formacion de nuevos vasos linfaticos. Los VEGF-C/D son sometidos a
un proceso proteolitico que produce las isoformas inmaduras 31/29kD, las cuales
exclusivamente activan el VEGFR-3, y formas maduras 21kD que aumentan su afinidad

por el VEGFR-3 con capacidad adicional para unirse con el VEGFR-2.

1.2.1 Los factores linfangiogénicos VEGF-C/D y el receptor VEGFR-3

Los factores VEGF-C/D son ligandos para el receptor de tirosina kinasa VEGFR-3 (figura
1.3.) El eje VEGF-C/VEGF-D/VEGFR-3 constituye en sistema de traduccion de sefiales
para el crecimiento de las células endoteliales linfaticas, su migracion y sobrevida. Las
formas maduras son dimeros VEGF de dominio homologo, que se unen al receptor con
mucha mas afinidad que las formas completas (no seccionadas mediante protedlisis) La
estimulacion del VEGFR-3 protege a las células endoteliales linfaticas de la apoptosis e

induce su crecimiento y migracion(72).

Los efectos especificos del VEGF-C estan criticamente afectados por su proceso
protealitico in vivo. El proceso proteolitico de los factores VEGF-C/D también activa el
VEGFR-2 y puede inducir crecimiento de vasos sanguineos. Contrariamente el VEGF-
A, el cual es factor un angiogénico primario que se une al VEFGR-2, puede inducir
hiperplasia linfatica pero no sustituir al VEGF-C en el desarrollo linfatico.

El eje VEGF-C/VEGFR-3, a través de la sobrerregulacién de la contactina — 1 y la
activacion de la via de la proteina quinasa C src —p 38 mitégeno activada, puede regular
la capacidad invasora de diferentes tipos células cancerigenas y contribuir a la

promocion de las metastasis.

Los datos que sostienen que la expresion de factores linfangiogénicos promueven la

aparicion de metéstasis provienen de estudios in vitro e in vivo(73).

La sobreexpresion del VEGF-C en estudios inmunohistoquimicos ha sido asociada a
peor prondstico en cancer de mama, colorectal, gastrico, tiroides y préstata.

De forma similar la sobreexpresion de VEGF-D confiere, peor prondstico en casos de
cancer de ovario y pancreas. La expresion del VEGFR-3 en las células endoteliales
linfaticas ha sido asociada con la presencia de metastasis ganglionares en cancer de

prostata.
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Estudios en modelos animales han demostrado que el eje VEGF-C/VEGF-D/VEGFR-3
esta implicado el procesos de linfangiogénesis tumoral y en la diseminacion metastasica

de células tumorales(74)(figura 1.3.)
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Figura 1.3. Factores de crecimiento endotelial vascular C (VEGF-C/VEGF-D/VEGFR-3) en la regulacion del
crecimiento del sistema vascular linfatico. Proteinas de la matriz extra celular (ECM). Neurolipina (NRP)

La sobreexpresion de VEGF-C en lineas celulares de cancer de mama en ratones
aumenta la linfangiogénesis tumoral, y resulta en un aumento significativo de las
metastasis en los ganglios linfaticos regionales. Ademas la sobreexpresion del VEGF-C
induce la expansion de los vasos linfaticos en los ganglios centinelas antes del
establecimiento de las metastasis y promueve la presencia de metastasis en ganglios
no centinelas(75). Por otra parte, el factor VEGF-C induce la quimotaxis de macrofagos,

revelando una funcién potencial como inmunomodulador.

He et al investigaron como las células tumorales acceden al interior de los vasos
linfaticos y como las mismas pueden iniciar el proceso metastasico(76). El factor VEGF-
C induce un extenso proceso de brotes linfaticos hacia las células tumorales, dilatacion
de los linfaticos de drenaje, y un significativo aumento del crecimiento luego de 2 a 3
semanas del xenotransplante, con la consiguiente presencia de metastasis
ganglionares. Asi mismo, tanto la linfangiogénesis como las metastasis linfonodales son

inhibidas por la presencia de anticuerpos anti VEGFR-3 (figura 1.4.)

pag. 25



Aunque los

receptores VEGF se encuentran tanto en células normales como

cancerigenas, su inhibicion podria afectar mayormente a las células tumorales, debido

al menos en teoria , al crecimiento mas rapido de los vasos sanguineos en el interior

tumoral(71).
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Figura 1.4. Concepto actual en el prceso de metastasis linfaticas

1.2.2 Significado prondstico del factor VEGF-C tisular

Actualmente no parece haber dudas de que los factores miembros de la familia VEGF

juegan un importante papel en la biologia del cancer de mama y que su estudio como
posibles factores prondsticos es prometedor.
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Mohammed et al, analizando muestras de tejido tumoral en parafina de pacientes con
CM primario, encontré una relacién significativa entre la expresién tumoral de VEGF-C
y la densidad microvascular y linfovascular (p = 0.002). También encontraron una
relacién significativa entre la expresion del factor VEGF-C y la presencia de metastasis
ganglionares axilares (p = 0.001)(77) Los tumores mayores de 1,5 cm presentaban una
expresion significativamente mayor del factor VEGF-C. Los mismos autores
relacionaron en forma significativa la expresién del factor VEGF-C con una disminucion
de la supervivencia global (p = 0.025). Otros autores también han encontrado una
relacién significativa entre la expresién (sobre expresion o expresion alta) del factor
VEGF-C y factores tanto clinicos como prondésticos. Nakamura et al (78) encontraron
una significativa asociacion con la presencia de metastasis ganglionares (p = 0.001) y
metastasis a distancia (p = 0.008); asi como con un mayor riesgo de recurrencia
locoregional (p = 0.025) y de peor SG (p = 0.028).

Los estudios mas tempranos no distinguian entre vasos sanguineos y linfaticos debido
a la falta de marcadores especificos para los vasos linfaticos. La aparicion de
marcadores como LYVE-1, Prox y podoplanin/D2-40 han permitido establecer esta
distincion. Usando estos biomarcadores junto con inmunohistoquimica, se ha mostrado
una amplia evidencia de que las células del cadncer de mama tienen preferencia por
invadir los vasos linfaticos (79). Esta evidencia esta basada en varios estudios. Una de
las mayores series hasta el presente (con 1408 casos de cancer de mama) mostré la
presencia de invasién linfovascular en el 34% de los casos, mientras solo el 4,2% de los

casos evidencio la invasion del espacio vascular sanguineo (80).

Liang et al (81), en un metaanalisis publicado en 2014 sobre 14 estudios prospectivos
y retrospectivos (incluyendo 1.573 pacientes con CM) ,encontraron que la expresion del
factor VEGF-C se relacion6 con la presencia de metastasis ganglionares ( efecto fijo OR
= 2.14, p= 0.009) Igualmente la expresion del factor VEGF-C se asocié con una pobre
sobrevida global (OR = 2.46, p = 0.001) y una menor sobrevida libre de enfermedad (
efecto fijo OR = 2.10, p = 0.002).

Esta evidencia ha dado origen en los Ultimos afios a estrategias terapéuticas como la
interferencia ARN, una tecnologia usada para silenciar la expresién genética. Shibata et
al (82) investigaron si la inhibicion de los factores VEGF-A y VEGF-C podria ser usada
para suprimir la presencia de metéstasis tanto hematdgenas como linfaticas en lineas
celulares mamarias de ratones inmunocompetentes; creando un ambiente similar al de

los canceres de mama humanos. La incidencia de metastasis ganglionares en el grupo
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de tratamiento con psiARN-VEFG-C fue del 60% menor respecto al grupo control,
siendo esta diferencia estadisticamente significativa. También fue menor la presencia
de células malignas dentro de la microvasculatura linfatica, indicando la supresion de la

migracién de las células tumorales.

1.2.3 Factor VEGF-C , linfangiogénesis y presencia de metéastasis en el
ganglio centinela en cancer de mama.

Durante mucho tiempo se pensé que le compromiso metastasico ganglionar se producia
en forma pasiva, mediante la diseminacion de las células tumorales a través de vias
linfaticas preexistentes localizadas en la vecindad del tumor.

Recientes estudios han demostrado que las células tumorales de diferentes neoplasias
inducen linfangiogénesis en el ganglio centinela antes de la presencia de metéstasis.
La linfangiogénesis es un proceso dindmico que genera nuevos vasos linfaticos a partir
de vasos preexistentes durante la embriogénesis, pero es relativamente raro en la edad

adulta.

Se estima que el 80% de las metéstasis en los tumores sélidos, como el CM vy el
melanoma maligno, disemina a través del sistema linfatico, mientras que el restante 20%
lo hacen directamente en los vasos sanguineos(69). Las células malignas diseminadas
a través de los vasos linfaticos pueden eventualmente producir metastasis linfonodales
(Ilamadas en transito o lesiones satélites), mediante la proliferacion in situ dentro de los
mismos vasos. Actualmente existe discusion sobre el impacto prondstico de la presencia
de células tumorales aisladas o micrometéastasis (0,2 — 2 mm) en los ganglios linfaticos;
aungue en algunos tipos tumorales esta asociado con un aumento de la mortalidad
(figura 1.5.)
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@ What is the significance of lymphatic metastasis for tumor progression?
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Figura 1.5. Posibles vias de diseminacion metastasica en el sistema linfatico.

Si las células tumorales utilizan vasos preexistentes para metastatizar, las terapias anti-
linfogénesis no seran utiles o suficientes para la prevencion de la aparicién de
metastasis ganglionares. Sin embargo, la presencia de vasos linfaticos intratumorales
indica la activacion de los fendmenos de linfangiogénesis dentro del tumor. En muchos
estudios se ha observado una correlacion entre la densidad de vasos linfaticos y la
presencia de metastasis tanto ganglionares como a distancia (79, 83). Los mismos
sostienen el concepto que cuanto mayor es la densidad de la vasculatura linfatica dentro
o cercana al tumor, mayor es la posibilidad de que células tumorales entren en los vasos

linfaticos y den origen a la diseminacién metastasica.

El mecanismo de como las células tumorales entran en los vasos linfaticos es poco
conocido. Una opcién es la inclusion de las células tumorales por el desarrollo y
crecimiento de los brotes de vasos linfaticos durante la linfangiogénesis y su migracion
a través de endotelios; en forma similar a los leucocitos. Aunque algunos estudios
recientes muestran que células del cancer de mama pueden invadir activamente los
vasos formados por linfangiogénesis induciendo la formaciéon de espacios entre las

células endoteliales.
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La deteccidon de células endoteliales linfaticas en division (LEC) es el centro de una
controversia sobre si las metastasis linfaticas ocurren a través de vasos preformados o
de nuevos vasos linfaticos. La respuesta a esta cuestion ha sido dada usando
anticuerpos especificos como marcadores linfaticos (LYVE-1 y D2-40) combinados con
anticuerpos marcadores de proliferacion como el Ki-67 o el PCNA. Por ejemplo, usando
la tincidn doble Ki-67/podoplanin en una serie de CM invasor (N = 177) se encontrd que
el 29% de las muestras mostraban nucleos positivos para KI-67 en el 2,2% de los
linfaticos intratumorales, peritumorales o periféricos. La frecuencia de positividad
nuclear estuvo significativamente asociada a la presencia de metastasis linfonodales, la

densidad de vasos linfaticos y la SG (84).

Igualmente, los estudios que comparan el porcentaje de LEC en CM inflamatorios y no
inflamatorios encontraron que los primeros tienen una alta incidencia de linfaticos Ki-67
positivos (80% vs 50%) y una media significativamente mayor del porcentaje de
LEC(85).

La presencia de una linfangiogénesis activa también fue demostrada en GC positivos,
los cuales mostraron un porcentaje de LEC significativamente mayor que los casos con
GC negativo (p < 0,001)(86). Igualmente, una alta positividad del Ki-76 en los vasos
linfaticos de los GC positivos fue fuertemente relacionada con la presencia de otros
ganglios positivos axilares no centinelas (p = 0,01), sosteniendo la hip6tesis de que la
induccién de la linfangiogénesis promueve la diseminacién tanto desde el tumor primario

como desde sitios secundarios de metastasis (86).

Un anormal aumento de la presion intersticial dentro de los tumores ha sido propuesto
como causa para forzar el movimiento de células tumorales dentro del drenaje linfatico.
En pacientes afectos de melanomas malignos y sobreexpresion del factor VEGF-C, se
ha observado un flujo linfatico multidireccional anormal; sugiriendo un insuficiente
funcionamiento de las valvulas linfaticas. Un flujo anormal dentro de los vasos linfaticos
puede permitir un estancamiento de las células tumorales y su crecimiento in situ, hasta
alcanzar una masa critica que necesite de mayor aporte de oxigeno a través de vasos

sanguineos.

Numerosos estudios sugieren que los vasos linfaticos facilitan la aparicion de metastasis
comportandose como un portal para la diseminacion tumoral. Comparados con los
vasos sanguineos, los vasos linfaticos ofrecen muchas mas ventajas para la invasion y
transporte de células malignas pre metastasicas: 1) una membrana basal discontinua y

perdida de las uniones celulares, 2) una tasa de flujo mucho menor que podria aumentar
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la sobrevida , y 3) unas 100 veces mas concentracion de &acido hialurénico, con

propiedades que mejoran la supervivencia celular(79).

Se han encontrado niveles altos de VEGF-C en tejido de metéstasis ganglionares de
pacientes con diversos tipos de tumor soélido. (83). Asi mismo, usando modelos
animales, los niveles tisulares de los factores VEGF-C/D se han relacionado con la
presencia de un aumento de la densidad de vasos linfaticos, el diametro de estos vasos

y la presencia de metastasis ganglionares y organicas.

Podriamos decir que existen actualmente dos modelos de diseminacién metastasica.
Un modelo, llamado modelo de diseminacion hematdgena, que es linfatico
independiente. Este concepto implica que la linfangiogénesis no es inducida, o en caso
de que lo sea, los nuevos vasos linfaticos no contribuyen a la diseminacion tumoral. La
idea estd basada en que la principal via de diseminacién metastasica es a través de los
vasos sanguineos intratumorales, los cuales entregaran células metastasicas a 6rganos
distantes como pulman, higado, hueso o SNC. Basandonos en este modelo, las células
tumorales pueden invadir linfaticos peritumorales preexistentes que las trasportan hacia
los ganglios locoregionales. De todas formas, las metastasis derivadas de la invasion
de los ganglios linfaticos no contribuiran a la produccion de metastasis a distancia. Los
autores que sostienen este modelo se basan en la falta de impacto en la SG, demostrada
en estudios clinicos, de la linfadenectomia. El segundo argumento que sostiene este
modelo es la nocién de que la diseminacién metastasica es drgano especifico, y por lo
tanto las células metastasicas dentro de la circulacion linfatica establecen lesiones
dentro del sistema linfatico, pero sin tener la capacidad de desarrollar metastasis a
distancia.

