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Introduccion

1 Caracteristicas Generales del Cancer Colorrectal

1.1. Epidemiologia Global del CCR

A nivel mundial, el cadncer colorrectal (CCR) ocupa el tercer lugar en
incidencia tanto en hombres como en mujeres, y el segundo lugar en mortalidad,
después del cancer de mama y prostata (1). Las tasas de incidencia son cuatro
veces mas altas en los paises desarrollados que en los paises de renta baja, pero
hay menos variacion en las tasas de mortalidad debido a que ésta es mayor en
estos ultimos. La incidencia de cancer de colon y recto tienden a ser bajas en la
mayoria de las regiones de Africa y en el sur de Asia central. El cancer de colon
muestra una variacion en su incidencia de hasta nueve veces segun la
distribucion geografica, siendo mas alta en Europa, Australia/Nueva Zelanda y
Ameérica del Norte, con Hungria y Noruega ocupando el primer lugar en
hombres y mujeres, respectivamente (Fig. 1A). La incidencia del cadncer de recto
tiene una distribucion geografica similar, aunque es mas alta en Asia oriental (Fig.
1B).

El CCR puede considerarse un marcador de desarrollo socioeconomico.
Asi, las tasas de prevalencia tienden a aumentar de manera uniforme en los

paises de rentas mas altas (2,3).
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Figura 1. Tasas de incidencia estandarizadas por edad y sexo, especificas por
region para los canceres de (A) colon y (B) recto en 2020. Adaptado de Sung et
al (1).

1.2. Factores de riesgo del CCR

1.2.1. Factores Ambientales

El aumento de la incidencia de CCR en paises como Europa del Este, Asia
sudoriental, central meridional, y América del Sur, probablemente refleja
cambios en factores ambientales como el estilo de vida y la dieta, es decir,
cambios hacia una mayor ingesta de alimentos de origen animal y un estilo de
vida més sedentario, lo que lleva a una disminucion de la actividad fisica y una
mayor prevalencia del exceso de peso corporal, que se asocian de forma
independiente con el riesgo de CCR (4). Otros factores de riesgo adicionales

incluyen el consumo de alcohol, el tabaquismo y el consumo de carne roja o




procesada, mientras que los suplementos de calcio y el consumo de cereales

integrales, fibra y productos lacteos contribuyen a disminuir el riesgo de CCR (5).

1.2.2. Factores genéticos

La mayoria de los CCR surgen esporadicamente a través de alteraciones
genOmicas somaticas adquiridas, mientras que un 35 - 40 % de los casos estan
asociados a susceptibilidad hereditaria al CCR. Los componentes hereditarios
son aportados por la historia familiar de CCR, los sindromes de cancer
hereditario, las variaciones genéticas comunes conocidas pero de baja
penetrancia 'y otras alteraciones hereditarias aun desconocidas.
Independientemente de si los CCR surgen de forma esporadica o tienen
componentes hereditarios (Fig. 2), los factores ambientales pueden influir en su

desarrollo (6).

Hereditary

[ AC-1 without MMR
A (Familial CRC of
syndrome “X”)

TACSTD1 (EPCAM)

Constitutional mosaic
Epimutation (MLH1)
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Ashkenazi [1307K
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TGFBR1

‘ ome
P gpen s
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® = as yet undiscovered cD Polyposis
hereditary cancer variants BRRS Syndromes

Figura 2. Grafico circular que muestra la marcada heterogeneidad genotipica y
fenotipica de los sindromes hereditarios de cancer colorrectal. Adaptado de

Lynch et al (7).




La mayoria de los CCR se originan en lesiones precursoras polipoides. Este
proceso comienza con una cripta aberrante, evolucionando hacia una lesion
precursora de neoplasia y eventualmente progresa a CCR durante un periodo
estimado de 10 a 15 afios. Actualmente se supone que la célula de origen de la
mayoria de los CCR es una célula madre o una célula similar a una célula madre.
Estas células madre cancerosas son el resultado de una acumulacion progresiva
de alteraciones genéticas y epigenéticas que inactivan genes supresores de
tumores y activan oncogenes. Las células madre cancerosas residen en la base de
las criptas del colon y son esenciales para el inicio y mantenimiento de un tumor.
Los mecanismos reguladores que controlan el crecimiento de estas células madre
cancerosas es un area de investigacion prometedora para la introduccion de
posibles agentes terapéuticos y tratamiento preventivo.

Existen tres vias moleculares principales distintas del CCR (Fig. 3): a) la
via de inestabilidad cromosdmica, que representa un 70-75% de los CCR
esporadicos o convencionales y siguen la secuencia adenoma-carcinoma, b) la via
de inestabilidad de microsatélites (MSI), que representa un 3-5% de los CCR, c)
la via serrada de la carcinogénesis colorrectal, que representa un 20-30% de los
CCR. La via serrada en realidad no es una via molecular, sino que podemos
considerarla una via morfoldgica, dado que los CCR desarrollados en esta via se
originan a través de dos mecanismos moleculares, la via de inestabilidad de
microsatélites esporddica y el fenotipo metilador de las islas de CpG o CIMP.
Estas vias presentan multiples eventos genéticos y epigenéticos distintos en un
orden secuencial. Los fenotipos de inestabilidad cromosomica generalmente se
desarrollan después de eventos gendmicos iniciados por una mutacién de APC,
seguidos de la activacion de RAS o la pérdida de funcién de TP53. Por el
contrario, en la via de la neoplasia serrada son relativamente poco frecuentes la
mutacion e inactivacion de APC, y cuando estan presentes, no suelen hacerlo

como primeros pasos en el proceso de carcinogénesis. Asi, la mayoria de CCR




desarrollados por esta via muestran mutaciones de BRAF, y con menos
frecuencia de K-RAS, ademas de inestabilidad epigenética, caracterizada por el
fenotipo de metilacion de islas CpG. Algunos estudios también han identificado
nuevos marcadores y subtipos fenotipicos en funcién de las mutaciones
presentes, como la presencia de polimerasa-¢, mutaciones POLE o deficiencia de
reparacion de errores de transcripcion (AMMR) que conducen a un fenotipo

hipermutado (5).

Conventional adenoma-carcinoma sequence: 70%-75% CRCs
Chromosomal instability, APC/KRAS/p53 mutations

Conventional Advanced
—_ — Colorectal cancer
adenoma adenoma

Serrated polyp pathway: 20%-30% CRCs
CpG island methylator phenotype, BRAF mutation

Normal = Hyperplastic | __, | Sessileserated | __, [Coiorectal cancer |
mucosa polyp adenoma / polyp
Microsatellite instability pathway:3%-5% CRCs
Mismatch repair deficiency
Germline MMR _— Colorectal cancer /
mutations Lynch syndrome

Figura 3. Vias genéticas de la carcinogénesis colorectal. Esquema de los cambios
genéticos y epigenéticos secuenciales que ocurren en las tres vias implicadas en
la patogénesis del CCR: inestabilidad cromosémica (CIN), inestabilidad de

microsatélites (MSI) y via serrada. Adaptado de Li et al (8)

Se estima que el riesgo acumulado de desarrollar CCR antes de los 75 afios
es del 5 % en la poblacion general de un pais de alta incidencia como Corea,

Noruega, Eslovaquia o Eslovenia. Sin embargo, el riesgo de CCR de por vida




aumenta considerablemente cuando existen antecedentes familiares de CCR o
sindromes de cancer hereditario (9).
Describiremos a continuaciéon los dos sindromes hereditarios mas

frecuentes de CCR.