Un segundo modelo en cancer de mama que podriamos llamar linfatico dependiente o
secuencial, sugiere que los tumores mamarios inducen linfangiogénesis intra vy
peritumoral, asi como una remodelacion del sistema linfatico en el GC y en otros NoGC.
Esto se manifiesta, como se ha descrito previamente, mediante el aumento del nimero
de vasos linfaticos, aumento de la frecuencia de la divisién de las células endoteliales
linfaticas y aumento del flujo linfatico entre el tumor primario y el GC. Desde alli las
células tumorales puede usar tanto el sistema linfatico como los vasos sanguineos para

su diseminacién posterior a través del conducto toracico.

Ambos modelos no son mutuamente excluyentes, y en algunos tumores la diseminaciéon

hematdgena y linfatica puede ocurrir simultdneamente (figura 1.6.)
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Patrones de diseminacion metastasica
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Figura 1.6. Modelos de diseminacion mestatasica.

Aun hoy, en oncologia clinica, el GC juega un importante papel en el diagnéstico,
estadificacion y manejo del cancer de mama. Aunque cerca de 2/3 de los casos de
cancer de mama no muestra compromiso linfonodal, de ellos un tercio recurriran en el
futuro(87). Los ganglios linfaticos constituyen un verdadero cruce entre proteinas
filtradas, células de respuesta antigénica, linfocitos y eventualmente células tumorales.
Aun en ausencia de metastasis tumorales, los ganglios linfaticos pueden presentar
hiperplasia, dado que la respuesta inmune estd asociada a cambios en diferentes

parametros, como acumulacion de linfa, migracion y proliferacion (88).
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Liersch et al (88) investigaron los cambios tempranos que se producen en los ganglios
linfaticos de ratones inmunodeprimidos tras inyectar células provenientes de
melanomas manipuladas genéticamente para hacerlas fluorescentes con el colorante
verde MDS-MB-435 y que sobreexpresaban el factor VEGF-C. En casos de GC
negativo determinaron el grado de linfangiogénesis, angiogénesis y el tamafio del GC.
El factor VEGF-C es capaz de inducir hiperplasia sinusal en el GC aun antes de la
presencia de metastasis ganglionares produciendo un aumento significativo del area de
vasos linfaticos (p = 0.05); no encontrando diferencias en cuanto a la capacidad de
inducir aumentos de densidad de la red vascular sanguinea ni en el tamafio de los
ganglios linfaticos. Estos resultados siguieren que el aumento de la linfangiogénesis en
los GC, aun no comprometidos por la presencia de metastasis, puede ser un nuevo y
temprano marcador de agresividad.

La invasion vascular linfatica esta significativamente asociada a la de metastasis en el
GC, en ganglios no centinelas, asi como en la evolucién del cancer de mama. Metastasis
en GC han sido detectadas en hasta un 51% de los casos con invasion vascular linfatica
y comparada con solo el 30% de los casos sin invasion vascular (79).

Muchos estudios correlacionan la expresion de los factores VEGF-C/D con la induccién
de la linfangiogénesis, la presencia de metastasis axilares y la evolucién de los
pacientes con cancer de mama (tabla 1.VI)(79).Han sido publicados estudios que
muestran valores elevados de VEGF-C en el tejido tumoral en un 30% a 40% de los
casos de CM, niveles que han sido asociados con una alta incidencia de invasion
linfovascular, presencia de metastasis ganglionares y menor SLE y SG(89).

Igualmente, estos estudios, muestran la presencia de expresiéon del factor VEGF-C en
el 39% de las células tumorales del CM (N = 98) y su ausencia en las células

glandulares normales adyacentes (89).

Otras publicaciones muestran ademas una expresion del factor VEGF-C en el 48% de
133 (90) y en el 87% de 123 (78) tumores de mama; con una correlacion significativa
entre la expresion del factor VEGF-C, la invasion linfo vascular, la presencia de
metastasis linfonodales y la SLE y la SG. Ademas, como ya se ha expuesto
anteriormente, la célula tumoral puede inducir linfangiogénesis y flujo linfatico en el GC
y en otros ganglios no centinelas, este proceso ha sido llamado linfangiogénesis
linfonodal. Estos cambios se producen antes de la deteccion de metastasis, indicando
un aumento del riesgo de su presencia. Se ha detectado un aumento del tamafio

ganglionar acompafiando la linfangiogénesis, manifestado por una aumento del
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numero de vasos linfaticos sinusoidales y un aumento de sus respetivos diametros (91).

Figura 1.7.
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Figura 1.7. (79). Mecanismos de las metastasis linfaticas. 1) la inflamacion, la hipoxia y factores reactivos a oxigeno
(ROS) producen una sobre regulacién de la expresion de factores pro linfogenicos como VEGF-C/D/A producidos por las
células tumorales y el tejido estromal asociado al tumor (macréfagos y fibroblastos). 2) los nuevos vasos linfaticos se
forman principalmente en la regién peri tumoral, y en algunos casos en la regién intra tumoral. La formacién de nuevos
vasos linfaticos comprende la activacion del receptor VEGFR-3 a través de factores como VEGF-C/D y del receptor
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VERGF-2 a través del factor VEGF-A. Acto seguido células endoteliales linfaticas en division (LEC) proliferan, migran y
se adhieren dentro de los nuevos vasos .3) Las células tumorales invaden en forma activa los vasos linfaticos intra y peri
tumorales o podrian ser encapsuladas por los vasos linfaticos. Ambos tipos de interacciones provocan un aumento de la
invasion vascular linfatica de loso GC. 4) factores tumorales como VEGF-C/A producen profundos cambios morfolégicos
en el GC terminando en un proceso de linfogénesis e hipertrofia linfatica. EL flujo linfatico aumenta en forma notable
tanto dentro como fuera del GC promoviendo mas metastasis linfaticas y metastasis a distancia. 5) La via de diseminacién
a distancia puede ocurrir tanto a través de vasos sanguineos como linfaticos. Luego del compromiso del GC por
diseminacioén linfatica, las células tumorales entra en la circulacién sanguinea a través de los vasos sanguineos
ganglionares, o provenientes del flujo linfatico usando la via del conducto troracico.

En contraste otros autores no encontraron una correlacion significativa entre la
expresion del factor VEGF-C y la presencia de invasion linfovascular o la presencia de
metastasis linfonodales (92, 93).

Tabla 1.VI Correlacion entre VEGF-C/D y la presencia de metastasis linfaticas

Autor N° pacientes Comentarios Valor p

Mohammed et al 177 VEGF-C tuvo una alta expresion en 31% de las muestras. VEGF-C p < 0,001

77) estuvo asociado con un alto LVD (p = 0,014, presencia de
metastasis ganglionares (p < 0,001) y a distancia ( p = 0,008) y
menos SG (p = 0,020

Nakamura et al (78) 123 VEGF-C detectado en el 87% de las muestras. Altos niveles de p = 0,0131
VEGF-C estuvieron asociados a menor SLEy SG (p=0,0165yp =
0,0175)

Nakamura et al (90) 113 Los niveles de VEGF-C mARN se correlacionaros con LVD (p = P =0,0074
0,04

Gisterek et al (94) 98 Sin correlacion entre la expresion de VEGF-C/D y el tamafio NS
tumoral, grado tumoral, expresién de receptores de estrégeno y
metéastasis axilares.

Li et al (95) 80 La presencia de VEF-C estuvo significativamente asociada a un P =0,003
aumento peri tumorales de LVD, invasion linfatica y nimero de
ganglios positivos.

Hoar et al (93) 70 Tanto VEGF-C como COX-2 se correlacionaros con la presencia de P =0,01
metastasis linfo nodales

Zhang et al (96) 51 Sin relacién significativa entre VEGF-C y el estado linfo nodal, NS
invasion vascular linfatica, tamafio tumoral o grado tumoral.

Koyama et al (92) 33 La expresion de VEGF-C mARN se correlacion6 con la presenciade NS
metastasis ganglionares.

Choi et al (97) 29 La presencia intra tumoral de VEGF-C/D no se correlacioné con la P =0,414

densidad vascular

Ying-Chun Zhao et al (98) analizaron la expresién de VEGF-C/D en tumores primarios
de mama T1NO/T2NO y su relacién con la presencia de linfangiogénesis en el ganglio
centinela. Encontraron que altos niveles de expresion de VEGF-C no estuvieron
significativamente asociados a altos niveles de expresion del factor VEGF-D. La
expresion del factor VEGF-C no estuvo significativamente asociada con la edad, el
grado tumoral, el receptor de estrégeno o de progesterona o el estado HER 2 Neu.

Los tumores con una alta expresion del factor VEGF-C estuvieron asociados a la
presencia de altos niveles de VEGFR-3 y marcadores de linfangiogénesis como LYVE-
1y Prox 1 en el ganglio centinela (p = 0,05). No sucediendo lo mismo con los tumores

que expresaban altos niveles de factor VEGF-D.

Otros factores también han sido implicados en el fenébmeno de linfangiogénesis:

angiopoyetinas (Ang-1, Ang-2, Ang-3)factor de crecimiento de fibroblastos(FGF-
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2).factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), factor de crecimiento de
insulina ( IGF -1, IGF-2), factor de crecimiento hematopoyético (HGF) y la hormona del
crecimiento (GH). Aunque extensos y circunstanciales trabajos correlacionan estos
factores tanto con la formacion de vasos como la aparicion de metéstasis, ninguno de
ellos examina la relaciébn con la aparicion de linfangiogénesis, invasion linfatica y

metastasis en cancer de mama (79)

1.2.4 Niveles séricos del VEGF-C como factor prondstico

Se han detectado valores elevados de VEGF en suero de pacientes con diferentes
tumores, tanto en pacientes con enfermedad localizada como en aquellos con
enfermedad metastasica (99). La valoracién de la expresion de VEGF ya sea por
inmunohistoguimica o por inmuno ensayo de extractos de tejidos ha mostrado una
significativa correlacién con la densidad microvascular. En pacientes con cancer de
mama y ganglios negativos el VEGF se ha mostrado como un fuerte predictor de la SLE
y la SG(100).

Claramente, las determinaciones de marcadores de angiogénesis solubles circulantes
deberian de ser consideradas mas objetivas que otras mas subjetivas como las
determinaciones inmunohistoquimicas o por inmunoensayo; los cuales son ademas

mucho mas laboriosas.

Muchos autores han investigado la posible relacion entre los niveles séricos del VEGF
y su significado prondstico en cancer de mama. No todos se han limitado solo a estudiar
especificamente e VEGF-C y la casi totalidad de los trabajos publicados solo se refieren
al VEGF en forma genérica sin distinciones dentro de esta superfamilia y relacionandolo
principalmente con la angiogénesis, lo cual probablemente se deba que el factor
estudiado haya sido el VEGF-A. Por lo que existe escasa informacion publicada acerca
de la utilidad de los valores séricos de VEGF-C y parametros clinico-patolégicos, asi

como su valor pronosticos relacionado con la afectacion ganglionar, la SG y la SLE.

Se han detectado niveles elevados de VEGF en pacientes con cancer de mama,
demostrandose una significativa correlacion con una elevada densidad intratumoral de
microvasos y que los mismos constituyen un factor prondstico independiente de
sobrevida global. Ademas el equilibrio entre factores pro angiogéncos vy

antiangiogénicos esté influenciado por la activacion da la vias intracelulares del factor
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de crecimiento epidérmico (EGFR-HERZ2), y como consecuencia de esto el aumento de
las sintesis de VEGF(101).

Las formas solubles del VEGF son detectadas en circulacion y muchos estudios han
demostrado niveles séricos elevados de VEGF en pacientes con tumores sélidos
incluyendo tumores de Uutero, colon, recto, pulmén y sistema nervioso central;
permitiendo generar la hipétesis de que los niveles de VEGF pueden tener valor
predictivo ente la progresién de la enfermedad. Los niveles circulantes de VEGF pueden
ser un marcador subrogado de angiogénesis, de gran ayuda en el proceso de toma de

decisiones relacionadas con el uso de quimioterapia(102).

Analisis experimentales ha demostrado grandes discrepancias entre los nivele séricos
y plasmaéticos de VEGF. Estas diferencias han sido explicadas recientemente mediante
el descubrimiento de grandes cantidades de VEGF en los megacariocitos (103).
Ademas, los niveles séricos de VEGF se correlacionan con el recuento plaquetario,
siendo el VEGF liberado en suero por medio de la activacion plaquetaria producida por
la flebotomia. Se ha propuesto entonces analizar los niveles de VEGF en plasma
inmediatamente después de ser aclarado de plaquetas luego de realizar el acceso

Venoso.

Desde hace dos décadas se sabe que el VEGF es liberado por las plaquetas cuando
éstas son estimuladas por la trombina in vivo. Henk el al - 1997 - (104) estudiaron 19
pacientes con carcinoma de mama localmente avanzado Yy tratados con quimioterapia
dentro de un estudio fase Il. Encontraron una alta correlacién (r=0.8; p<0.01) entre los
niveles séricos del VEGF y el recuento plaquetario. Comparando los valores de VEGF
en suero y en plasma, encontraron que los niveles plasmaticos de VEGF fueron

significativamente menores que los valores séricos (p<0.001).

Algunos autores han investigado la utilidad de los niveles séricos de VEGF como
herramienta diagnéstica en cancer de mama. Granato et al - 2004- (99) realizaron un
estudio de casos y controles en pacientes sanas y en pacientes con cancer de mama
diagnosticadas dentro de un cribado poblacional. Los valores séricos de VEGF fueron
determinados en 54 pacientes sanas y en 69 pacientes con cancer de mama. Las
determinaciones seroldgicas se realizaron usando el inmunoensayo enzimatico con la
técnica de sandwich (Quantiquine). En su estudio basico, los valores séricos de VEGF
no estuvieron relacionados con la edad, el tamafio tumoral o el compromiso ganglionar.

Los niveles séricos tuvieron un rango del 22,7 al 953,5 pg/ml, y no estuvieron
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relacionados con ninguna variable biol6gica o patoldgica. En el estudio de casos y
controles los valores séricos de VEGF de pacientes sanas y de pacientes con cancer de
mama tuvieron un considerable solapamiento. Las curvas ROC desarrolladas no
encontraron una concentracion sérica de corte aceptable en términos de sensibilidad o
especificidad.

Tampoco los resultados del grupo de Reeves et al (105) mostraron interaccion entre los
valores séricos de VEGF y el riesgo de padecer cancer de mama tanto en pacientes pre

CoOmo post menopausicas.

Stathopoulos el at -2010- (106) analizaron los niveles plasmaticos de VEGF usando la
técnica cuantitativa de inmunoensayo (Quantiquine). 93 pacientes con cancer de mama
fueron incluidas en el ensayo; 46 pacientes sin evidencia de recurrencia y 47 pacientes
con enfermedad metastésica. No encontraron diferencias estadisticas entre los dos
grupos. En los individuos sin evidencia de enfermedad los niveles en plasma de VEGF
fluctuaron en forma similar a los pacientes con evidencia de recaida, entre valores de 5-
680 pg/ml.

De igual forma, Quaranta el al (107) analizando los niveles séricos de VEGF de 88
pacientes con cancer de mama (Quantiquine Human VEGF) no encontraron diferencias
entre los diferentes tipos histolégicos (CDI vs otros p>0,05) o los diferentes estadios de
la enfermedad (estadio | vs otros p>0,05). Los niveles de VEGF detectados en estadios
tempranos de la enfermedad no revelaron diferencias estadisticamente significativas
entre las diferentes comparaciones racionadas con el estado de los receptores
hormonales, el tipo histoldgico, o el estadio de la enfermedad. Tampoco entre los niveles

séricos de las pacientes afectas de cancer de mama y 20 voluntarias sanas.

Tampoco Hodorowiz et al (108) lograron encontrar diferencias entre los valores séricos
de VEGF de 87 pacientes con cancer de mama. El andlisis estadistico no mostro
ninguna correlacion entre las concentraciones séricas de VEGF y parametros como el
estadio de la enfermedad, el didmetro del tumor, el estado de compromiso ganglionar,
el grado histolégico, la presencia de invasion vascular, el tipo histoldgico o la presencia
de receptores para hormonas, o la presencia de expresién del oncogén Her 2 neu.
Tampoco encontraron los autores correlacion entre los niveles de VEGF y otros

marcadores como CEA o CA 15,3.

Zhang et al (109) en un grupo de 65 pacientes con cancer de mama, analizaron
diferentes factores prondsticos serolégicos (VEGF, CA 15-3, CA 125 y CEA). Los
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autores no encontraron diferencias en la expresion serologica del VEGF en diferentes
estadios de la enfermedad (p>0.05) Tampoco encontraron relacién entre los niveles en
suero de VEGF y la presencia de metastasis ganglionares (p>0.05) Por el contrario los
niveles de VEGF y otros marcadores en suero fueron mayores en el grupo de pacientes

con recaidas de la enfermedad (p<0.01).

Recientemente Falk et al (110) , en un estudio prospectivo pre diagndstico , analizaron
los niveles séricos de VEGF en 352 pacientes con cancer de mama y 423 pacientes
sanos mediante la técnica de sandwich ELISA (Quantquine). Los autores no observaron
un perfil angiogénico (hazard ratio) entre los casos y los controles (media casos =
290,8, madia controles = 288,4). Sorprendentemente, en las pacientes con cancer
invasor, los valores séricos de VEGF fueron menores en las pacientes diagnosticadas
dentro del primer afio de la toma de la muestra (p = 0,099).

Las experiencias que analizan la relacion entre los niveles de VEGF (no precisamente
el VEGF-C) en pacientes sometidas a la BSGC son pocas, y no estan disefiadas para
analizar esta relacion como principal punto de hipotesis.

Rocca et al en 2009 (101) analizaros los valores séricos de VEGF en pacientes con
cancer de mama T1-T2 y NO-2. Las concentraciones de VEGF fueron determinadas
mediante inmunoensayo enzimatico cuantitativo tipo sandwich (Quantiquine Human
VEGF), y sus concentraciones reportadas en pg/ml. Se obtuvieron muestras de 124
pacientes, con una media de edad de 49 afios. La mayoria de las pacientes presentaban
un T1 (55%) y un 58% presentaban compromiso axilar. Todas las pacientes fueron
sometidas a una BSGC. El valor medio preoperatorio de VEGF fue de 341.73 pg/ml, con
un aumento a 346,84 pg/ml el dia posterior a la cirugia. Ninguno de los dos niveles, pre
0 post operatorio, fueron asociados con algunos de los pardmetros clinico-patologicos
estudiados (edad, tamafio tumoral, estado linfonodal, receptores hormonales, Ki 67, Her
2 Neu o invasion perivascular). Igualmente, los valores séricos preoperatorios de VEGF

no estuvieron asociados con la SLE.

Finalmente, algunos autores han explorado la utilidad del VEGF sérico como mercador
de respuesta a terapias antiangiogenicas. Por ejemplo, en el contexto del cancer de
mama metastasico oseo, el VEGF puede actuar como factor osteolitico en presencia del
Ligando del Receptor Activador para el Factor Nuclear kappa- B (RANKL), promoviendo
la mutacion y la activacion de los osteoclastos. La reduccion de los valores séricos del

VEGF has sido observados en casos de respuesta al tratamiento con bifosfonatos (111).
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2 OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivos

El objetivo de este estudio es valorar la exactitud relativa del nivel de VEGF-C en suero
para evaluar la presencia de metastasis axilares en los ganglios linfaticos en pacientes
con cancer de mama invasivo temprano, y para determinar si los niveles circulantes de
VEGF-C podrian dar informacién adicional para discriminar entre la ausencia y
presencia de metastasis en los ganglios linfaticos en pacientes con cancer de mama

temprano.

2.1.1 Objetivos primarios:

-Establecer si existe correlacion entre los niveles séricos de VEGF-C y la afectacion
tumoral de los ganglios axilares obtenidos mediante BSGC en pacientes con cancer de

mama operable.

-Comprobar si la correlacion permite establecer valores de niveles séricos de corte con
suficiente poder predictivo que pudieran obviar la estadificacion ganglionar de la axila
mediante biopsia selectiva del ganglio centinela y/o linfadenectomia axilar.

2.1.2 Objetivos secundarios:

-Establecer si existe correlaciéon entre los niveles séricos de VEGF-C y la afectacion
tumoral del resto de ganglios axilares obtenidos mediante linfadenectomia en las

pacientes que presentan ganglio centinela positivo.

-Establecer si existe correlacién entre los niveles sérico de VEGF-C y factores clinicos,
histolégicos e inmunohistoquimico de influencia pronostica y predictiva conocida en el

cancer de mama.

-Comprobar si los niveles séricos de VEGF-C pueden formar parte, junto con factores
clinicos e histologicos, de un sistema multifactorial de prediccion de afectacion tumoral
de los ganglios axilares con el fin de crear una herramienta con utilidad clinica para la

seleccidn de pacientes para la realizacion de BSGC y linfadenectomia axilar.
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-Comprobar correlacion en los niveles séricos de VEGF-C vy, la SG y la SLE de las

pacientes.

2.2 Hipotesis

La hipétesis del presente estudio es que existe una correlacion entre niveles elevados
de VEGF-C en suero y el riesgo de afectacion del ganglio centinela en cancer de mama
operable. Dado que la determinacion de VEGF-C en suero es una técnica sencilla,
barata y reproducible, podriamos disponer de un marcador de riesgo de afectacion
ganglionar que, por si sélo o combinado con otros factores clinicos o histolégicos,
permita evitar la realizacién de la estadificacion ganglionar axilar (biopsia selectiva del

ganglio centinela) en pacientes con cancer de mama operable.
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3 METODOLOGIA

3.1 Disefio

Estudio prospectivo en una cohorte de 174 pacientes diagnosticadas por primera vez de
cancer de mama en estadio inicial (estadios | o Il) operables y candidatas a la realizacion
de una biopsia selectiva de ganglio centinela como procedimiento de estadificacion
ganglionar axilar. Las pacientes fueron seleccionadas en la Unidad Funcional de
Patologia Mamaria (UFPM) del Hospital Costa de Sol y, previa firma del consentimiento
informado especifico para el estudio, se extrajo una muestra sanguinea para la
determinacion de los niveles séricos de VEGF-C antes del tratamiento quirdrgico
primario. Una vez registradas las variables clinicas y patologicas a estudiar se realizé
un andalisis estadistico para correlacionar las diferentes variables entre si y se intenté
establecer si los niveles de VEGF-C en suero, por si solos o combinados con otros
factores histopatoldgicos, tenian caracter predictivo para la afectacion metastasica del
ganglio centinela (figura 3.1.)

Se realiz6 ademas la determinacion del factor VEGF-C sérico en una serie de casos en
mujeres sanas destinado a conocer el valor de a media del mismo en este grupo; con

la intencién de poder comparar los resultados con el grupo de estudio.

Esquema del estudio VEGF-C
eEdad mayor de 18 afios.

eDiagnostico de carcinoma de mama temprano segun la 72 edicion del AJCC

Cancer Staging Manual

Diagnostico histopatolégico previo de cancer de mama, obtenido mediante

biopsia con aguja gruesa (BAG) de la tumoracion
-Tamaifio radiolégico del tumor medido por ecografia o
mamografia, menor de 3 cm (si el resultado de la ecografia
produce resultados diferentes a la mamografia, ser4 tomado
el diametro mayor)
-Ausencia de multicentricidad.

-Ausencia de signos clinicos o ecograficos de metéstasis ganglionar

-Ausencia de metastasis a otros niveles.

I

Pre quirdrgico

. Consentimiento informado.

. Historia clinica con tratamientos previos, medicaciones
actuales, signos y sintomas basales.

. Variables clinicas

. Exploracion fisica

. Solicitud de pruebas pre operatorias (hemograma

,coagulograma, radiografia de térax)
. Extraccion de muestra de sangra para VEGF-C

A

Tratamiento quirtrgico y BSGC
Estudio intra operatorio de GC

A Protocolo d e seguimeito
Seguimiento 5 carcinoma de mama
afios temprano

Figura 3.1. Disefio de estudio.
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3.2 Selecciony retirada de los sujetos

3.2.1 Criterios de inclusién
Se consideraron candidatas participar en el estudio a las pacientes diagnosticadas de
carcinoma de mama en las UFPM del Hospital Costa del Sol de Marbella que cumplian

los siguientes criterios:

e Edad mayor de 18 afios.

e Diagnostico de carcinoma de mama temprano segun la 72 edicién del AJCC
Cancer Staging Manual (112)

e Diagnostico histopatolégico previo de cancer de mama, obtenido mediante
biopsia con aguja gruesa (BAG) de la tumoracion, que tuvieran un estadio clinico
inicial y que cumplieran las siguientes recomendaciones e indicaciones para
ofertar la realizacion de BSGC:

-Tamafio radiolégico del tumor medido por ecografia 0 mamografia, menor
de 3 cm (si el resultado de la ecografia produce resultados diferentes a la
mamaografia, seria tomado el diAmetro mayor)

-Ausencia de multicentricidad.

-Ausencia de signos clinicos o ecograficos de metastasis ganglionar axilar.
En caso de duda radiol6gica sobre el estado axilar, seria necesaria la
realizacion de una puncion con aguja fina (PAAF)

-Ausencia de metastasis a otros niveles.

¢ Analitica sanguinea y radiografia de térax negativa.

e Conocimiento previo de los objetivos del estudio y firma de consentimiento

informado antes de la extraccion de la muestra sanguinea.

e Tanto la biopsia previa, como los procedimientos quirdrgicos (cirugia del
primario, BSGC y posterior linfadenectomia si es necesaria) debian llevarse a
cabo en el mismo hospital donde se llevo a cabo el estudio de investigacion
(Hospital Costa de Sol)

3.2.2 Criterios de exclusion

e Carcinoma de mama previo o contralateral metacroénico.
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e Antecedentes de alergia que contra indique la BSGC

¢ Historia de cualquier neoplasia diferente de carcinoma de piel no
melanoma.

o Enfermedad intercurrente que impida la participacién en el estudio
Imposibilidad de comprender el alcance de estudio y prestar
consentimiento informado o seguir las instrucciones que se den al

paciente

3.2.3 Criterios de retirada de un sujeto

¢ Imposibilidad de deteccién del ganglio centinela
Los sujetos retirados del estudio fueron reemplazados mediante el
reclutamiento de nuevos sujetos hasta completar el tamafio muestral.

No fue necesario el seguimiento de los sujetos retirados del estudio.

3.2.4 Criterios previstos para la retirada de los sujetos del estudio

De acuerdo con la Declaracion de Helsinki, los pacientes mantuvieron su derecho a
retirarse del estudio en cualquier momento y por cualquier motivo, pudiéndolo expresar

personalmente o a través de su representante.

3.3 Determinacion del tamafio muestral

El tamafio de la muestra para evaluar la prueba diagndstica (nivel sérico de VEGF-C),
se predeterminé para una prevalencia esperada de afectacién tumoral de los ganglios
axilares del 25%, con una precision absoluta del 3%, y un nivel de confianza del 95%,
con una especificidad esperada del 95%, se necesitaron reclutar a 170 pacientes con

cancer de mama operable, fijandose el tamafio minimo muestral en 174 pacientes.

3.4 Protocolo del estudio

Las pacientes seleccionadas en la UFPM como candidatas potenciales a participar en
el estudio fueron citadas en Consulta Externa de Unidad de Mama o de Oncologia
Médica para ser informadas de su diagnéstico, alternativas de tratamiento y de la

naturalezay objetivo de presente estudio. En dicha consulta se obtuvo el consentimiento
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informado, se extrajo la muestra sanguinea necesaria y se recabaron las variables

clinicas prequirdrgicas.

Antes de 30 dias (contados desde la fecha de la obtencién del diagndstico histologico
inicial) la paciente fue sometida a la cirugia de la lesiébn primaria (tumorectomia,
cuadrantectomia, mastectomia) y realizacion de BSGC con la localizacion del ganglio
centinela mediante técnica doble con rastreo isotopico solo o acompafiado de colorante
vital. En aquellos casos donde la técnica no fue efectiva la paciente no pudo seguir en

el estudio.

3.4.1 Descripcion de los procedimientos del estudio

3.4.1.1 Toma de muestra de sangre
Luego de la obtencion de consentimiento informado se tomaron dos muestras de cada

paciente que contenian 10 ml cada una de sangre periférica, la cual fue procesada

dentro de las dos horas de la muestra. De cada muestra, se obtuvo el suero y plasma.

3.4.1.2 Técnica del mapeo linfatico
Preparacion del paciente: Ninguna

Radio farmaco, dosis y técnica de administracion

e Radio farmaco: Tc99m nanocoloide
¢ Via de administracién peri tumoral /peri areolar el dia previo a la intervencién
quirurgica
e Dosis: 5-8mCi en un volumen de 4-5 mL.
Gammacamara:
e Colimador: baja energia, alta resolucion, orificios paralelos (LEHR).
e Ventana del is6topo: 20%, centrada en 140 KeV.
e Matriz 128*128.
Protocolo de adquisicién
e Posicion del paciente: decubito supino. En el estudio del territorio axilar se coloca
al paciente de la manera mas adecuada a criterio médico / técnico.
e Modo: estético.
e Se dejo constancia de los siguientes datos: territorio de drenaje linfatico,
presencia y numero de ganglios centinelas.
Proyeccion y tiempo de exploracion

e Exploracion a las 3-24 horas tras la administracion del trazador.
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e Proyecciones AP y laterales. Proyecciones adicionales en caso preciso.

Otras maniobras

e Para una mas facil localizacion del ganglio hipercaptante o centinela, se
marcaron los contornos corporales con un lapiz de Co57, una fuente de Tc99m.

e Marcaje cutaneo con un rotulador en la localizacion aproximada del o de los
ganglios centinelas.

e Utilizaciéon de placas de plomo para atenuar el punto de inyeccion del trazador.

Es importante resaltar que el cirujano realizé una exploracién de la zona axilar, pues en
caso de adenopatias sospechosas que no capten el trazador, debian de extirparse y
analizarse, pues existe siempre la posibilidad de bloqueo linfatico por infiltracién tumoral
(34).

3.4.1.3 Técnica de la Biopsia (Giuliano) y vaciamiento axilar
posterior

Tras la induccién con anestesia general, se inyectd el colorante vital (isosulfan blue dye)
con una aguja 25 G dentro de la masa tumoral y en el parénquima mamario alrededor
de la misma o preferentemente en forma peri areolar en 4 puntos. El volumen de
inyeccion fue de 3a 5 ml.