1.2.2.1. Sindrome de Lynch

El sindrome de Lynch o CCR hereditario no asociado a poliposis (en inglés
HNPCC), es el sindrome de CCR hereditario mas comun, con una prevalencia
estimada de 1 de cada 300 individuos en poblaciones occidentales, representando
el 2 al 4 % de todos los casos de CCR, con un riesgo de desarrollar CCR del 60-
80% a lo largo de la vida en los pacientes afectos (10). El sello distintivo del
sindrome de Lynch es el desarrollo de CCR con MSI, causado por mutaciones
genéticas en la linea germinal de cualquiera de los genes de reparacion de errores
de transcripcion del ADN, incluidos hMLH1, hMSH2, hMSH6 y hPMS2. En el
sindrome de Lynch la secuencia de desarrollo del CCR es la convencional
adenoma-carcinoma, pero en un periodo de 2 a 3 anos, a diferencia de los 8 a 10
anos del CCR esporadico. Histologicamente los CCR asociados al sindrome de
Lynch suelen tener rasgos histoldgicos caracteristicos, como ser poco
diferenciados, mucinosos y presentan abundantes linfocitios intraepiteliales y
peritumorales (8). Los CCR esporadicos con MSI estan causados por un
mecanismo epigenético de silenciacion de MLHI mediante hipermetilacion de

promotor del gen, y representan un 15% de los CCR esporadicos.

1.2.2.2. Poliposis adenomatosa familiar

La segunda forma mas comun de sindrome de CCR hereditario es la

poliposis adenomatosa familiar (PAF), que afecta aproximadamente a 1 de cada




11.300 a 37.600 personas en la Union Europea. Estd causada por mutaciones
heredadas en la linea germinal del gen APC. Las mutaciones en APC son uno de
los eventos iniciales del CCR esporadico de la via de inestabilidad cromosdmica,
pero representan mutaciones somaticas adquiridas. La PAF se caracteriza por el
desarrollo de cientos a miles de adenomas, principalmente en el colon distal, con
inicio en la adolescencia, y con un riesgo de desarrollar CCR practicamente del
100% a los 40 anos si el colon y, a veces, el recto, no se resecan de forma

profilactica. Sin embargo, la PAF representa <1% de todos los casos de CCR (11).

1.2.3. Otros factores de riesgo de CCR

Existe una via de carcinogénesis distinta que implica inflamacion cronica,
en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal cronica (EII), colitis ulcerosa
y enfermedad de Crohn (Fig. 4). En un metaanalisis de ocho estudios de cohortes
con un seguimiento promedio de 14 afios tras el diagndstico de colitis ulcerosa,
observaron que existe un riesgo estimado de desarrollar CCR de 2,4 veces mayor
(IC del 95% 2,1-2,7) que el de la poblacion general (12). En estos pacientes el
proceso de carcinogénesis progresa de la displasia de bajo grado, a alto grado y,
finalmente, al CCR. En este modelo, la displasia que surge en el contexto de la
inflamacion cronica-reparacion, y frecuentemente presenta multifocalidad. Asi,
existe un defecto de campo en la mucosa sometida a un proceso de inflamacién-
reparacion, sobre el que se desarrollan una o maultiples lesiones lesiones
precursoras visibles o no visibles. Estas lesiones precursoras se han dividido en
convencionales (adenomas tubulares y tubulovellosos) y no convencionales
(hiperplasia hipermucinosa, lesiones de tipo serrado, y otras) (5,13,14). La mayor
parte de la bibliografia sobre displasia se refiere a la displasia convencional (o de
tipo intestinal), que es la forma de displasia mds conocida. Sin embargo, la

displasia no convencional incluye incluye al menos seis subtipos:




(1) hiperplasia hipermucinosa: Lesion frecuentemente de tipo
tubulovelloso/velloso revestida por células mucinosas altas con nucleos
ligeramente alargados e hipercromaticos. El componente hipermucinoso debe
representar >50% de la lesion.

(2) displasia deficiente en células caliciformes (GCD): Lesion tubular con
displasia de bajo grado, revestida por células de tipo intestinal con nticleos en su
mayoria alargados e hipercromaticos que afectan tanto a las criptas como al
epitelio superficial. Ausencia total o casi total de células caliciformes.

(3) displasia con diferenciacion epitelial terminal (TED; también conocida
como displasia de células de la cripta [CCD]): Mucosa plana revestida por
nucleos en su mayoria redondos a ovalados, no estratificados. La atipia se limita
a la base de la cripta sin afectacion de la superficie.

(4) adenoma tipo serrado tradicional (AST): Morfologicamente como el
AST. Lesion tubulovellosa/vellosa revestida por células columnares con ntucleos
mayoritariamente alargados, citoplasma intensamente eosindfilo y criptas
ectopicas, que crean un perfil serrado. El componente de AST debe representar
>50% de la lesion.

(5) lesion tipo serrada sésil (LSS): Lesion tubular con serracion y dilatacion
prominentes en la base y la superficie de las criptas, incluidas criptas dilatadas
en forma de L o T invertida en la interfase con la muscularis mucosa. El
componente de tipo LSS debe representar >50% de la lesion.

(6) lesion tipo serrada no especificada (NOS).

Al igual que en la displasia convencional, p53 parece desempefiar un papel
importante en el desarrollo de la displasia hipermucinosa y TED/CCD, mientras
que las alteraciones combinadas de p53 y 3-catenina son comunes en las lesiones

de tipo serrado. Cabe sefialar que el TED/CCD comparte caracteristicas




morfoldgicas similares con la recientemente descrita "atipia de células de la cripta
(CCA)", salvo que las células displasicas no deben afectar a la superficie mucosa
en la CCA. El CCA se ha definido como un leve agrandamiento e hipercromasia
de nucleos ligeramente irregulares, pero en su mayoria no estratificados,

limitados a la base de la cripta sin afectacion de la superficie (15,16).
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Figura 4. Otras vias genéticas de la carcinogénesis colorectal. inestabilidad de

microsatélites (MSI) y via serrada. Adaptado de Keum et al (6).

1.3. Desafios y Tendencias en la Deteccion y Prevencion del CCR

La disminucion en la incidencia del CCR en algunos paises se han
atribuido a los programas de cribado para la deteccion precoz y secundariamente
a los cambios a nivel de poblacidon hacia opciones mas saludables respecto a
estilos de vida, dietas saludables, mayor actividad fisica y disminucion del
alcohol y tabaquismo (17-19). Sin embargo, las tendencias favorables para los
adultos >50 afios enmascaran tasas crecientes de cancer colorrectal de aparicion
temprana, con edad en el momento del diagndstico < 50 afios, en muchos paises,

incluidos Estados Unidos, Canada, Australia y otros seis paises de renta alta, con




una incidencia que aumenta entre un 1% y un 4% por afo (20). Aunque la
incidencia va en aumento en cohortes de personas jovenes, consecuencia de la
influencia de los patrones dietéticos menos saludables, el exceso de peso corporal
y los factores del estilo de vida, es preciso investigar en profundidad para
dilucidar factores causales subyacentes especificos porque la informacion sobre
los factores de riesgo se basa actualmente, y casi exclusivamente, en datos de
cohortes de mayor edad. Para mitigar la creciente incidencia del CCR en edad
precoz, la American Cancer Society redujo la edad recomendada para el inicio de

las pruebas de deteccion para personas con riesgo medio de 50 a 45 anos (21).

2 Cribado del Cancer Colorrectal

2.1. Estrategia Clave para Reducir el Riesgo Global de CCR

La prevencion secundaria consiste en detectar la enfermedad y tratarla
precozmente antes de que aparezcan los sintomas, lo que minimiza las
consecuencias graves, por lo que sigue siendo la estrategia clave para reducir el

creciente riesgo global de CCR.

El objetivo de los programas de cribado de CCR es reducir la incidencia,
mediante la deteccion y reseccion de las lesiones precursoras, y la mortalidad por
CCR. El cribado en la poblacion de riesgo medio, individuos con edad > 50 afios
sin factores de riesgo adicionales, se contempla en la perspectiva del cribado
poblacional organizado (22,23). El cribado poblacional es una iniciativa
coordinada por la administracion sanitaria, que implica invitar de manera
individual y sistematica a la poblacion con riesgo medio a someterse a pruebas
de cribado. Ademas, se encarga de asumir el tratamiento y seguimiento de los

pacientes diagnosticados de CCR. La implementacion de este programa ha




contribuido a la disminucién de la incidencia y mortalidad asociadas al CCR

(24,25).

2.2. Deteccion del CCR precoz

El CCR se desarrolla a partir de una lesion premaligna, que en mas del 70 % de
los casos corresponde a la secuencia adenoma-carcinoma. La progresion
adenoma-carcinoma es un proceso lento que puede prolongarse
aproximadamente 10 afios (25). Las pruebas de cribado permiten la deteccion de
la enfermedad en su fase inicial o de la lesion precursora. El pronostico de los
pacientes con CCR depende del estadio en el que se diagnostica la enfermedad,

siendo la supervivencia en los estadios precoces I y II (pT1 a pT4, pNO) del 75%

La implementacion de programas de cribado del CCR ha aumentado la
deteccion del CCR precoz en estadios I y II), (Fig. 5) de forma que estos
representan el 70% de los CCR detectados en programas de cribado (20,21,24,25).
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O Unknown (TNM missing)

[ Stage |
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43 (17.1%) W Stage IV

Figura 5. Carcinoma colorrectal diagnosticado en programas de cribado

poblacional. Adaptado de Burodn et al (26).




2.3. Pruebas de cribado

Las pruebas de deteccion del cancer colorrectal se clasifican en cuatro
categorias:

1) pruebas en las heces (incluyendo la sangre oculta en heces (SOH) y la
deteccion del acido desoxirribonucleico (ADN) fecal);

2) pruebas endoscdpicas (sigmoidoscopia y la colonoscopia);

3) pruebas de imagen (colonografia por tomografia computarizada (TC) y
la capsula endoscopica de colon (CEC)); y

4) biomarcadores en la sangre periférica (como el ADN metilado de

Septina9 y el miRNA).

En paises europeos, anglosajones y asiaticos, la estrategia predominante
para el cribado poblacional incluye la detecciéon de de sangre oculta en heces
inmunologica (SOHi) cada dos afios, seguida de la colonoscopia en casos con
resultado positivo, o la sigmoidoscopia, con o sin la prueba anual de sangre

oculta en heces inmunoldgica (SOHi) (24,27).

2.3.1. Pruebas de cribado en las heces

2.3.1.1. Sangre oculta en las heces

Existen dos métodos para la deteccion de hemoglobina (Hb) en las heces:
el quimico (guayaco) y el inmunologico. El test de sangre oculta en las heces
mediante el método de guayaco (SOHg) se fundamenta en la actividad
pseudoperoxidasa del grupo heme, que induce la oxidacion del guayaco

mediante la adicion de peroxido de hidrégeno Este test puede realizarse con o




sin rehidratacion. Para garantizar resultados fiables y evitar falsos positivos o
negativos, el test de SOHg requiere la recoleccion de tres muestras, realizar una
dieta previa especial durante tres dias (que excluye carnes rojas y citricos) y la
abstencion de tratamiento con antiinflamatorios no esteroideos (AINE) y los

suplementos de vitamina C (28).

Los métodos inmunoldgicos, SOHi, emplean anticuerpos monoclonales o
policlonales dirigidos contra la globina humana, permitiendo la deteccion de
concentraciones de hemoglobina entre 10 y 300 ug/g de heces. Estos métodos
pueden ser cualitativos o cuantitativos, posibilitan la toma de una sola muestra
y no requieren restricciones dietéticas previas ni la interrupcidn de la ingesta de

medicamentos (28).

Las pruebas de cribado en las heces carecen de efectos adversos directos.
La evidencia existente se refiere a los efectos adversos de las colonoscopias

derivadas de la positividad de las pruebas de SOH (22,27).

2.3.1.2. Analisis del Acido Desoxirribonucleico Fecal

La evaluacion del ADN presente en las heces, derivado de la exfoliacion
de células tumorales intestinales, posibilita la identificacion de alteraciones
moleculares presentes en adenomas, lesiones serradas avanzadas y en CCR. Este
enfoque no invasivo puede llevarse a cabo en casa sin necesidad de imponer
restricciones dietéticas, medicamentos o preparacion previa del colon. En caso de
obtener un resultado positivo, se recomienda realizar una colonoscopia para

confirmar o descartar la presencia de estas lesiones (29).




Los metaanalisis sobre la validez diagnodstica de la prueba muestran una
gran heterogeneidad en relacion con los estandares de referencia empleados,
grupos de edad evaluados y distintos marcadores moleculares incluidos en cada
test (30). Sin embargo, La falta de informacion sobre el posible impacto en la
incidencia y mortalidad por CCR, el elevado coste asociado, la mayor
complejidad técnica de las pruebas con diversos marcadores y la relacion coste-
efectividad menos favorable en comparacion con otras estrategias de cribado,

restringen su utilidad como prueba de cribado principal (31).

2.3.2. Pruebas de cribado endoscdpicas

2.3.2.1. Colonoscopia

La colonoscopia posibilita la observacion directa de la mucosa de todo el
colon y el recto. En el caso de la colonoscopia de cribado, se suele realizar tras un
test de sangre oculta en heces positivo, y es esencial que sea completa, abarcando
la exploracion hasta el ciego con visualizacion de la valvula ileocecal o el orificio
apendicular, y de alta calidad, con una preparacion adecuada en mas del 90% de
los casos (32). Para llevar a cabo la colonoscopia, se requiere sedacion mediante
farmacos intravenosos, una dieta baja en residuos en los dias previos y la
limpieza anterograda del colon mediante la administracion de una solucion
evacuante junto con la ingesta de 2-4 litros de agua. Durante la retirada del
endoscopio, es crucial realizar una exploracidbn minuciosa, la cual debe
extenderse por un minimo de 6-8 minutos (33,34).