También era aconsejable inyectar el azul (metileno o isosulfan) una vez que la paciente

esté intubada, por si existe una reaccién alérgica (poco habitual por otro lado).

Si el tumor primario habia sido resecado, se podia optar por inyectar el colorante vital
en las paredes de la cavidad y/o en el parénquima mamario circundante en varios puntos
a lo largo de la incision.

El intervalo entre la inyeccion del colorante y la incision axilar fue de 5 minutos (con un
maximo de 20 minutos). Estaba permitido masajear la zona de inyeccion por 5 a 10
minutos.

Se realizé una incision transversal de 2 cm, justo debajo de la linea del vello axilar.
También pudo ponerse en practica la técnica de Cox: ubicar el pectoral mayor, el dorsal
ancho, trazar una linea transversal a 1 cm por debajo del borde inferior de la linea del
vello axilar y otra que desciende de la parte media de la axila. En la union de esta con
la transversal y en un circulo de aproximadamente 5 cm, es posible encontrar el ganglio
centinela en un 90% a un 94% de los casos, lugar que corresponde al grupo toracico

inferior. Otro reparo que ubicar fue la rama lateral del 3 nervio intercostal.
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El lugar a realizar la incision en piel pudo también elegirse usando la sonda de mano
(gamma probe) o ser previamente marcado durante la linfografia radioisotopica.(11)
Se realiz6é una diseccion roma hasta encontrar un colector linfatico o un ganglio tefiido
de azul. El colector linfatico fue disecado hasta encontrar el primer ganglio axilar de
drenaje. Si fue posible el trayecto del colector era seguido préximamente hasta la cola
de la mama para asegurar que el ganglio aislado sea el primero de drenaje, el ganglio
centinela.

Este ganglio fue resecado con un anillo de tejido circundante, y enviado para examen
anatomopatolégico, previo lavado con suero.

La diferencia entre las cuentas radioactivas del lecho quirdrgico y del ganglio debian ser
como maximo del 10% de las cuentas de este ultimo.

Para pacientes sometidos a un tratamiento conservador y/o una mastectomia, y en caso
de BSGC positiva, se realizé un vaciamiento axilar del | y Il nivel o radical a eleccion del

cirujano.

3.4.1.4 Definicion de Ganglio Centinelay de Falso Negativo.

El nimero de ganglios centinelas pudieron ser uno o mas. Segun Norton y Cochran el
GC es el que primero recibe el drenaje axilar. Sin embargo, muchas definiciones se
ajustan a la de GC:

1. El ganglio que recibe el drenaje directo del tumor primario.
El ganglio mas cercano al tumor primario.
El ganglio con mayor conteo radioactivo.
El primer ganglio mostrado por la linfografia radioisotdpica.
El ganglio radioactivo.

El ganglio que muestra un contero mayor que el lecho quirurgico.

N o o bk~ w D

El ganglio “azul”.

3.4.1.5 Estudio intra operatorio
El estudio histoldgico intraoperatorio del ganglio centinela se realizé segun el siguiente

protocolo:

Los GC se hiseccionaron a lo largo de su eje mayor, y ambos restos se incluyeron en
parafina para el andlisis histologico posterior. Los ganglios linfaticos menores de 5 mm
fueron incorporados sin seccionar. Se realizaron treinta pares de secciones adyacentes,
de 4 micras de espesor, a intervalos de 50 micras. Si se tuviera aun tejido residual, se

realizaron pares adicionales de secciones cortadas a intervalos de 100 micras hasta que
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el ganglio linfatico se seccion6 por completo. Una seccién de cada par se tifio con
hematoxilina y eosina (H & E).

Los pares de secciones incluidas en parafina se contaron a intervalos de 50 y 100 micras
y se tifleron como anteriormente se ha descripto. Los depésitos metastasicos se
midieron segun los tres ejes, y se registro el tamafio mas grande encontrado. El tamafio
de los depositos metastasicos en el plano de las secciones de tejido se medio
histologicamente con un micrémetro ocular, y se calculd el espesor de acuerdo con el
namero de secciones contiguas implicadas y al intervalo de corte entre ellos. Para evitar
subestimacion del espesor de las metastasis, se incluyeron también los intervalos de
corte inmediatamente anteriores a la primera y el siguiente las Ultimas secciones
involucradas. El tamafio mas grande registrado corresponde con el didmetro maximo en
el plano de la seccion o al espesor de los focos metastasicos (lo que sea de mayor
tamafio.

Si se identificaron multiples pero distintas (es decir, separadas por secciones de tejido
no afectadas) metastasis en el mismo GC, el tamafio de la metastasis méas grande es el
gue fue registrado.

Desde la introduccion del método One Step Nucleic Amplification (OSNA)(113) , el
ganglio linfatico se homogeneiz6 durante el estudio usando una técnica molecular. El
estudio se realiz6 mediante un analisis molecular que implica la amplificacién en una
sola etapa del 4cido nucleico mRNA de los ganglios que expresaban citoqueratina-19

(Sysmex®).

Los bloques de tejido congelado usados en la biopsia intraoperatoria (identificados con
un namero de orden) asi como el tejido ganglionar desechado para el estudio
intraoperatorio en congelacion, fueron fijados en formol e incluidos en parafina para la
realizacion del estudio definitivo (en casos en los cuales no fue osado el método OSNA),
en el que se procedié de la siguiente manera:

Cuando elllos ganglios centinelas fueron intraoperatoriamente positivos para
metastasis, se procedio a la realizacion de linfadenectomia axilar reglada con extraccion
de los ganglios axilares de los dos primeros niveles. lgualmente fue necesaria la
realizacién de linfadenectomia en un segundo tiempo quirargico, en aquellos casos en
gue el estudio histoldgico diferido de los ganglios centinelas demostré la afectacion a
ese nivel (macroscépica o microscopica 0,2 mm-2 mm). Por el contrario, en aquellos
casos con BGC negativa (no afectacion macroscoépica o microscopica de ninguno de los
ganglios centinelas extraidos), se dio por finalizado el estudio de los ganglios axilares

restantes.
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El resto de las variables clinicas e histologicas necesarias para completar el estudio de
cada paciente se obtuvieron del resultado definitivo histologico de las piezas quirdrgicas
y se incorporaron a la base de datos en la consulta de Oncologia Médica (cuaderno de

recogida de datos.

3.4.1.6 Determinacién de los niveles de VEGF-C en suero

Para la determinacién de los niveles séricos de VEGF-C se utiliz6 el ensayo comercial
VEGF-C de QUANTIKINE (R&D) que es un inmunoensayo tipo sandwich que utiliza un
anticuerpo monoclonal especifico para VEGF-C.

Los detalles del manejo de las muestras y de la realizacién del inmunoensayo se

muestran en el ANEXO I. Todas las determinaciones se hicieron por duplicado.

3.4.1.7 Determinacion de otras variables

Ki67

- Se realiz6 una tincién inmunohistoquimica y se valord, usando el microscopio de luz,
en forma cuantitativa y visual la proporcién de las células malignas con tincién positiva
para el antigeno nuclear Ki-67 .

- Los valores de Ki67 se adquirieron como el porcentaje de células malignas marcadas
positivamente utilizando el MIB1 (anticuerpo monoclonal Ki-67 antihumano) el cual es
uno de los anticuerpos mas comunmente utilizados y considerado como el " estandar
de oro".

- La puntuacién de porcentaje de Ki67 se define como el porcentaje de células tumorales
tefiidas positivamente entre el numero total de células malignas evaluadas. La
positividad es de interés independiente de la intensidad de la coloracion.

- De acuerdo con la experiencia de diferentes pat6logos, se definié el punto de corte de
14%, asi como de acuerdo las recomendaciones nacionales e internacionales en la
actualidad.

- Se analiz6 la muestra completa y se comprobd la inmunotincion de los nacleos de las
células tumorales. La puntuacion se llevo a cabo teniendo en cuenta la seccion del tumor
en su conjunto y no solo la los puntos calientes de la carcinoma o a las partes positivas
mas evidentes dentro del segmento invasor o el frente de la zona necrosis. En resumen,
el indice Ki67 es el porcentaje de células con inmunotincion nuclear Ki-67-positivas
(114).
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Invasién linfovascular
- Se utilizaron los criterios Rosen (114)

3.5 Variables a estudio

3.1.1. Variable principal (DEPENDIENTE): Afectacion del Ganglio Centinela
(SI/NO)

3.1.2. Variables secundarias (INDEPENDIENTES):

3.1.2.1. Variables clinicas:

Edad, estado menstrual (pre o postmenopdusica), tamafio tumoral clinico, tamafio

tumoral radioldgico, fecha de la ultima menstruacion, fecha de extraccion de la muestra

sanguinea para determinar VEGF-C, fecha de la cirugia primaria.

3.1.2.2. Variables analiticas (variable a estudio):
Niveles séricos de VEGF-C mediante inmunoensayo medidos en pg/ml.

Variables histolégicas y/o inmunohistoquimicas:

Tipo histolégico, grado de diferenciacion tumoral, tamafio tumoral patolégico, presencia
de invasion linfatica intra/peritumoral, presencia de invasién vascular intra/peritumoral,
receptores de estrégeno, receptores de progesterona, expresion del receptor Her-2-Neu
(mediante herceptest y FISH), n® de ganglios centinelas extraidos, nimero de ganglios
centinelas afectados, tipo de afectacion del ganglio centinela (macro o microscopica,
tamafio de la afectacidbn microscépica del ganglio centinela (en caso de existir),
realizacion de linfadenectomia axilar (si/no), nimero de ganglios extraidos en la
linfadenectomia axilar, nUmero de ganglios afectados en la linfadenectomia axilar,
presencia de afectacion extracapsular en los ganglios extraidos en la linfadenectomia
axilar (si/no). Recidiva (si/no), tipo de recidiva (local, regional, metastasica), fecha de la
recidiva, fecha de ultimo seguimiento, estado (viva/muerta) en la fecha de dltimo

seguimiento, muerte (si/no), fecha de la muerte.

3.6 Recogiday analisis de los datos

La recogida de las variables clinicas se realiz6 en la visita de entrada al estudio y las
variables histoldgicas se recogieron en la visita posterior al tratamiento quirdrgico
primario. Los datos referentes a los niveles de VEGF-C se recogieron cuando se realizo
el inmunoensayo (en cada Kit de inmunoensayo se pueden analizar unos 39 casos).
Una vez finalizada la determinacion de VEGF-C en el Ultimo grupo de pacientes se
procedi6 al analisis de los datos segun la siguiente metodologia estadistica:

- En el andlisis descriptivo de las variables contempladas en el estudio, se calcularon
como estadisticos de tendencia central la media y la mediana, y de dispersion la
desviacion estandar para las variables cuantitativas. En las variables cualitativas se

calcularon las frecuencias absolutas y relativas de cada categoria.
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- En el andlisis bivariado, se tom6 como variable principal la afectacion del ganglio
centinela para la comparaciéon de subgrupos, para las variables continuas se utilizé la t-
Student para muestras independientes (en el caso de n>30 y distribucion simétrica) y el
test de la U de Mann-Whitney (en caso contrario), y en cuanto a las variables cualitativas
0 categéricas se utilizé el test de la Chi-Cuadrado, o de Fisher, en su caso, para las
cualitativas. El nivel de significacion estadistica se establecié en p<0.05 y, para las
variables con magnitud de la asociacién clinicamente significativas, en p<0.10).

- Andlisis multivariante Regresion Logistica Maltiple (RLM): Se realizaron modelos de
RLM por pasos (step by step), tomando como variable resultado/dependiente la
presencia o ausencia de afectaciéon del Ganglio Centinela con objeto de mejorar la
predictividad en la elaboracion de las Curvas ROC. En un primer paso se forzo la
inclusion del Nivel Sérico VEGF-C. En un segundo paso, se incluyeron en el modelo
aquellas variables de ajuste/independiente que mostraron relacion en el analisis
bivariado con la variable dependiente o que, aunque no alcanzaron el nivel de
significacion, fueron clinicamente relevantes (criterio de entrada de nuevas variables,
nivel de significaciébn segun p< 0.1). Se presentaron los Odds Ratio junto con sus
Intervalos de Confianza al 95% (IC95%).

- Andlisis multivariante ROC: se elaboraron curvas ROC (Receiver Operating
Characteristics) con objeto de evaluar la capacidad diagnéstica de los modelos
obtenidos a partir de las RLM anteriormente comentadas. Se presentaron junto al grafico
de la Curva ROC, y el valor del Area Bajo la Curva con correspondientes IC95%, los
puntos de corte de sensibilidad y especificad por deciles, y los valores predictivos
negativos y positivos. El analisis de los datos se realiz6 mediante el paquete estadistico
SPSS/PC version 12.0.

Para el andlisis de los diferentes factores de riesgo para recaida se utilizaron test no
paramétricos (prueba de Mann-Whitney)

Para el andlisis de SLE se utilizé el test de Regresién de Cox multivariante por pasos -

usando valores de VEFG-C corregidos (cociente 1k).

3.7 Tablacronoldgica del estudio
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Tabla 3.I. Cronologia del estudio

Procedimiento Seleccion Visita | Visita2 | Seguimiento Visita Fin de estudio (fin de
Pre 1 (Dia semestral seguimiento)
quirdrgico (Dia1) 15)
Consentimiento informado X
Historia clinica X X X X X
Exploracion fisica X X X X X
Hemograma, coagulograma, RxTx X

Extraccion de sangre para VEGF-
v

Mamografia X X

Otras (de acuerdo al estadio final) X

3.8 Procedimientos por visitas

3.8.1 Visita de seleccion (prequirdrgico)
Se llevaron a cabo los siguientes procedimientos dentro de los 30 dias previos a la
realizacion de la cirugia, cumpliendo con los criterios de calidad del Proceso Asistencial

Integrado del Cancer de Mama de la Junta de Andalucia:

¢ Consentimiento informado.

e Historia clinica con tratamientos previos, medicaciones actuales, signos y
sintomas basales.

e Variables clinicas

o Exploracion fisica

e Solicitud de pruebas preoperatorias (hemograma, coagulograma, radiografia de
térax)

e Extraccion de muestra de sangra para VEGF-C

Antes de la inclusién de un paciente se le explicd con detalle la naturaleza del estudio,
asi como los riesgos y beneficios potenciales asociados al ensayo. Los pacientes

firmaron el Consentimiento Informado o en su defecto su tutor legal (ANEXO II)

Aquellos pacientes que cumplieron de forma satisfactoria todos los criterios de inclusién

fueron incluidos en el estudio

Los fallos en la seleccion se definieron como aquellos sujetos que han firmado el
consentimiento informado especifico del protocolo, pero resultaron no elegibles o se

retiraron voluntariamente del estudio. Estos sujetos se consideraron no reclutados.
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Visita 1 (Dia 1): Hospitalizacién:

- Tratamiento quirurgico y BSGC
- Estudio intraoperatorio de GC

Visita 2 (Dia 15): Oncologia médica

- Resultado anatomia patoldgica definitivo
- Recoleccion de variables analiticas y patolégicas
- Compilacién de cuaderno de recogida de datos (base de datos del estudio)

Visitas de seguimiento.
Seguimiento por protocolo de cancer de mama temprano: semestral.