Los riesgos directos asociados a la colonoscopia de cribado comprenden
la perforacion intestinal, hemorragia con o sin necesidad de hospitalizacion, y el

sindrome  postpolipectomia, que resulta de la progresion de




la electrocoagulacion endoscopica hasta la serosa después de una polipectomia.
Esto resulta en una quemadura transmural pero que no llega a perforar la pared
coloénica, ademas de los riesgos que surgen de la preparacion para la limpieza del

colon (24,29).

2.3.2.2. Sigmoidoscopia

La sigmoidoscopia flexible implica el uso de un endoscopio que permite
examinar la superficie mucosa hasta 60 cm del margen anal, abarcando el recto,
sigma y parte del colon descendente. Esta exploracion se lleva a cabo después de
la limpieza del colon con enemas y no requiere sedacion. En caso de obtener un
resultado positivo, es decir, que se encuentren polipos, se recomienda realizar un
examen completo del colon mediante colonoscopia (32).

La sigmoidoscopia se considera una técnica relativamente segura. Los
eventos adversos graves, como la perforacion intestinal, la hemorragia o la

muerte, son menos frecuentes que con la colonoscopia (29).

2.3.3. Otras pruebas de cribado no invasivas

En los tltimos afios se han incorporado métodos alternativos a las pruebas
de cribado convencionales (test de SOH y pruebas endoscopicas directas), de

caracter no invasivo, que pueden contribuir a mejorar la adherencia actual al

cribado de CCR.




2.3.3.1. Colonografia por Tomagrafia Computarizada

Consiste en la obtencion de imagenes tomograficas después de insuflar el
colon con aire o dioxido de carbono, seguido de su reconstruccion por ordenador
en dos o tres dimensiones. La prueba requiere la misma preparacion que para la
colonoscopia, pero se realiza sin necesidad de sedacion (29). Actualmente, se esta
evaluando la eficacia de llevar a cabo la colonografia por TC sin limpieza del
colon y con marcado fecal mediante contraste oral (35). La captura de imagenes
puede completarse en 5-10 minutos, aunque se necesitan 20-30 minutos
adicionales para su reconstruccion e interpretacion. En caso de obtener un
resultado positivo con deteccion de podlipos o CCR, es imperativo realizar una
colonoscopia, preferiblemente el mismo dia o el dia siguiente para evitar una

nueva preparacion intestinal (29,36).

La colonografia por TC es una prueba no invasiva con escasas
complicaciones significativas. Los pacientes pueden experimentar molestias
abdominales durante la insuflacion del colon o como resultado de la limpieza
intestinal (37). La perforacion del colon puede ocurrir en 2 de cada 10.000
procedimientos (35,37) y disminuye si se utiliza didxido de carbono en lugar de
aire. Los riesgos potenciales asociados con la exposicion periddica a dosis bajas
de radiacidon son inciertos, pero se observa una tendencia temporal hacia la
disminucién de la dosis de exposicién durante la colonografia por TC debido a

mejoras tecnologicas y cambios en los protocolos (27,29).




2.3.3.2. Capsula Endoscdpica de Colon (CEC)

La CEC es un método minimamente invasivo que permite explorar la
totalidad de la mucosa coldnica de forma segura sin necesidad de sedacion,
radiacidn o insuflacion de aire, aunque requiere una limpieza previa del colon.
Consiste en un dispositivo que mide 31,5 x 11,6 mm (Pillcam Colon Capsule® 2;
CEC-2. Given Imaging Ltd. Yoqneam, Israel) con dos camaras internas, sensores
que se adhieren al abdomen, una grabadora acoplada a un cinturén externo que
acttia como receptor y una bateria de 10 horas de duracion. Después de la ingesta,
la CEC-2 emite imagenes con una frecuencia variable, desde cuatro imagenes
cuando estd en reposo hasta 35 imagenes cuando estd en movimiento. Al finalizar
la grabacion, la informacion se descarga en una estacion de trabajo para su lectura
(38—-40). Si la CEC-2 detecta pdlipos o CCR, es necesario realizar una colonoscopia
para confirmar el diagnostico y, si es necesario, proceder con el tratamiento

endoscopico, como polipectomia u otros (29,32).

No hay evidencia contrastada que respalde su indicacién como prueba de
cribado de primera linea. No existen estudios que evaltien el impacto del cribado
con CEC en la mortalidad y deteccion del cancer colorrectal. La CEC-2 es un

procedimiento seguro con escasos efectos adversos (29).

2.3.3.3. Biomarcadores en la Sangre Periférica

El CCR surge como resultado de la acumulaciéon progresiva de diversas
alteraciones genéticas y epigenéticas. Esta situacion abre la posibilidad de
identificar biomarcadores asociados que podrian ayudar en la deteccion

temprana del tumor o, idealmente, prevenir su desarrollo. Los biomarcadores




son moléculas o sustancias presentes en la mucosa del colon, asi como en la
sangre, saliva u otros fluidos biologicos de personas que presentan cancer o
lesiones precursoras. Su identificacion podria mejorar de manera significativa el
diagnostico y tratamiento. Aunque el analisis de biomarcadores sanguineos aun
no se considera una estrategia recomendada para el cribado y diagnostico del
CCR, los avances recientes en protedmica y gendmica sugieren que estas
tecnologias podrian, en un futuro cercano, convertirse en alternativas o enfoques
complementarios a las estrategias actualmente aceptadas. En la actualidad se
estan investigando diversos tipos de moléculas, como la metilacién del ADN,
miRNA y proteinas en pacientes con lesiones precursoras o CCR avanzado,

aunque la evidencia en la poblacion de cribado atin es limitada (41,42).

3 Carcinoma colorrectal pT1

Los programas de cribado poblacional de CCR ha incrementado la
deteccion de CCR con infiltracion submucosa (pT1), representando
aproximadamente el 25% de todos los CCR diagnosticados en el contexto de
programas de cribado. El término de “polipo maligno” se define como un polipo
endoscOpicamente  benigno, pero con diagnodstico histologico de
adenocarcinoma. La mayoria de los pdlipos malignos corresponden a CCR pT1
y se asocian a menor morbilidad y mortalidad. Ante un diagnostico de CCR pT1
resecado endoscopicamente, debe sopesarse el riesgo de la presencia de
metastasis ganglionares, dado que la reseccion endoscOpica es curativa
unicamente si no existen metastasis ganglionares. Es conocido que entre el 7% y

el 20% de los CCR pT1 presentan metastasis ganglionares (43,44).




3.1. Factores histologicos de riesgo de metastasis ganglionares en el CCR pT1

Varios estudios y metaanalisis han identificado caracteristicas histologicas
de los CCR pT1 que estan asociadas con la presencia de metdstasis ganglionares,
como son la presencia de invasion linfovascular, alto grado histologico, tumor
budding (TB) intermedio o alto, poorly differentiated clusters G2 o G3, la
profundidad de invasién submucosa y el estado positivo de los margenes de

reseccion (39).

3.1.1 Invasion vascular

La invasion de vasos pequenos se define como la presencia de tumor
dentro de un canal revestido por endotelio sin musculo liso circundante o ldmina
elastica identificable, y puede representar la invasion de canales linfaticos (Fig.
6), capilares o vénulas post-capilares (45). Normalmente, no se exige diferenciar
el tipo de invasion de vasos pequefios de manera rutinaria. Se debe diferenciar la
invasion de vasos pequenios del artefacto de retraccion. El artefacto de retraccion
generalmente se observa dentro de la masa tumoral principal, mientras que la
invasion linfatica suele observarse mas alejada de la masa tumoral principal, a
menudo en el frente invasivo del tumor (46). En casos dificultosos, se pueden
utilizar tinciones inmunohistoquimicas para D2-40 o CD31 para ayudar a

diferenciar el artefacto de retraccion de la verdadera invasion vascular(47,48).

Multiples estudios han demostrado que la presencia de invasion
linfovascular es un predictor independiente de metastasis a los ganglios linfaticos

(49-55).




Figura 6: Imagen de invasion linfovascular de adenocarcinoma de colon en la

submucosa coldnica.

La invasién de vasos sanguineos grandes o venosos se denomina invasion
venosa o sanguinea extramural (Fig. 7) y se define como la presencia de tumor
dentro de un canal revestido por endotelio con musculo liso circundante o lamina
elastica, y se debe informar por separado de la invasion linfovascular o de vasos
sanguineos de pequeno calibre. Aunque se sabe que la invasién venosa
extramural es un factor prondstico desfavorable y estd asociada a metdstasis a
distancia por via sanguinea (hepaticas, pulmonares, 6seas, etc), laimportancia de
la invasién venosa intramural es de dificil ponderacion (45). Se recomienda que
la invasién venosa extramural, mas alla de la muscular propia, se informe por

separado de la invasion vascular intramural, que suele ser linfatica, ya que la




primera es un factor prondstico adverso y un factor de riesgo independiente para

metastasis hepaticas (56).

Figura 7: Imagen de una invasidon venosa extramural. Observamos un vaso de
calibre intermedio-grande con tumor en su interior, localizado en la grasa

mesentérica.

3.1.2. Grado histolégico

El grado histolégico del tumor se considera un factor de riesgo
independiente de metastasis ganglionar. El sistema de clasificacion del grado
para el CCR segtn la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se basa en el
porcentaje de formacion glandular por el tumor. Los adenocarcinomas bien
diferenciados exhiben formacién glandular en mas del 95% del tumor, los
adenocarcinomas moderadamente diferenciados en un 50% a 95% del tumor, y
los adenocarcinomas poco diferenciados muestran menos del 50% de formacion

glandular (Fig 8. A y B) (45). Se dividen en alto y bajo grado, incluyendo en bajo




grado los bien y moderadamente diferenciados. Los adenocarcinomas poco
diferenciados representan del 5% al 10% de los CCR y se asocian a peor

prondstico (57-60).

Hay que tener en cuenta que el sistema de clasificacion mencionado
anteriormente solo se aplica al adenocarcinoma convencional. Las variantes
histoldgicas especiales como el carcinoma medular y los adenocarcinomas
mucinosos, u otros, no deben clasificarse segun estos criterios. Asi, los
carcinomas medulares tienen un crecimiento sélido con abundante componente
inflamatorio linfocitario, suelen presentar inestabilidad de microsatélites y se
asocian a mejor prondstico. Los sistemas de clasificacién histoldgica para los
adenocarcinomas mucinosos no se han estandarizado, pero el prondstico de estos
tumores generalmente estd relacionado con la cantidad y grado de diferenciacion
del componente epitelial dentro de los lagos de moco, asi como del estado de

inestabilidad de microsatélites (45,59,61).

Figura 8: Representacion de adenocarcinomas de diferentes grados de

diferenciacion. (A) bien diferenciado con mas del 95% de formacion glandular,

y (B) pobremente diferenciado sin formacion glandular.




3.1.3. Tumor budding

El tumor budding (TB) se define como la presencia de células tumorales
individuales o en grupos de hasta 4 células en el frente invasivo del tumor (61).
El TB es una manifestaciéon de la transicion epitelio-mesénquima (EMT), donde
las células tumorales realizan una transicion a un fenotipo mesenquimal mas
movil y con capacidad invasiva. En el CCR el TB es un factor pronostico
importante, sobre todo en estadios iniciales. En los tumores pT1, el TB esta
significativamente asociado con un mayor riesgo de metastasis ganglionares, y
en el estadio II del cancer de colon se asocia con una peor supervivencia libre de
enfermedad (62,64,65). Segun las pautas del College of American Pathologists
para informes sindpticos sobre los CCR, el TB es un elemento obligatorio para
todos los CCR que surgen en polipos, asi como para los casos de cancer de colon
en estadios I y II. En la Conferencia Internacional de Consenso sobre TB se emitio
un sistema de puntuacion estandarizado e hicieron recomendaciones para
informar sobre el TB en el CCR. Segun las pautas, el TB debe contarse en
preparaciones tefiidas con hematoxilina-eosina y no se recomienda hacerlo con
tinciones de inmunohistoquimica para citoqueratinas, que pueden utilizarse para
contar TB dificiles de identificar debido a la presencia de inflamacion o necrosis.
El TB se evaluia en el frente invasivo del tumor. Se debe hacer un cribado o
escaneo con un objetivo de 10X para identificar la zona del tumor donde haya
mas namero de TB, o campo de "hot-spot”, y entonces contar el TB con un
objetivo de 20X, en un 4rea de 0.785 mm?2. La Conferencia Internacional de
Consenso sobre TB propuso un sistema de clasificacion de tres niveles para
informar el TB: Bd1 o budding bajo, de 0 a 4 buds; Bd2 o budding intermedio, de
5a 9 buds; Bd3 o budding alto, 10 o mas buds (Fig. 9 A) (62,65,66). Con este
sistema, el budding intermedio a alto se asocia con metastasis ganglionares en

CCR pT1, y un TB alto se asocia con un mayor riesgo de recurrencia y mortalidad




en CCR en estadio II (59,64,67,68). Recientemente, se ha descrito una cuarta
categoria de TB en los CCR: BdO. Esta categoria resaltaria los tumores con una
ausencia completa de formacién de TB tumorales y se ha demostrado que tienen

mejor pronostico que los Bd1 (66).

Se debe tener precaucion al evaluar el TB en ciertas variantes histoldgicas
del CCR. En los carcinomas mucinosos y de células en anillo de sello, los grupos
de células suspendidos dentro de los lagos de moco no deben contarse como buds
tumorales. En el carcinoma medular, la disociacion de las células tumorales
secundaria a la inflamacion puede imitar los buds tumorales, y los poorly
differentiated clusters (PDC), por lo que no deben contarse en carcinomas
micropapilares puros. En casos en los que no se pueda realizar un recuento
preciso del TB, el recuento y la clasificacion del TB deben informarse como "no se
puede evaluar” con una nota que explique la razén. Ademas, no se debe informar
el TB en resecciones de cancer rectal después de la terapia neoadyuvante, dado
que el tratamiento puede haber influenciado en la arquitectura tumoral y no hay

datos suficientes sobre su importancia prondstica (64).