Se realizaron las siguientes evaluaciones en la visita de seguimiento: Anamnesis
dirigida, exploracion clinica, mamografia anual. Estudio radiolégico de la mama operada
(mamografia) a los 6 meses del fin de radioterapia complementaria en caso de cirugia
conservadora. Otras exploraciones dirigidas segun la sintomatologia y/o exploracion

fisica.

3.9 Limitaciones del estudio

La principal limitacion de este estudio proviene del escaso conocimiento biolégico que
existe acerca del proceso de linfangiogénesis y diseminacion linfatica tumoral. VEGF-C
podria ser un eslabén final en la cadena de activacion de la diseminacién linfatica de la
enfermedad, que se active por la expresion de otros factores mas importantes que hoy
dia no son bien conocidos. Ya se sabe que la expresién local de ciclooxigenasa 2 en
cancer de mama y heparinasa en cancer de cabezay cuello, activan la linfangiogénesis

a través de la producciéon de VEGF-C en el tumor.

Por otro lado, debido a la ausencia de datos acerca del papel de los niveles séricos de
VEGF-C como factor pronéstico o predictivo en cancer de mama, podia ocurrir que el
papel bioldgico real de este factor linfangiogénesis en la progresion del cancer de mama,
sea menos importante de lo esperado y no tuviera valor predictivo para la afectacién

axilar.

También se sabe que muchos factores biolégicos con poder prondstico o predictivo

pierden su valor cuando se realiza un analisis multivariado en el que se incluyen los
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factores clinicos e histologicos clasicos. No se podia descartar que los niveles de VEGF-
C estuvieran fuertemente relacionados con otros factores predictivos y perdieran su

papel en el andlisis multivariado.

A pesar de estas limitaciones potenciales, este estudio fue pertinente por lo siguiente:

1°.- El conocimiento actual de la biologia de la linfangiogénesis tumoral ha establecido

a VEGF-C como su activador mas potente.

2°.- La expresion tumoral de VEGF-C esté relacionada con el riesgo de metastasis
ganglionares axilares en cancer de mama operable y los datos disponibles del papel
predictivo de los niveles sérico de VEGF-C sobre la diseminacion ganglionar en cancer
de pulmén recomiendan la realizacion de un estudio exploratorio en cancer de mama.
Sobre todo, cuando es el cancer de mama una neoplasia prevalente en la que podria
evitarse un procedimiento quirargico (BSGC y/o LA) que no tiene papel terapéutico y

gue consume importantes recursos sanitarios.

3.10 Cronograma (tabla 3.11.)

El estudio se realiz6 en el Hospital Costa del Sol de Marbella en base al plan de trabajo
que se especifica mas abajo. El periodo de realizacion del estudio fue de 2 afios.
Durante los primeros 21 meses se llevaron a cabo las etapas 1 a 4. Estas etapas se
solaparon ya que el reclutamiento de los casos fue prospectivo y no se requirié
seguimiento posterior al tratamiento quirtrgico de las pacientes mas que el determinado
por el proceso asistencial integrado.

Sin embargo, dado el largo periodo de seguimiento, se pudieron obtener datos de
recaida de las pacientes.

Los ultimos 3 meses se dedicaron al analisis e interpretacion de los datos y a la

redaccion del informe final de conclusiones.

Primera Etapa: Seleccion de las pacientes.

Tuvo lugar en las sesiones semanales de las Unidad Funcional de Patologia Mamaria
(UFPM). Fue el comité multidisciplinario el que seleccioné a las pacientes candidatas en
base a los criterios de inclusion establecidos. La persona encargada de redactar el acta
del comité tom6 nota del caso o los casos clinicos comentados como posibles

candidatos a entrar en el estudio y dejo esta decisién por escrito.
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Segunda Etapa (visita 1): Inclusién en el estudio y obtencion del consentimiento
informado y extraccién de la muestra.

Se llevé a cabo en la consulta externa de UFPM o de Oncologia Médica. Se solicito el
consentimiento, una vez explicada su finalidad, para la inclusion en el estudio, asi como
para la realizacién de la técnica quirdrgica incluyendo la realizacién de la BSGC. Tras
obtener el consentimiento, se constataron los datos personales (filiacion) y los datos
clinico-histolégicos iniciales en la base de datos del estudio.

Fue en esta visita cuando se extrajo la muestra sanguinea para la determinacién de

VEGF-C que se manejo segun lo estipulado en el ANEXO I.

Tercera etapa (visita 2): Intervencién quirdrgica y obtencion del resultado
histopatoldgico definitivo.

En los plazos previstos tuvo lugar el tratamiento quirdrgico de la paciente que incluyé la
BSGC por los equipos habituales. El estudio histopatoldgico se realizé de manera
estandarizada por el servicio de Anatomia Patolégica. El tipo final de intervencion sobre
la axila (BSGC exclusiva o0 BSGC + LA) vy los datos histopatologicos definitivos se

apuntaron en la base de datos del estudio, en el periodo posquirdrgico inmediato.

Cuarta etapa: Determinacion de los niveles séricos de VEGF-C mediante
inmunoensayo segun las especificaciones del ANEXO .

Esta fase se realiz6 en el Area de Biotecnologia del Hospital Costa del Sol.

Quinta etapa: Andlisis definitivo de todas las variables incluidas en la base de datos,
valoracion de resultados y extraccion de conclusiones.

Todas las variables que analizar estuvieron disponibles, como méximo, a los 2 meses
de la inclusién de la udltima paciente. Aunque no fue necesario un seguimiento
prolongado para los objetivos del estudio, todas las pacientes fueron seguidas, al
menos, durante 5 afios, lo cual permiti6 el analisis de la supervivencia libre de

enfermedad/recidiva.
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Tabla 3.1l. Etapas de estudio

Meses

Etapas

10

11

12

13

14

15

16

Seleccidn de las pacientes.

Andlisis definitivo de todas las variables
incluidas en la base de datos

redaccion del trabajo
Publicacién de los datos sin seguimiento
Publicacién de datos con seguimiento

3.11 Valoracién de la eficacia

3.11.1 Determinaciones de laboratorio

Las pruebas de laboratorios se realizaron todas en el Area de Biotecnologia del Hospital
Costa de Sol

Los resultados de todas las pruebas de laboratorio exigidas por este protocolo fueron
registrados en la base de datos del estudio (CRD).

Si las unidades del resultado de una prueba difieren de las impresas en el CRD, los

valores de laboratorios registrados especificaron las unidades correctas.
Todas las determinaciones de laboratorio incluyeron las siguientes pruebas:

Hemograma

Coagulograma

Glucemia

Creatinina

Urea

Test de gestacion (si procedia)
Perfil hepético

3.12 Evaluaciones de seguridad
Se tuvieron en cuenta la seguridad del paciente en todo momento.

La seguridad y tolerancia a uso del colorante vital se cuantific6 en funcién de la
incidencia de acontecimientos adversos.

Se realiz6 el listado de verificacion quirargica en el 100% de las intervenciones.
3.13 Exploracion fisica, constantes vitales

Durante la visita 1 se realiz6 la exploracion clinica que incluyo la palpacibn mamaria y

de las estaciones ganglionares. El didmetro tumoral se medi6 con regla o calibre.
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En cara visita de seguimiento se realizé una exploracibn mamaria y fisica completa

destinada a la busqueda de recidivas loco-regionales o a distancia.

3.14 Otras pruebas complementarias
Se realiz6 una radiografia de térax al ingreso de la paciente al estudio.

Mamografia anual en seguimiento.

3.15 Incidencia de acontecimientos adversos
Se decidié documentar y se notificar a la Unidad de Calidad a través de la herramienta

“‘mistake” cualquier acontecimiento que cumpliera los criterios y definiciones de
acontecimiento adverso (AA) o de acontecimiento adverso grave (AAG) segun se
establece en el presente protocolo.

Acontecimiento_adverso (AA) es cualquier incidencia perjudicial para la salud en un

paciente o sujeto de ensayo clinico tratado con un medicamento, aunque no tenga

necesariamente relacion causal con dicho tratamiento.

Reaccion adversa (RA) es toda reaccion nociva y no intencionada a un medicamento

usado en la investigacion, independientemente de la dosis administrada.

Acontecimiento _adverso grave (AAG) es cualquier acontecimiento adverso que, a

cualquier dosis, produzca la muerte, amenace la vida del sujeto, haga necesaria la
hospitalizacion o la prolongacion de ésta, produzca invalidez o incapacidad permanente
o importante, o dé lugar a una anomalia o malformacion congénita. A efectos de su
notificacion, se trataron también como graves aquellas sospechas de acontecimiento
adverso que se consideraron importantes desde el punto de vista médico, aunque no

cumplieran los criterios anteriores.

3.15.1 Etica

3.15.2 Comité Etico (CEl local) y Autoridades
El estudio se llevé a cabo de acuerdo con los principios que emanan de la Declaracién
de Helsinki, y segun la normativa legal vigente (Real Decreto 223/2004), y cont6 con la

aprobacién del CEI del Hospital Costa del Sol.

3.15.3 Consentimiento informado

La paciente otorgé su consentimiento antes de ser admitida en el estudio clinico. El
médico explicé la naturaleza, propésitos y posibles consecuencias del ensayo clinico,
de una manera comprensible al paciente. La informacion proporcionada por el médico

fue también registrada.

pag. 57



El sujeto del estudio otorgd su consentimiento firmando el modelo correspondiente. A

este fin cada consentimiento llevo la firma del investigador y del paciente.

En el Anexo Il se adjunta una copia del modelo de consentimiento informado.

3.15.4 Confidencialidad
Se dio estricto cumplimiento a los contenidos en la Ley Orgénica de proteccion de datos

(15/1999)
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4 RESULTADOS

4.1 Analisis descriptivo

Finamente fueron incluidas en el periodo de estudio septiembre 2009 a enero 2013 un

total de 174 pacientes. 7 pacientes (4%) no fueron sometidas a la BSGC debido a

problemas asociados con la técnica (no migracion de trazador e imposibilidad de

identificacién del GC durante la intervencién; recibiendo una LA asociada al tratamiento

de tumor primario en la mama.

La edad media de las pacientes incluidas en el estudio fue de 57 afios (32-79 afios).

Més de la mitad de las pacientes eran post menopausicas en el momento del diagnéstico

(66.1%), el tipo histolégico més frecuente fue el carcinoma ductal infiltrante (78.7%)

La mayoria de los pacientes presentaban tumores considerados de buen prondstico:

diametro tumoral menor de 2 cm y no LVSI, grado histolégico | — Il y presencia de

receptores hormonales positivos.

En el 64.7% de los pacientes el factor Ki 67 fue mayor del 14% (Tabla 4.1)

Tabla 4.1. Caracteristicas de la muestra.

Caracteristicas de la muestra
Mean
Edad 57 afios 32-79
N (174) | (% valido)
Estado manopausal
Post menopadusicas 115 (66.1)
Pre menopadusicas 59 (33.9)
Tipo Histologico
- Ductal 137 (78.7)
Lobular 12 (6.9)
- Otro 25 (14.4)
TNM T
- Tmic 3 (0.7)
Tla 10 (3.5)
Tlb 35 (19.9)
Tic 95 (58.2)
-T2 30 17.7)
Grado histolégico
- Grado | 48 (27.9)
Grado Il 66 (38.4)
Grado Il 58 (33.7)
- Desconocido 2
LVSI
- Sl 43 (24.9)
No 130 (75.1)
- Desconocido 1
Ki-67
- 13% o menor 59 (35.3)
Mayor de 13% 108 (64.7)
Desconocido 6
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Receptores estrogénicos
- RE positivos 96 (80.9)
RE negativos 33 (19.1)
Desconocidos 1
HER2
- Positivo 24 (14)
Negativo 147 (86)
- Desconocido 3
GC positivo
- sl 64 (38.3)
No 103 (61.7)
Linfadenectomia axilar
Si 46 (26.4)
No 128 (73.6)

De las pacientes que fueron sometidas a BSGC, 63 pacientes (38,4%) presentaron uno
o mas GC comprometidos por la enfermedad (55% macrometastasicos, 28%
micrometastasicos y 17% células tumorales aisladas) De media fueron recuperados 2
GC (rango inter cuartilico = 1)

De las 46 pacientes que fueron sometidos a LA, 39 presentaban un GC positivo. La
media de ganglios linfaticos extraidos durante la linfadenectomia fue de 16.5 (rango
intercuartilico = 11), con una media de 3.39 ganglios linfaticos comprometidos.

Se observé la presencia de NoGC positivos en 13 pacientes que fueron sometidas a LA
y tenian previamente un GC positivo (34,3%). 12,5% de las pacientes presentaban

ademas una invasion linfatica ganglionar extracapsular.

Los niveles séricos de VEFG-C mostraron una distribuciébn normal, con un valor de
media de 6561.5 pg/ml (rango intercuartilico = 2121.3 pg/ml). No existieron diferencias
significativas entre los niveles séricos de VEGF-C en mujeres sanas y aquellos
encontrados en mujeres con cancer de mama (media = 6125 pg/ml; rango intercuartilico
1907; p = 0.288) (Tabla 4.11.)

Tabla 4.11. Valores séricos de VEGF-C en mujeres sanas

Edad VEGF-C
N Validos 21 21
Perdidos 0 0
Media 41,38 6293,90
Mediana 41,00 6125,00
Desv. tip. 13,257 1576,752
Minimo 24 3144
Maximo 70 9145
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Percentiles 25 30,00 5320,00

75 48,00 7227,50

4.2 Andlisis bivariado / multivariable

El andlisis bivariado mostr6 que el estado de compromiso del GC estuvo
significativamente asociado con el tamafio tumoral determinado mediante ecografia
(p=0.017), con el tamafio final luego del estudio histopatolégico (p=0.001), con el grado
histologico (p=0.004) y con la presencia de LVSI (p<0.001) (Tabla 4.1II).

Tabla 4.1ll. Andlisis Descriptivo y bivariado segmentando la poblacion segun el
compromiso del GC.

Estado del GC
Total - —
Negativo Positivo
n % n= 104 % n= 63 % P
Edad
Media (DE) 56.3 11.7 56.5 11.6 56.1 11.4 0.831
Tamafio tumoral patolégico
Media (DE) 15.3 7.5 14.2 6.4 171 8.8 0.017
Grado Histologico
Grado | 46 27.9 38 36.9 8 12.9
Grado |l 63 38.2 34 33.0 29 46.8 0.004
Grado Il 56 33.9 30 30.1 26 40.3
LVSI
Nq 126 75,9 92 89.3 34 54.0 <0.001
Si 40 24,1 11 10.7 29 46.0
Plaquetas
Media (IC)| 248000 64000 241500 62000 259000 73000 0,025
KI-67
Media (DE) 224 16.0 22.1 17.7 23.0 12.9 0.725
Receptor estrogeno
Negativo 32 19.3 22 214 10 15.9 0.505
Positivo 134 80.7 81 78.6 53 84.1
HER2 sobre expresion
Negativo 141 86 91 89.2 50 80.6 0193
Positivo 23 14 11 10.8 12 194
VEGF-C
Mediana (RI) 6565 2241 6562 2192 6565 2259 0.626

RI = rango intercuartilico, DE = desviacién estandar

No se observaron otras asociaciones significativas con otras variables como: edad, el
estado menopausico, la presencia de expresion de receptores hormonales, la

sobreexpresion del Her 2 Neu, el subtipo histoldgico o el Ki 67.