Los TB se describieron como la presencia de TB peritumorales en el frente
infiltrante del tumor (PTB). Posteriormente se describieron los TB intratumorales,
que son TB localizados en el centro del tumor (ITB). Los ITB son muy utiles en
biopsias de carcinoma de recto, pues un ITB alto indica alta agresividad tumoral
y estos pacientes se beneficiarian de terapai neoadyuvante, independientemente
del estadio T. Hay que considerar que los PTB solo se pueden evaluar en muestras
de reseccion endoscdpica o quirtrgica, mientras que ITB se pueden evaluar tanto
en biopsias como en muestras de reseccion de cancer colorrectal. Tanto ITB como
PTB son manifestaciones morfologicas de la transicion epitelial-mesenquimal

(62).




3.1.4. Poorly differentiated clusters

Los Poorly Differentiated Clusters (PDC) se han definido como grupos de >5
células tumorales en el estroma del frente invasivo o del centro del tumor, que
no formen una estructura glandular. Para cuantificar los PDC, primero se explora
todo el tumor a pequefno aumento para identificar el area con el mayor niimero
de PDC, incluyendo su borde infiltrativo. Luego, se cuentan los PDC con un
objetivo X20 en el drea hot-spot y se clasifican en tres grados: G1: de 0 a4; G2 de 5
a9; G3 210 PDC (Fig. 9 B) (68).

En los carcinomas mucinosos se ha propuesto contar los PDC dentro de

los lagos de moco (63).
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Figura 9: Tumor budding y Poorly Differentiated Clusters: (A) TB alto (Bd3) y
(B) y PDC de alto grado (G3).




3.1.5. Profundidad de invasion submucosa

El grosor de la invasion submucosa es uno de los criterios que ha ido
variando en los altimos afos en cuanto a la importancia y su relacién con la
presencia de metdstasis ganglionares. Es de suma importancia que la medicion
de esta variable histoldgica sea consistente y reproducible entre patdlogos, por lo
que debe haber un consenso de cémo realizar esta medicion. Varios autores han
propuesto diferentes criterios para evaluar la extension de la invasion submucosa
en CCR pT1. Kikuchi et al. (69) realizaron un estudio utilizando piezas de
reseccion quirurgica y propusieron un sistema de tres niveles para CCR pT1
sésiles (Fig. 10), definidos como sm1= invasion superficial o leve del 1/3 superior
de la submucosa de 200 a 300 um de profundidaddesde la muscularis mucosa;
sm2= invasion de 2/3 de la submucosa o intermedia y sm3= invasion de 3/3 de la
submucosa, con el carcinoma cerca de la superficie interna de la muscular propia.
En este estudio, la incidencia de metastasis ganglionares fue del 0%, 5% y 25% en
sml, sm2 y sm3, respectivamente, siendo sm3 un factor de riesgo independiente
de metastasis ganglionar. Estudios posteriores han respaldado estos hallazgos
(70). El problema principal de la clasificacion de Kikuchi es que es necesaria la
presencia de la muscular propia para poder establecer esta clasificacion, por lo
que puede realizarse en piezas quirurgicas, y Unicamente en resecciones

endoscdpicas que incluyan muscular propia.
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Figura 10: Clasificacion de Kikuchi de la invasiéon submucosa (Sm) de CCR

pT1. Adaptado de Aarons et al. (71)




Haggitt et al. (72) propusieron una clasificacion para CCR pT1 aplicable a los
carcinomas originados sobre polipos pediculados, de la siguiente manera: Nivel
0: carcinoma que infiltra la mucosa, por encima de la muscularis mucosae
(carcinoma in situ); Nivel 1: carcinoma que invade la submucosa a nivel de la
cabeza del polipo; Nivel 2: carcinoma que invade la submucosa a nivel del cuello
del pdlipo; Nivel 3: carcinoma que invade la submucosa a nivel del tallo del
polipo; Nivel 4: carcinoma que invade la submucosa debajo del tallo del podlipo,
pero por encima de la muscular propia. Demostraron que los pacientes con Nivel
4 de Haggitt tenian significativamente mas probabilidades de tener metastasis
ganglionares o recidivas de la enfermedad. Si se aplica la clasificacion de Haggitt

a los CCR planos u originados en polipos sésiles, éstos tltimos tendran un Nivel

4 de Haggitt (Figura 11).
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Figura 11: Clasificacion de Haggitt de la invasion submucosa en pdlipos

pediculados y sésiles. Adaptado de Aarons et al. (71)




La profundidad de invasion generalmente se puede obtener facilmente en
muestras correctamente orientadas utilizando un micrometro o software digital.
En los pdlipos pediculados, la invasion de la submucosa se mide trazando una
linea desde el punto donde cambia la mucosa de colon normal a mucosa con
displasia o adenomatosa a cada lado del tallo del pdlipo. Esta linea es la linea de
Haggitt. La profundidad de invasion serd el carcinoma que se encuentre por

debajo de esta linea hasta la altima célula tumoral visible (Fig. 12).

En los polipos sésiles, cuando la muscularis mucosa esta intacta, o bien es
identificable, la invasion de la submucosa se mide desde el nivel inferior de la
muscularis mucosa. Cuando la muscularis mucosa esta completamente borrada
o destruida por el tumor, la invasion de la submucosa se mide desde la superficie
del tumor. Historicamente, la invasion submucosa de 1 mm o mads se creia que
representava un factor importante del riesgo de metdstasis ganglionares (riesgo
relativo, 5.2; IC del 95%, 1.8-15.4) (59). Sin embargo, un metaanadlisis reciente
realizado por el grupo de Zwager et al. determina que la invasion submucosa no
es un factor de riesgo independiente de metastasis en ganglios linfaticos. Estos
resultados desafian la perspectiva temprana y el dogma oncologico de la invasion

submucosa como un fuerte indicador para la cirugia oncoldgica (73).
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Figura 12: Medicion de la profundidad de invasion submucosa en polipos
pediculados y sesiles. A,: Pdlipo sésil: Cuando es posible identificar la
muscularis mucosa, se mide la profundidad de la invasién de la submucosa
desde el borde inferior de la muscularis mucosa. B: Cuando no es posible
identificar la muscularis mucosa, la profundidad de invasion de la submucosa se
mide desde la superficie del tumor hasta la ultima célula tumoral en el frente
invasivo del tumor. C: Pdlipo pediculado: Para lesiones pediculadas, la
profundidad de invasion de la submucosa se mide trazando una linea que separa
la mucosa normal de la mucosa con displasia (linea de Haggitt), midiendose la
profundidad de invasién desde esta linea hasta la tltima célula tumoral. Cuando
la invasidn se limita al interior de la cabeza, por encima de la linea de Haggitt, la
profundidad de la invasion de la submucosa es de 0 mm. En pélipos pediculados
es conveniente informar ademas de los mm de infiltracion de la submucosa, el

nivel de Haggitt. Adaptado de Kajiwara et al. (74)




3.1.6. Margenes de reseccion

La evaluacion del estado de los margenes de reseccion comienza con un
examen macroscopico adecuado de la pieza de polipectomia. Para polipos
resecados en bloque, se debe identificar y pintar el margen de reseccion o el
pediculo del pdlipo con tinta china negra para su visualizacion posterior al
microscopio. Posteriormente, siempre que sea posible, los polipos deben
seccionarse perpendicularmente al margen de reseccidon o al pediculo, lo que
permitira medir la distancia del carcinoma al margen de reseccion. Las
disecciones endoscopicas submucosas y las resecciones quirurgicas transanales
suelen recibirse fijadas con alfileres en corcho o Porexpan®, con identificacion de
la orientacién por el endoscopista o cirujano. Se debe pintar el margen de
reseccion profundo y los laterales con tinta china. Si se recibe orientado, se puede
pintar con distintos colores para identificacion de los distintos margenes. El
material, proceda de polipectomias, disecciones submucosas endoscopicas o
resecciones quirurgicas, debe incluirse en su totalidad, (75), lo que permite una
evaluacion adecuada de la totalidad de la lesion, medicién y analisis de todos los

factores de riesgo histologicos, asi como de los margenes de reseccion (40).

Deben informarse tanto los margenes laterales como el profundo. El
estado de los margenes puede resultar mas dificil de evaluar en especimenes
recibidos en fragmentos, lo que debe indicarse en el informe patologico (46,76).
Se debe informar el estado del margen, positivo o negativo, asi como la distancia
del tumor al margen mas cercano. El verdadero margen de reseccion se define
como el borde libre del tejido conectivo submucoso con artefacto de cauterizacion
(Fig. 13). La presencia de tumor en el margen o a menos de 1 mm del margen de
reseccion es un factor de riesgo para la recidiva del tumor. Como tal, los pacientes

con margenes positivos o cercanos a menudo requieren intervencion quirtrgica




adicional (75). Los pacientes con un margen de reseccion negativo y que carecen
de factores histologicos de alto riesgo, tienen un bajo riesgo de metastasis
ganglionares y pueden ser manejados adecuadamente con extirpacion local, sin

necesidad de reseccion quirurgica posterior (77).

Figura 13: Imagen histologica de un CCR pT1 con margen de reseccién

profundo positivo, con artefacto de cauterio.

3.2. Linfangiogénesis: Un enfoque detallado

Esta bien establecido que la metastasis a ganglios linfaticos es el factor
prondstico mas importante en el CCR (63-68). Sin embargo, los eventos que
inician y regulan la invasion vascular linfatica y la subsiguiente metastasis no se
comprenden bien. La invasién linfatica es un requisito inicial para la metastasis
a los ganglios linfaticos, y se ha demostrado en ciertos tumores que las células
tumorales con una mayor exposicion a la vasculatura linfatica tienen tasas mas

altas de metdstasis ganglionares por via linfatica (78,82,84-87). No es




sorprendente que un mayor indice de densidad de vasos linfaticos esté asociado
a peor supervivencia en varios tipos de tumores, incluyendo el carcinoma
escamoso de cabeza y cuello, carcinoma de tiroides, carcinoma de mama y
melanoma (88-91). Algunos trabajos han demostrado una asociacion similar
entre una alta densidad de microvasos linfaticos y tasas aumentadas de
metastasis en ganglios linfaticos, con peor prondstico en el CCR (80,92). Estos
hallazgos han sido validados en trabajos adicionales en CCR pT1 con una alta
densidad de vasos linfaticos, que han mostrado una tendencia similar hacia una

mayor incidencia de metdastasis en ganglios linfaticos (93-95).

Aunque los vasos linfaticos son generalmente abundantes en la
submucosa coldnica, los estudios basados en microscopia Optica y electronica
convencional, demuestran la ausencia de vasos linfaticos por encima del nivel de
la muscularis mucosae, es decir, en la ldmina propia de la mucosa del colon
(78,82). La evaluacion inicial de los linfaticos en la mucosa del intestino grueso se
realizo principalmente mediante secciones histologicas tefiidas con hematoxilina
y eosina (H&E) y con cortes analizados con microscopia electronica (96). Sin
embargo, la identificacion de los linfaticos mediante microscopia Optica
convencional y microscopia electronica no solo fue desafiante, sino también poco
tiable. Por ello, en estudios posteriores se utilizaron técnicas
inmunohistoquimicas con el anticuerpo monoclonal D2-40, especifico para
endotelio de vasos linfaticos, para estudiar la invasion linfatica y la densidad de
los vasos linfaticos en el carcinoma de colon (92,97,98). La mayoria de los estudios
que emplearon estos métodos confirmaron la hipotesis de la ausencia de vasos

linfaticos en la lamina propia de la mucosa coldnica normal.

No fue hasta un estudio realizado por Fogt et al., en el que utilizaron D2-

40 para identificar los vasos linfaticos en la mucosa colénica normal, asi como en




adenomas y carcinomas invasivos. Este grupo encontr6 que, aunque ausentes en
la mucosa del colon normal, los vasos linfaticos estaban presentes en la ldmina
propia de los componentes in situ de CCR invasivos, asi como asociados con
nidos epiteliales invasivos de CCR incipientes (99). Mientras que este ultimo
hallazgo esta bien establecido, el primero sugiere que los vasos linfaticos pueden
estar presentes en la ldmina propia del colon en estados anormales distintos al
carcinoma invasivo. En concordancia con estos resultados, Kenney et al,
tampoco pudieron demostrar la presencia de vasos linfaticos en la ldmina propia
de la mucosa de colon normal con tincion para D2-40. Sin embargo, demostraron
la presencia de vasos linfaticos por encima del nivel de la muscularis mucosae en
la mayoria de casos con hallazgos patoldgicos, ya fueran neopldsicos o
inflamatorios (78). Por lo tanto, estos autores demostraron que bajo
circunstancias patoldgicas especificas, la inflamacion se asocia con la presencia
de vasos linfaticos en la mucosa coldnica. En otra serie del grupo de Kaiseling et
al. utilizaron la tincion con D2-40 para demostrar que los vasos linfaticos pueden
estar presentes en la mucosa coldnica en casos de colitis ulcerosa de larga
duracion, donde hay ensanchamiento de la muscularis mucosae,
muscularizacion de la mucosa, cambios filiformes en la mucosa o hiperplasia del
tejido linfoide asociado a la mucosa (100). Mas recientemente, Kaneko et al.
revelaron que la densidad de vasos linfaticos era proporcional al grado de
inflamacidn asociada en casos de CCR pT1 (95). Es probable que los mediadores
inflamatorios induzcan la linfangiogénesis en estos contextos, es decir, pueden
desempenar un papel significativo en la regulacion de la proliferacion de vasos

linfaticos en la lamina propia del colon.

Como ya se ha introducido, la neoplasia induce linfangiogénesis en la
mucosa colénica. Ademas de los hallazgos relacionados con la inflamacion, el

grupo de Kaiseling et al. encontrd en casos de colitis ulcerosa con presencia de




displasia epitelial, una asociacion entre cambios epiteliales displasicos e
incremento de la cantidad de vasos linfaticos (100). Otros investigadores,
Kuroyama et al. utilizaron ensayos histoquimicos con enzimas para identificar
vasos linfaticos en casos de CCR y mostraron que los vasos linfaticos
intratumorales estaban presentes en el 91% de los CCR, siendo la densidad de
vasos linfaticos significativamente mayor dentro del tumor que en la submucosa
circundante. También Fogt et al. utilizando D2-40 reportaron la presencia de
vasos linfaticos tanto adyacente a nidos de tumor invasivo como en la ldmina
propia que rodea regiones de carcinoma in situ (99). Estos hallazgos implican que
en la mucosa colorrectal existe una asociacién entre la neoplasia epitelial y la
linfangiogénesis. Kenney et al. también demostraron que las condiciones
neoplasicas (adenoma y carcinoma in situ) estaban asociadas con la presencia de

vasos linfaticos en la lamina propia del colon (78).