Sin embargo, si se ha encontrado una asociacién significativa entre la presencia de

compromiso del GC y el nimero total de plaquetas (p=0.025).
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No existi6 una correlacion significativa entre los niveles séricos de VEGF-C y el
compromiso del GC (p=0.626) (Figura 4.1.) Es mas, la media de los niveles séricos de
VEGF-C de los pacientes con compromiso del GC fue ligeramente menor de aquellos

sin él.

12,507

10,007
—

VEGF-C corregido (cociente 1000

AFECTACION GG CC

Figura 4.1. niveles séricos de VEGF-C y el compromiso del GC

Tampoco hubo asociacion entre los niveles de VEGF-C y el nimero de ganglio linfaticos
axilares afectados (p=0.146), o entre los niveles séricos de VEGF-C y la presencia de
ganglios axilares comprometidos en la linfadenectomia luego de la presencia de la GC
positivo (No GC).

Los niveles séricos de VEGF-C no se asociaron con ninguna de las restantes variables
clinicas o patoldgicas. Sin embargo, si hubo una asociacion entre los niveles séricos de
VEGF-C y el nimero total de plaquetas (p=0.037, r=0.158).

En el analisis de regresion logistica multivariante, solo el diametro tumoral (OR: 0,96,
IC95%: 0,94-0,98; p<0,001) y la presencia de LVSI (OR: 5,35, 1C95%: 2,39-11,97;
p<0.001) permanecieron estadisticamente significativos como predictores

independientes de la afectacion metastésica del GC.

4.3 Analisis de la supervivencia
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Dado los valores séricos de VEGF-C (mediana 6561,5) se ha decidido para facilitar tanto

el andlisis como la exposicidn de resultados usar un cociente de 1000 para el tratamiento
de estos (Figura 4.2, Tabla 4.1V.)

Histograma

40

309

Frecuencia
[ %]
1

/

_———

poes

Media =6736,34

N=174

T
2500,00

T
5000,00

1
7500,00 10000,00 12500,00
VEGF-C corregido

Figura 4.2. Distribucion de valores séricos de VEGF-C

Tabla 4.1V. VEGF-C corregido (cociente 1000)

N Validos 174

Perdidos 0
Media 6,7363
Mediana 6,5615
Desv. tip. 1,75502
Minimo 2,87
Méaximo 13,01
Percentiles 25 5,6194

75 7,7438

Desviacian tipica =1755,
018

De los 174 casos incluidos en el estudio, 3 casos se consideraron perdidos a efectos de

seguimiento.

El tiempo hasta la recaida o hasta el Ultimo seguimiento tuvo una mediana de 51 meses

(media de 49 meses), con una maxima de 80 meses (percentil 25: 42 mes, percentil 75:

62 meses) (Figura 4.3.) Durante este periodo de seguimiento se observaron 16

recaidas.
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Figura 4.3. Tiempo hasta recaida.
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Se obtuvieron las medianas de los valores séricos de VEGF-C tanto del grupo de
pacientes que presentaron una recaida como de aquellas que no la habia sufrido. (Tabla

4.V.)

Tabla 4.V. Frecuencias y distribucion de los valores séricos de VEGF-C en paciente con

y sin recaida.

VEGF-C
(cociente
RECAIDA 1000)
Sl N Vélidos 16
Perdidos 0
Mediana 6,0185
Percentiles 25 4,9730
75 6,6291
NO N Vélidos 155
Perdidos 0
Mediana 6,6340
Percentiles 25 5,6610
75 7,9090

Como primer andlisis exploratorio se realizd un analisis de sobrevida libre de
enfermedad mediante una regresion de Cox - Recaida y VEFG-C (cociente 1k), (Tabla

4-V1.)
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Tabla 4.VI. Resumen del proceso de casos.

N Porcentaje
Casos disponibles en | Evento(a) 16 9,2%
el andlisis
Censurado 155 89,1%
Total 171 98,3%
Casos excluidos Casos con valores perdidos
3 1,7%
Casos con tiempo negativo
0 ,0%
Casos censurados antes del
evento mas temprano en un 0 0%
estrato ’
Total
3 1,7%
Total 174 100,0%

a: Variable dependiente: TIEMPO Recaida o Ultimo Seguimiento (Meses)

Los valores séricos de VEGF-C muestran una asociacion estadisticamente significativa

con la supervivencia libre de enfermedad (p=0.047), comportandose una mayor

elevacién del factor VEGF-C como protector.

La reduccion en 1000 puntos en los valores séricos de VEGF-C (1k) aumenta el riesgo
instantaneo, tiendo un HR 1,357 (IC95%: 1,004-1,838). Este aumento de riesgo es del
35% por cada 1000 puntos de disminucion de los valores séricos, evidenciable en el test
de Kaplan-Meier. (Tabla 4.VII, Figura 4.4-5.)

Tabla 4.VII. Regresion de Cox - Recaida y VEFG-C (cociente 1k)

Hazard
Sig. Ratio 95,0% IC para Exp(B)
Inferior Superior Inferior Superior
VEGF-C_1k ,047 737 ,544 ,996
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Funcién de supervivencia en media de covariables

1,007

0,959

0,96

=
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Figura 4.4. Funcion de supervivencia en media de covariables

Funciones de supervivencia

1.0 VEGF-C corregido
% (cociente 1000)

—IT<6,56k

— I >=6,56k

0,8 + <6,56k-censurado
+ >=6,56k-censurado

o
)
|

Supervivencia acum
5

0,27

T T T T T T
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Figura 4.5. Test Kaplan-Meier de sobrevida libre de enfermedad

A continuacién, y previo a la inclusion de variables en el analisis multivariable, se realizo
un analisis bivariado utilizando los mismos factores prondésticos utilizados para valorar
la significacion estadistica relacionada con la exposicion a los mismos y el compromiso
ganglios axilar, siendo en este caso la variable de agrupacion la recaida de la
enfermedad. (Tabla 4.VIIl.)
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Solo el grado histolégico (p=0,039) y el valor del Ki 67 (p=0,04) resultaron

significativamente asociados al tiempo libre de enfermedad o recaida.

Tabla 4. VIII. Analisis bivariado usando recaida como variable de agrupacion

Recaida Valor estadistico p
Si No
Edad Mediana 53,5 Mediana 57 0.5522
afios afos
Tamafio Tumoral Mediana 19,5 Mediana 14 mm | 0.1252
mm
Grado histolégico
Grado | | 1 caso 46 casos 0.039P
Grado Il | 7 casos 59 casos
Grado lll | 8 casos 48 casos
LVSI
Presente | 4 casos 39 casos 1¢
Ausente | 12 casos 155 casos
Ndmero de Mediana 256000 Mediana 0,3622
plaguetas 247000
KI-67 Mediana 24 Mediana 19 0.042
Receptor
estrogénico
Positivo | 12 casos 129 casos 0.481°
Negativo | 4 casos 25 casos
Her 2 Neu
Positivo | 3 casos 21 casos 0.705°
Negativo | 13 casos 131 casos

a: prueba de Mann-Whitney
b: pruebas de chi-cuadrado
c: Estadistico exacto de Fisher

Bajo estas condiciones se ha realizado una regresion de Cox multivariante usando como
variable resultado la recaida de la enfermedad y como variables independientes
incluidas: VGEF-C 1k, Grado Histolégico y Ki-67.

En el blogue de analisis inicial solo el KI-67 y el VEGF-C mantuvieron una significacion
estadistica (tabla 4.1X.)

Tabla 4.IX. Regresion de Cox. Bloque inicial®.

Puntuacién Sig.
VEGF-C_1k 4,000 ,046
GRD_HISTO 4,358 113
GRD_HISTO(1) 092 762
GRD_HISTO(2) 2,365 124
Ki67 5,427 ,020

a Chi-cuadrado residual = 11,784 con 4 gl Sig. =,019

A continuacion, se realizé un segundo blogue de andlisis mediante el método por pasos
hacia adelante (RV condicional) (tabla 4.X.)

Al ajustar por valor de KI76, la reduccion en 1000 puntos de VEGF-corregido (1k)
aumenta el riesgo instantaneo de recaida en un 49%, con un HR 1,492 (IC95%: 1,084-
2,061)
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Tabla 4.X. Método por pasos hacia adelante

Hazard
Sig. Ratio 95,0% IC para Exp(B)
Inferior Superior Inferior Superior
VEGF-C 1k ,015 ,670 ,485 ,925
KI67 ,006 1,038 1,011 1,066

4.4 Analisis por subtipos intrinsecos

Hemos explorado la relacién entre los valores séricos de VEGF-C frente los diferentes
subtipos intrinsecos de cancer de mama con diferente biologia tumoral.

La distribucion de los diferentes subtipos mostré unas frecuencias compatibles con la
reportada en la bibliografia actual (tabla4.XI.)

Tabla 4. XI. Fenotipos

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos Luminal A 57 32,8 34,1 34,1
Luminal B 68 39,1 40,7 74,9
Her 2 10 5,7 6,0 80,8
Triple 19 10,9 11,4 92,2
Negativo
Luminal b Her 13 7,5 7,8 100,0
Total 167 96,0 100,0
Perdidos Sistema 7 4,0
Total 174 100,0

En el test de regresion de COX los valores los diferentes subtipos mantuvieron su
impacto significativo respecto la funcion de supervivencia. Tabla 4.XII. Figura 4.6.
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Tabla 4.XIl. Descripcion de las recaidas.

RECAIDA

Descripcion 1° sitio de recaida

TIPO

RECAIDA SISTEMICA

© 00 N O U b~ W N PP

e o e
w N B O

Osea

Osea

pleuopulmonar

hepéatica

mediastino, reroperitoneo, ésea
hepéatica

pulmonar

Osea

Osea, hepatica

hepatica

Osea, hepatica, pulmonar
Osea

0sea

LOCORREGIONAL

N

supraclavicular
piel de mastectomia
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1,00
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Figura 4.6. Subtipo intrinsecos y funcién de supervivencia.
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En cambio, los valores serios de VEGF (mediana) no fueros estadisticamente diferentes
entre los subtipos intrinsecos. (prueba de Kruskal-Wallis p=0,932) Tabla 4. XIII.

Para la clasificacion de los subtipos intrinsecos se utilizé la expresion por
inmunohistogquimica de los subtipos intrinsecos basicos: luminal A (|JER+|PR+] HER2-
KI67-), luminal B ([ER+|PR+] HER2-KI67+), Iluminal B HER2+ ([ER+|PR+]
HER2+KI167+), HER2 sobre expresado ([ER-PR-] HER2+), y triple negativo([ER+|PR+]
HER2-)(115)

Tabla 4. Xlll. Valores séricos de VEGF-C corregido (cociente 1000) en diferentes
subtipos intrinsecos.

Subtipo Intrinseco Estadistico Valores
Luminal A Mediana 6,4120
Desv. Tip. 1,91569

Luminal B Mediana 6,6435
Desv. Tip. 1,80167

Her 2 Mediana 6,1757
Desv. Tip. 1,80606

Triple Negativo Mediana 6,6340
Desv. Tip. 1,54578

Luminal b Her Mediana 6,6010
Desv. Tip. 1,53330

Realizado nuevamente un test de Cox, los niveles elevados de VEGF-C son un factor
protector frente a la recaida al ajustar por fenotipo, con un Hazard Ratio de 0,72 (1C95%:
0,53-0,97) Tabla 4.XIV.

Tabla 4.XIV. Test de Cox Interaccién VEGF y diferentes subtipos histologicos.

Sig. Exp(B) 95,0% IC para Exp(B)

Inferior Superior Inferior Superior
vegf_c_corr_1k ,036 726 ,539 979
fenotipo ,655
Nombre de
variable fenotipo(1) 218 2,308 610 8,736
Nombre de
variable fenotipo(2) 1160 3,609 603 21,612
Nombre de
variable fenotipo(3) 287 2,658 440 16,035
Nombre de
variable fenotipo(4) 626 1,763 180 17,280
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5 DISCUSION

Hasta el presente, este es el primer trabajo prospectivo en evaluar los niveles séricos
del factor linfangiogénico VEGF-C en relacion con la afectacion del GC y el prondstico
en cancer de mama temprano (116).

El dnico antecedente es el estudio de Heer et al que en 2001 publicaron (117) un estudio
prospectivo sobre 200 pacientes sometidas a cirugia del cAncer de mama, sin centrar el
estudio especificamente sobre el VEGF-C, refiriéendose en forma genérica a la
superfamilia VEGF en su totalidad.

El conocimiento de la afectacion axilar en cancer de mama sigue teniendo un importante
valor pronéstico e influencia la eleccion del tratamiento adyuvante en estas pacientes
(12) aunque solo un tercio presenten afectacion ganglionar axilar. En los otros dos
tercios, la decision de administrar o no un tratamiento adyuvante esta basado en otros
factores prondsticos bien conocidos (edad, grado histologico, receptores hormonales,
sobre expresion del gen HER 2 Neu).

Debido tanto a cuestiones relacionadas con la morbilidad del procedimiento BSGC, su
coste como procedimiento quirdrgico, el tiempo quirdrgico y la complejidad de la técnica,
en el pasado se ha realizado numerosos estudios para identificar factores predictivos de
compromiso ganglionar axilar.

En el presente estudio fueron incluidas un total de 174 pacientes, tratadas de forma
homogénea por el mismo equipo médico y quirdrgico de una Unidad Funcional de
Patologia Mamaria.

Las caracteristicas epidemioldgicas de esta cohorte son similares a otras muestras ya
publicadas: 32% de los pacientes presentaban compromiso del GC y fueron sometidas
a vaciamiento axilar, asi mismo 58% no presentaron compromiso metastasico de

ningun otro ganglio extirpado durante este procedimiento (118).

Recientemente, se han desarrollado diferentes nomogramas con la intencion de
predecir anticipadamente el compromiso axilar, tomando en cuenta diferentes variables

clinico - patologicas.

En el presente estudio, fue realizado un subanalisis de los 174 pacientes incluidos en
él.
Entre las variables analizadas, tanto el tamafio tumoral, el grado histolégico como la

presencia de LVSI han sido encontradas como factores predictivos, en forma
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independiente, de la presencia de compromiso del GC. Estos datos son consistentes

con otros trabajos publicados al respecto(118, 119).

Como ha sido ya publicado con anterioridad por otros autores, se ha encontrado una
asociacion estadisticamente significativa entre el nimero de plaquetas y la presencia de
compromiso del GC (120).

En este sentido, Henk el al (104) estudiaron 19 pacientes con carcinoma de mama
localmente avanzado VY tratadas con quimioterapia dentro de un estudio fase II.
Encontraron una alta correlacién (r=0.8; p<0.01) entre los niveles séricos del VEGF y el
recuento plaquetario. Comparando los valores de VEGF en suero y en plasma,
encontraron que los niveles plasmaticos de VEGF fueron significativamente menores
que los valores séricos (p<0.001). En este estudio los autores demuestran que las
plaquetas son los mayores transportadores fisioldgicos de VEGF en sangre. Tanto en
pacientes con cancer de mama, como en mujeres sanas, las concentraciones séricas

de VEGF estan fuertemente relacionadas con el recuento plaquetario.

Byrne et al (102) no encontraron diferencias significativas entre los niveles de VEGF
en plasma aclarado de plaquetas en 91 pacientes postmenopausicas con cancer de
mama temprano (T1 — T3) al ser comparadas con controles sanos (media = 142,4
pg/ml). Sin embargo si se encontraron diferencias significativas en los valores
circulantes de VEGF en pacientes post menopadusicas con cancer de mama temprano
(media = 157,1 pg/ml), respecto de los controles sanos (media = 38,1 pg/ml) (p<0,01)

No se encontraron diferencias en los valores séricos de VEGF entre diferentes grados

tumorales, tamafio tumoral o el estado de compromiso ganglionar.

Otros autores, como Adams et al (100), han encontrado que la mejor forma de analizar
las diferencias entre los valores séricos y plasmaticos de VEGF es utilizando plasma
citratado. Este procedimiento permite una activacion plaquetaria minima. De todas
formas, este tratamiento podria no ser un discriminante certero debido al considerable
solapamiento de los valores encontrados entre pacientes sanos y afectos de carcinoma

de mama temprano.

Sin embargo, en este trabajo de tesis, la consideracién en forma conjunta del recuento
de plaquetas y de otros factores no fue suficiente como para permitirnos crear una
puntuacion que pueda ser usada antes de la cirugia del cancer de mama para predecir

el estado ganglionar axilar. Es posible que la contaminacion plaquetaria que sigue en
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forma rutinaria al acceso venoso no permita una valoracion correcta de los valores
seéricos de VEGF-C.

Muchos estudios han ya destacado la importancia del VEGF-C, del VEGF-D y de su
receptor VEGFR3 en la linfagiogénesis. El papel del VEGF-C en la diseminacién
linfatica ha sido establecido mediante experimentos en modelos animales (ratones) en
los cuales la administracion de RNAI anti VEGF-C redujo significativamente el riesgo de

metastasis ganglionares(82).

Teniendo en cuenta estos resultados y en ausencia de otros estudios publicados que
evallen exclusivamente los niveles séricos de VEGF-C como factor predictivo del
compromiso axilar en cancer de mama, se ha exminado esa posibilidad mediante el uso
de ELISA. Luego de las cuantificaciones de las muestras, el analisis no ha mostrado
una relacion estadisticamente significativa entre los niveles séricos de VEGF-C vy el
estado axilar ya sea luego de una GC o de un vaciamiento axilar.

La expresion del VEGF-C en pacientes con cancer de mama fue investigada por primera
vez en un estudio de casos y controles por Al-Mowallad et al (121) . En este estudio los
niveles séricos de VEGF-C de 122 pacientes con cancer y 64 controles fueron
analizadas usando ELISA. No se encontraron diferencias significativas en los niveles
séricos entre los pacientes con cancer y los controles; aunque los niveles séricos de
VEGF-C fueron mas altos en casos de carcinoma de mama inflamatorio, nuevamente
en forma no significativa.

Subsecuentemente, Gisterek et al (122) analizaron las muestras de suero de 377
pacientes con cancer de mama y controles sanos para determinar los niveles séricos
de VEGF-A, VEGF-D y VEGF-C. En este estudio no se encontraron diferencias, en los
niveles séricos de los tres factores, entre pacientes con cancer de mama y aquellos
sanos.

Stathopoulos el at (106) analizaron los niveles plasmaticos de VEGF usando la técnica
cuantitativa de inmunoensayo (quantiquine). 93 pacientes con cancer de mama fueron
incluidas en el ensayo; 46 pacientes sin evidencia de recurrencia y 47 pacientes con
enfermedad metastasica. No encontraron diferencias estadisticas entre los dos grupos.
En los individuos sin evidencia de enfermedad los niveles en plasma de VEGF fluctuaron
en forma similar a los pacientes con evidencia de recaida, entre valores de 5-680 pg/ml.
Sus resultados mostraron que los niveles plasmaticos de VEGF varian extensivamente

indicando que no es un biomarcador con valor prondstico o predictivo.
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En contraste, otros estudios sobre pacientes con cancer de mama han intentado
demostrar la relacion entre la expresion tisular de factores relacionados con la
linfangiogénesis y el riesgo de metastasis linfonodales (77, 96). Mediante
inmunohistoquimica de la piezas quirargicas del tumor primario, estos estudios
encontraron que un aumento de la expresién del VEGF-C estaba relacionado con un
aumento de la densidad peritumoral de los capilares linfaticos y del riesgo de metastasis

ganglionares.

Como se ha mencionado al iniciar esta discusion, Heer et al (117) publicaron en el afio
2001, un trabajo de disefio y muestra similar el nuestro; aunque centrandose en la
totalidad de la super familia VEGF (posiblemente se trate de VEGF-A que era el
principalmente detectado por los test de inmunoensayo en la época de publicacion del
trabajo de Heer). Los autores analizaron los valores séricos de 200 pacientes con
cancer de mamay de 88 controles sanos. Los niveles séricos de VEGF de los pacientes
con cancer de mama estuvieron significativamente elevados respecto a los controles
sanos (305,9 pg/ml; p<0,0005). Los pacientes afectos de un carcinoma ductal NOS
mostraron una media de los valores séricos de VEGF significativamente elevada
respecto a los controles sanos. Sorprendentemente los casos de carcinoma ductal in
situ presentaban valores séricos significativamente elevados no solo si se comparaban
con los controles sanos, sino también al compararlos con los casos de carcinoma lobular
o ductal invasor (487,8 pg/ml; p=0,001). También los niveles de VEGF sérico de los
estadios IV estuvieron elevados en forma significativa respecto a aquellos de los
estadios I-lll. Por el contrario, el compromiso linfonodal no se vio influenciado por los

niveles séricos de VEGF.

En un estudio realizado sobre 116 pacientes operables y diagnosticados de carcinoma
de pulmdn no células pequefias, los niveles séricos de VEGF-C debajo de 1850 pg/mi
fueron capaces de predecir, con una especificidad del 77%, la negatividad del
compromiso ganglionar mediastino en las muestras obtenidas de las linfadenectomia
hiliar. Esta especificidad aumenta hasta el 80 % cuando el nivel de VEGF-C se combina

con los resultados de la tomografia computarizada (123).

El estudio de Morgillo el al (124) encontré , en un grupo de pacientes con cancer de
mama con receptores hormonales positivos, que los niveles séricos de VEGF-C eran
mayores entre pacientes con cancer de mama Yy compromiso linfonodal que en

pacientes sin esta afectacion.
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En el mismo afo, Thielemann et al analizaron las concentraciones séricas de VEGF en
130 pacientes con cancer de mama y en 40 mujeres sanas. Las medias de los valores
serolégicos de VEGF de los pacientes con cancer de mama fue 6 veces mayor que la
encontrada en el plasma de mujeres sanas, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa. El estudio muestra asi mismo una considerable elevacién de los valores

Séricos en pacientes con compromiso axilar (125).

Rocca et al (101) analizaron los valores séricos de VEGF en pacientes con cancer de
mama T1-T2 y NO-2. Las concentraciones de VEGF fueron determinadas mediante
inmunoensayo enzimatico cuantitativo tipo sandwich (Quantiquine Human VEGF), y sus
concentraciones reportadas en pg/ml. Fueron obtenidas muestras de 124 pacientes, con
una media de edad de 49 afios. La mayoria de las pacientes presentaban un T1 (55%)
y un 58% presentaban compromiso axilar (un porcentaje de afectacion axilar mucho
mayor que en nuestra serie). Todas las pacientes fueron sometidas a una BSGC. El
valor medio preoperatorio de VEGF fue de 341.73 pg/ml, con un aumento a 346,84 pg/mi
el dia posterior a la cirugia. Ninguno de los dos niveles, pre o post operatorio, fue
asociado con algunos de los pardmetros clinico-patoldgicos estudiados (edad, tamafio
tumoral, estado linfonodal, receptores hormonales, Ki 67, Her 2 Neu o invasién
perivascular). lgualmente, los valores séricos preoperatorios de VEGF no estuvieron

asociados con la SLE.

En nuestro estudio, ninguna de las diferentes variables pronosticas consideradas estuvo
significativamente relacionada con los valores séricos de VEGF-C. Sin embargo, como
lo he reseflado anteriormente, hemos encontrado una asociacion entre el nimero de
plaguetas y el compromiso linfonodal, y una asociacion estadisticamente significativa

entre los valores séricos del VEGF y el recuento plaguetario.

Estudios sobre otro tipo de tumores soélidos también han demostrado una relacién
estadisticamente significativa entre la presencia de extensién hacia los ganglios
linfaticos y los elevados niveles séricos de VEGF-C en pacientes con tumores como el

de no pequenfas células de pulmén, cancer de colon, gastrico y de eséfago (126-128)
Igualmente, estudios sobre otros tipos de tumores han analizado la relacion entre los

niveles séricos de VEGF-C comparados con poblacién de pacientes sanos, asi como

con la evolucion o el estadio tumoral.
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Al-Moundbhri el at (129) evaluaron los niveles séricos del VEGF-C en 76 pacientes con
carcinoma gastrico y en 76 pacientes sanos. Es interesante que los niveles de VEGF-C
fueron mayores en los controles que en pacientes afectos de carcinoma gastrico. Sin
embarco los valores séricos de VEGF-C si estuvieron asociados en tumores con

estadios mas avanzados y con presencia de metastasis.

Kimura et al (130) valoraron los niéveles séricos de VEGF-C preoperatorios en 80
pacientes con cancer de esofago. Los valores preoperatorios fueron de 5680 +- 2891
pg/ml, los cuales fueron significativamente méas altos que el nivel encontrado en
voluntarios sanos (4819+-1255 pg/ml). Los niveles séricos de VEGF-C estuvieron
asociados con la presencia de metastasis ganglionares regionales (p=0,0068), la
presencia de invasion linfatica (p=0,0081) y la presencia de invasion vascular
(p=0,0219); no encontrandose asociacion con factores como edad, género, localizacion,
grado histologico el tipo histolégico. La SG y la SLE fueron menores en aquellos
pacientes con niveles mayores de VEGF-C en suero (p=0,00183) — punto de corte 5680

pg/ml.

Algunos autores han estudiado el impacto de los valores séricos de VEGF-C en
carcinomas de origen ginecoldgico. Cheng el al (131) analizaron los valores de VEGF-
C en muestras séricas de 109 pacientes con cancer de ovario obtenidos antes de la
cirugia. Los valores séricos de VEGF-C fueron significativamente mas altos en paciente
con cancer de ovario que en aquellas con tumores benignos o controles sanos (p=0,01).
En relaciébn con las variables clinicopatolégicas, los niveles séricos de VEGF-C
mostraron una correlacion significativa con el estadio FIGO de la enfermedad (p=0,04),
asi como en pacientes con metastasis ganglionares (p=0,01). Ademas, los valores de
VEGF-C fueron mayores en los pacientes con tumores no resecables (p=0,013) o que
fallecieron durante el periodo de seguimiento. Pacientes con valores elevados de VEGF-
C (>10200 pg/ml) tuvieron una sobrevida significativamente mas corta. Los valores de
VEGF-C afectaron en forma significativa la SG tanto en el analisis univariante como en

el multivariante (p=0,01).

Dobrzycka et al (132) analizaron los valores séricos de VEGF-C (Quantiquine) de 98
pacientes con céancer de endometrio. 76 casos fueron carcinomas tipo |
(endometrioides), y 22 caso fueron carcinomas tipo Il (19 casos carcinoma seroso, 3
células claras). Los valores séricos de VEGF-C estuvieron significativamente elevados
respecto a los controles sanos, tanto el carcinoma de tipo | como en los de tipo Il

También se encontraron diferencias entre los valores séricos de los dos tipos de tumores

pag. 76



examinados: 5.120,1 pg/ml en los carcinomas tipo |y 7213,2 pg/ml en aquellos tipos II.
Los valores séricos se correlacionaron en forma significativa con el estadio FIGO de la
enfermedad en los carcinomas tipo Il avanzados (p<0,001). Por el contrario, no se
correlacionaros con el estadio FIGO en los carcinomas tipo I.

Es interesante resaltar que los carcinomas endometriales tipo | en pacientes con niveles
séricos bajos de VEGF-C (5.120,1 pg/ml o menores) tuvieron una SG a 10 afios del
88,6%, en comparacién con aquellos con niveles séricos de mas de 5.120,1 pg/ml (SG
94%), aunque estas diferencias no fueron significativas. Por el contrario, en los
pacientes portadores de un carcinoma tipo Il las sobrevida a 10 afios fue de 0% para
aguellos con niveles séricos altos (>7.213,2 pg/ml), mientras que aquellos pacientes los
bajos niveles séricos (<7.123,2 pg/ml) tuvieron una SG a 10 afios del 50% (long Rank
test; p=0,0197)

El hecho de que solo los tumores tipo | no muestren niveles elevados de VEGF-C en
enfermedad avanzada, pero si que los tipo Il muestren valores significativamente
elevados sugiere que la biologia tumoral, mas que la linfangiogénesis, puede influenciar
la capacidad invasora local, y solo mostrar valores elevados en casos de carcinomas

tipo | en estadios avanzados.

Zhang el al (133) valoraron 66 pacientes sometidos a cirugia por un tumor primario de
pulmén no células pequefias. La mediana de los valores en suero de VEGF-C en los
pacientes con cancer de pulmén fue de 655,7 pg/ml. Los pacientes con metastasis
ganglionares mostraron niveles séricos mayores que los pacientes sin afectacion
ganglionar (p=0,026). Similarmente se observaron diferencias entre los valores séricos

de los diferentes estadios.

Recientemente ,Sun et al (134) analizaron los valores séricos de VEGF-C153 pacientes
con carcinomas nasofaringeos y 148 adultos sanos. La expresion del VEGF-C fue de
473,25 pg/ml en pacientes portadores de carcinoma y de 225,42 pg/ml en pacientes
sanos. También el estadio TNM estuvo significativamente relacionado con los niveles
séricos de VEGF-C (p<0,05). Sorprendentemente los niveles de VEGF-G aumentaron

al aumentar el estadio TMN, pero disminuyeron en pacientes con estadio IV.

De la misma forma Benoit el al (135) analizaron los valores séricos de VEGF-C de 71
pacientes con carcinoma de vejiga. Los valores séricos de VEGF-C estuvieron elevados
en el suero de pacientes con carcinoma urotelial de vejiga, en comparacion con
pacientes con carcinoma de vejiga no invasor o pacientes sanos. Sin embargo, este

marcador no tubo valor pronéstico.
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En cuanto la relacion entre de los valores séricos de VEGF y la SLE, el presente trabajo
es unos de los escasos publicados el respecto; y probablemente el prospectivo mas
extenso. En este trabajo de tesis se ha encontrado que los valores séricos de VEGF-C
mostraron una asociacion estadisticamente significativa con la sobrevida libre de
enfermedad (p=0.047), comportandose la exposicién al factor VEGF-C como protector.
La reduccion en 1000 puntos en los valores séricos de VEGF-C (1k) aumenta el riesgo
instantaneo, tiendo un HR 1,357 (IC95%: 1,004-1,838). Este aumento de riesgo es del

35% por cada 1000 puntos de disminucion de los valores séricos.

Iguales resultados obtuvieron Rueda et al (111) en un grupo de pacientes 88 portadores
de Linfomas difusos de células grandes B. Los pacientes con altos niveles séricos de
VEGF-C basales tuvieron una SG y una SLE a 4 afios mejor que aquella de pacientes
con bajos niveles de VEGF-C. La mayor diferencia se encontr6 en pacientes con niveles
séricos de VEGF-C superiores al tercer cuartil (>5755 pg/ml). Estos pacientes tuvieron
un SLE a 4 afnos del 80% y una SG a 4 afios del 95%, mientras que los pacientes debajo
del tercer cuartil tuvieron un SLE del 53% y una SG a 4 afos del 68% (p<0,04 para SLE,
y p<0,02 para SG).

Un grupo liderado por el mismo autor anterior (136), investigé el rol del VEGF-C esta
vez en 54 pacientes con linfoma de Hodgkin. En pacientes con niveles séricos de VEGF-
C debajo del valor de la media (>7675 pg/ml) la SLE fue menor que en pacientes con
niveles sobre el nivel medio (66,7% vs 88,5%; Mantel Cox p=0,064), aunque la diferencia

no fue estadisticamente significativa.

Tomando como ejemplo el comportamiento de los valores séricos de VEGF en el
carcinoma de endometrio de tipo I, donde los valores de VEGF en suero se comportaron
como factor protector, es posible trasladar esta interesante analogia con los diferentes
subtipo intrinseco de carcinoma de mama.

Existe al parecer solo una publicacion el respecto, pero que evalla la relacion los valores
de VEGF (sin distinguir entre miembros de la misma familia) y utilizando
inmunohistoquimica (no valores séricos). De todas formas, el trabajo de Liu et al (137)
plantea un interrogante similar al del presente trabajo en cuanto al comportamiento
protector en cuanto a SG de altos niveles de VEGF.

Estos Autores analizaron muestras histologicas de pacientes con cancer tratadas en el
NHS entre los afios 1969 — 1996. Se obtuvieron 3752 muestras histol6gicas

determinandose los niveles VEGF en 2268 casos, de los cuales 1947 casos
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correspondieron a carcinomas de mama estadios I-lll. Finalmente fueron incluidos en
el andlisis 1788 casos.

La expresién de VEGF fue mas comunmente detectada en los fenotipos luminal B,
HER2, y basal (triple negativo). La positividad para VEGF se asoci6 significativamente
con un aumento en la mortalidad especifica por cancer de mama (HR= 1,52, 95%
Cl=1,19-1,95) y con las recurrencias a distancia (HR=1,52,95% CI=1,17-1,96).

Al analizar la correlacion entre los niveles de VEGF y los diferentes subtipos intrinsecos,
la asociacion entre VEGF y la sobrevida fue significativamente diferente entre los
diferentes subtipos (p para interaccion = 0,02 tanto para mortalidad especifica por
cancer de mama como para mortalidad global). El analisis multivariado mostré que la
positividad para VEGF estuvo significativamente asociada con un aumento de la
mortalidad especifica (HR=1,41) y las recurrencias (HR:1,49). Aunque la positividad
para VEGF no afect6 en forma significativa los resultados en pacientes con tumores
luminal B, HER vy triple negativo tanto en términos de mortalidad especifica como de
recurrencias (HR=0,50, 95% CI=0,27-0,95).

Sorprendentemente, luego de ajustar el modelo de acuerdo con los tratamientos
adyuvantes recibidos, los autores encontraron una relacion inversa ente los niveles de
VEGF y la mortalidad especifica por cancer de mama en aquellos tumores triples

negativos.

En este trabajo de tesis, los valores séricos de VEGF se mantuvieron como factor

protector en forma independiente del subtipo intrinseco.

El presenta trabajo de tesis es el primero en analizar prospectivamente el impacto de
los niveles séricos de VEGF-C sobre la afectacion ganglionar axilar en cancer de mama
temprano sometido a BSGC. Desafortunadamente, la hipétesis de partida no ha podido
ser confirmada con los resultados del estudio. Estos no son concordantes con los
observados en la mayoria de los estudios comentados, lo que puede deberse a varios
factores: el caracter retrospectivo de la mayoria de los estudios, el estudio de VEGF-C
en suero versus tejido (podria tener implicaciones biolégicas diferentes), la diferente
metodologia utilizada en la determinacién de VEGF-C y las diferencias en la poblacion
a estudio. En concreto, el presente trabajo de tesis incluye mujeres con cancer de mama
temprano (un porcentaje significativo diagnosticado mediante campafia de cribado) que
podria tener una biologia diferente que las pacientes incluidas en los estudios
comentados en la discusion (138)

Por otro lado, la relacion entre niveles séricos elevados de VEGF-C y mejor

supervivencia libre de progresion que parecen sugerir los resultados de nuestro estudio
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debe ser interpretada con cautela (puede deberse a una distribucién de covariables no
valoradas o analizadas en el presente trabajo, al insuficiente tamafio muestral para
valorar la SLE o al insuficiente seguimiento para el evento recaida, sobre todo para las
pacientes de fenotipo luminal). No obstante, el hecho de que niveles séricos altos de
VEGF-C puedan conllevar mejor pronéstico en diferentes neoplasias que coinciden en
gue la primera estacion de diseminacién de la enfermedad a nivel clinico y patol6gico
es el ganglio linfatico (cancer de mama temprano, cancer de endometrio tipo I, linfomas
B), merece profundizar en esta linea de investigacion. Una explicacion de este
fendmeno podria basarse en que las pacientes con neoplasias con mecanismos
biolégicos ineficientes para la proliferacion linfonodal (por tanto, con mejor prondstico)
podria presentar niveles séricos elevados de VEGF-C como mecanismo de rebote. La
demostracion de esta hip6tesis requeriria otros disefios y abordajes diferentes en
proyectos de investigacion prospectivos.

6 CONCLUSIONES

1°.- Los niveles séricos de VEGF-C no estan relacionados con el riesgo de afectacion
ganglionar axilar en cancer de mama temprano Yy, por tanto, no pueden utilizados para
predecir la presencia de afectacion ganglionar en la BSGC.

2°.- En nuestra serie los factores clinico-patolégicos relacionados con el riesgo de
afectacion ganglionar axilar en cancer de mama temprano son el tamafio tumoral y la
presencia de invasion linfovascular.

3°.- Los niveles séricos de VEGF-C no estan relacionados con ningun factor clinico-
patolégico clasico en cancer de mama temprano.

4° - Las pacientes con niveles séricos de VEGF-C por encima de la media presentan
menor riesgo de recaer en los primeros 4 afios de seguimiento que las pacientes con
valores por debajo de la media. Esta diferencia fue estadisticamente significativa en el
analisis multivariado por lo que merece confirmacion en futuros estudios disefiados
especificamente para este objetivo.
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7 Anexo l.
INMUNOENSAYO VEGF-C EN SUERO HUMANO

Principio del ensayo

El ensayo VEGF-C de QUANTIKINE (R&D), es un inmunoensayo tipo sandwich que
utiliza un anticuerpo monoclonal especifico para VEGF-C, que se encuentra recubriendo
la superficie de una microplaca, de manera que las moléculas de VEGF-C presente en
el suero se unen al anticuerpo inmovilizado. Después de sucesivos lavados, para
eliminar las sustancias no unidas, se agrega a los pocillos un anticuerpo policlonal
especifico para VEGF-C marcado con enzima. Después de otro lavado, se determina la
concentracion de VEGF-C mediante la incubacion con el sustrato. Por ultimo, se afiade
la solucion de parada, que finaliza la reaccién, produciendo un producto final coloreado.
La cantidad de conjugado fijado se mide en unidades de absorbancia a 540 o0 570 nm
(Zenit SP+ Menarini). La concentracion de VEGF-C puede calcularse por interpolacion
a partir de curvas de calibracion de los estandares.

Medida de absorbancia
Para la medida de absorbancia se utiliza el analizador ZENIT SP + (Menarini), que es

un sistema abierto para procesar test inmunoenzimaticos con técnica de ELISA en
microplaca 8x12. Cumple con los requisitos de la directiva 98/79/EC de dispositivos

médicos para diagndsticos in vitro.

Célculo de los resultados
Para el célculo de los resultados hay que hacer un promedio de las lecturas duplicados

para cada estandar, control, y muestra y restar la densidad Optica estandar cero medias.
Se debe trazar la densidad Optica contra la concentracion de los estandares, y dibujar
la mejor curva. Para determinar la concentracion de VEGF-C de cada muestra, deben
interpolarse los datos de densidad Optica en la curva estandar. Si se han diluido las
muestras, la concentracion leida en la curva estandar se debe multiplicar por el factor

de dilucién.

Recoleccién y almacenamiento de muestras
El tipo de muestra recomendado para este ensayo es suero (Tubo sin aditivo y gel

separador. Tapon amarillo). Los tubos deben mantenerse siempre tapados y en posicion
vertical. Las muestras deben coagular adecuadamente antes de la centrifugacion. Se
centrifugaran 15 minutos a 1000g. A continuacion, debe separase el suero en varias
alicuotas. Silas muestras no se analizan en el transcurso de 48 horas, deben congelarse

a una temperatura inferior o igual a -20 °C
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Precision

Precision Intra-ensayo (precision dentro de un andlisis), determinada utilizando tres
muestras de concentracion conocida, medidas veinte veces seguidas cada una. CV(%):
3.5-6.6

Precision Inter-ensayo (precision entre andlisis), determinada utilizando tres muestras
de concentracion conocida, medidas cuarenta veces cada una, en distintos dias. CV(%):
6.4-8.5%.

Sensibilidad y rango de ensayo
El ensayo VEGF-C de QUANTIKINE mide concentraciones de VEGF-C de hasta 7000

pg/ml con una concentracién minima detectable (sensibilidad analitica) de 13.3 pg/ml.
La sensibilidad analitica se define como la concentracién de VEGF-C que corresponde
al valor de absorbancia de dos desviaciones estandar mayor que la media de

absorbancia de 20 determinaciones repetidas del estandar cero.

Especificidad
No hay reactantes cruzados conocidos para VEGF-C.

Se analiz6 la posible interferencia con mas de 60 factores recombinantes, afladiendo

estas sustancias a mezclas de suero que contenian niveles de VEGF-C de 50 ng/ml.
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8 Anexo ll
CONSENTIMIENTO INFORMADO — INFORMACION AL PACIENTE

Antes de proceder a la firma de este consentimiento informado, lea atentamente la informacion
que a continuacion se le facilita y realice las preguntas que considere oportunas.

Naturaleza:

Le proponemos participar en un estudio de investigacion. Para ello necesitamos que usted nos
done una muestra de sangre obtenida antes de su intervencion quirlrgica. Posteriormente esta
muestra sera analizada en el laboratorio para determinar los niveles de la proteina VEGF-C en
Su suero.

La proteina VEGF-C actua en el tumor favoreciendo la invasion de los ganglios linfaticos por
parte de las células malignas. El objetivo de esta investigacion es intentar conocer si los niveles
de VEGF-C en suero estan relacionados con la afectacion de los ganglios linfaticos de la axila
por el cancer de mama.

Importancia:

La participacion en este estudio no conlleva ningln beneficio para usted. Sin embargo, si la
investigacién tuviera éxito podria ayudar en el futuro a pacientes que tienen la misma enfermedad
gue usted u otras enfermedades similares. Concretamente el éxito de esta investigacion podria
ayudar a evitar la realizacion de la pequefa intervencion quirirgica sobre la axila (técnica del
ganglio centinela) a la que usted va a ser sometida.

Implicaciones para el donante/paciente:

« Ladonacién/participacion es totalmente voluntaria.

« El donante/paciente puede retirarse del estudio cuando asi lo manifieste, sin dar
explicaciones y sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

» Todos los datos caracter personal, obtenidos en este estudio son confidenciales y se trataran
conforme a la Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter Personal 15/99.

« La donacion/informacion obtenida se utilizara exclusivamente para los fines especificos de
este estudio.

Riesgos de la investigacion para el donante/paciente:
La participacion en esta investigacion sélo supone la extraccidon de una muestra sanguinea de
una vena del brazo. Los riesgos previstos son minimos y leves pero pueden aparecer los
siguientes:

- Dolor o inflamacién leve en la zona de la puncion venosa.

- Aparicion de un pequefio hematoma o hemorragia en el punto de la puncién venosa.

Si requiere informacion adicional se puede ponerse en contacto la SECRETARIA DE
GINECOLOGIA, 32 planta, Hospital Costa del Sol.- Marbella.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO — CONSENTIMIENTO POR ESCRITO DEL PACIENTE

< Relacion entre los niveles séricos del factor de crecimiento endotelial-vascular C (VEGF-C) y
la afectacion ganglionar axilar en pacientes con Cancer de Mama Operable sometidas a biopsia
selectiva del ganglio centinela.>

Yo

(Nombre y

He leido el documento informativo que acompafia a este consentimiento (Informacion al
Paciente)

He podido hacer preguntas sobre el estudio <Relacion entre los niveles séricos del factor de
crecimiento endotelial-vascular C (VEGF-C) y la afectacion ganglionar axilar en pacientes
con Cancer de Mama Operable sometidas a biopsia selectiva del ganglio centinela>

He recibido suficiente informacion sobre el estudio <Relacion entre los niveles séricos del
factor de crecimiento endotelial-vascular C (VEGF-C) y la afectacion ganglionar axilar en
pacientes con Cancer de Mama Operable sometidas a biopsia selectiva del ganglio
centinela> He hablado con el profesional sanitario informador:

Comprendo que mi participacion es voluntaria y soy libre de participar o no en el estudio.

Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio seran confidenciales y se
trataran conforme establece la Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter Personal
15/99.

Se me ha informado de que la donacion/informacion obtenida solo se utilizara para los fines
especificos del estudio.

Deseo ser informado/a de mis datos genéticos y otros de caracter personal que se obtengan
en el curso de la investigacion, incluidos los descubrimientos inesperados que se puedan
producir, siempre que esta informacién sea necesaria para evitar un grave perjuicio para mi
salud o la de mis familiares bioldgicos.

Si No

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

Cuando quiera
Sin tener que dar explicaciones
Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto titulado <Relacién entre los
niveles séricos del factor de crecimiento endotelial-vascular C (VEGF-C) y la afectacién
ganglionar axilar en pacientes con Cancer de Mama Operable sometidas a biopsia selectiva del
ganglio centinela>

Firma del paciente Firma del profesional

(o representante legal en su caso) sanitario informador
Nombre y apellidos:................... Nombre y apellidos: ...........
Fecha: ... Fecha: ...............ocoin,
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