Cabe destacar que el sistema estadificacion del AJCC se basa en el
concepto histdrico de que los vasos linfaticos estdn ausentes en la IJdmina propia
del colon. Esto puede ser cierto para el colon normal, pero claramente no es el
caso para el carcinoma invasivo, y podria no ser verdad para carcinomas in situ.
Como ya se ha comentado, y en base a la literatura, los vasos linfaticos son a
menudo identificables en la lamina propia de podlipos colonicos y en casos de
enfermedad inflamatoria intestinal (83,86,96-98,101,102). Ademas, el grupo de
Fogt et al. observd émbolos tumorales en vasos linfaticos de carcinomas

intramucosos (99).




4 Estadificacion del Cancer. TNM

La reseccién quirurgica sigue siendo la terapia mas efectiva para el CCR
localizado, y la mejor estimacién del prondstico se deriva de los hallazgos
patologicos en la pieza de reseccion quirdrgica. El alcance anatémico de la
enfermedad, o estadio tumoral, es el factor prondstico mas importante en el CCR,

y se calcula con el sistema TNM (Fig. 14).

{ —< (4 4
perirecta N S——— e —
s = Subrerona
J .o AVentitia ——
ot .—}

AVENTINLY ——

Figura 14. Estadiaje pT del CCR en funcidn del grado de infiltracién. Adaptado
de Washington et al. (45).

En la actualidad, el sistema recomendado de estadificacion de los tumores
es el sistema TNM, desarrollado conjuntamente por el Comité Conjunto
Americano sobre el Cancer (AJCC) y la Unién Internacional Contra el Cancer
(UICC). En este sistema, la designacion "T" se utiliza para describir la extension

local del tumor, "N" hace referencia al estado de los ganglios linfaticos y "M"




Al "

indica la presencia o ausencia de metastasis a distancia (Figura 15). El prefijo "p
se refiere a la clasificacidn patologica del sistema TNM, que se basa en un examen
tanto macroscdpico como microscopico de los tejidos afectados. Especificamente,
la "pN" se utiliza para indicar que se han obtenido y evaluado los ganglios
linfaticos relevantes con el fin de identificar posibles metastasis. Este sistema de
clasificacion es esencial para proporcionar informacion precisa sobre el estadio
del cancer, que es el factor pronostico mas importante para el paciente, y para
guiar las decisiones de tratamiento, lo que resulta fundamental en el manejo
clinico de los pacientes con cancer. Por otro lado, la clasificacién clinica (cTNM)
generalmente se realiza utilizando las pruebas de imagen, antes de la cirugia o
tratamiento neoadyuvante, durante la evaluacion inicial del paciente o cuando

no es posible la clasificacion patoldgica.

Estadio pT pN M
I 1-2 0 0
1A 3 0 0
1IB 4a 0 0
11C 4b 0 0
1A 1-2 1 0
ITTA 1 2a 0
I11B 3-4a 1 0
I11B 2-3 2a 0
I11B 1-2 2b 0
IC 4a 2a 0
IIIC 3-4a 2b 0
IC 4b 1-2 0
IVA 1-4 0-2 la
IVB 1-4 062 1b
IVC 1-4 062 lc

Figura 15. Estadios prondsticos en CCR segtin la AJCC (103).




41 Enfoque en las micrometastasis

Hay que destacar la importancia de la 8 edicion del Manual de
Estadificacion del Cancer TNM del Comité Conjunto Americano sobre el Cancer
(AJCC, American Joint Committee on Cancer) en relacion con las micrometastasis
en ganglios linfaticos en pacientes con CCR. Este manual define las
micrometastasis como grupos de 10 a 20 células o conglomerados tumorales de
al menos 0.2 mm de didmetro, y recomienda considerarlas como ganglios
linfaticos positivos. Esta redefinicion es especialmente significativa dado que se
ha demostrado que los pacientes con micrometastasis ganglionares tienen peor
pronostico e implica que los pacientes con CCR que presenten micrometdstasis
deben recibir quimioterapia adyuvante, lo que puede mejorar su pronostico.

Cabe destacar una revision sistematica con metaanalisis de estudios que
evaluaron la importancia pronostica de la deteccion de células tumorales en los
ganglios linfaticos regionales mediante métodos distintos a la H&E convencional,
realizada por Rahbari et al. Mostraron que en pacientes con CRC con ganglios
negativos diagnosticados con H&E (pNO0), , la deteccion molecular de
micrometastasis en los ganglios linfaticos regionales se asociaba con mayor
riesgo de recurrencia de la enfermedad y a peor supervivencias global, libre de

enfermedad y asociada a la enfermedad (104)

El Manual de Estadificacion del Cancer también subraya que, segun un
metaanalisis realizado por Sloothaak y otros investigadores (105), las
micrometastasis ganglionares en CCR tienen un valor pronostico significativo.
Esta conclusion ha sido respaldada posteriormente por el mismo grupo de
investigadores (106). Lo mas sorprendente es que la investigacion realizada por
el grupo de Yamamoto et al. en el andlisis inmunohistoquimico de micro-

metastasis y células tumorales aisladas (107) tuvo un impacto significativo en la




revision del sistema de estadificacion TNM por parte del AJCC, lo que representa

un logro muy destacado en el campo de la oncologia.

5 Método One Step Nucleic Acid Amplification (OSNA). Generalidades

El método OSNA, por sus siglas en inglés One Step Nucleic Acid
Amplification (Sysmex Corporation, Kobe, Japon) es una técnica de diagnostico
molecular utilizada en el campo de la patologia y la oncologia para detectar
metdstasis en los ganglios linfaticos de varios tipos de cancer, sobre todo en
cancer de mama, pero ha sido validada en otros carcinomas, incluido el CCR.
Este método es particularmente valioso para evaluar la presencia de cancer en los
ganglios linfaticos, ya que proporciona resultados rapidos, cuantitativos y
precisos, y puede realizarse durante la cirugia, , lo que permite a los cirujanos
tomar decisiones en tiempo real sobre el procedimiento quirurgico a realizar en
funcion del resultado obtenido del analisis de los ganglios linfaticos. Es un
método semiautomatico que se basa en el lisado y homogenizacion del ganglio
linfatico seguida de la amplificacion y cuantificacion en tiempo real del ARN
mensajero (ARNm) de citoqueratina 19 (CK19), obteniendo el resultado en 30-40
minutos (108). Un ganglio linfadtico normal no contiene células epiteliales. El
ARNm de la CK19 es un buen marcador para identificar células epiteliales
metastdasicas procedentes del tumor, como ya se ha demostrado en el cancer de

mama, colon, estdmago o tiroides (98-101).

El método OSNA se realiza de forma rapida y automatizada, es altamente
especifico y garantiza la ausencia de contaminacion por ADN gendmico. Este
proceso se realiza en un equipo RD-100i (Sysmex Corp, Japan) con el uso de los

reactivos LYNOAMP® y LYNORHAG®. Utiliza una técnica de amplificacion




innovadora llamada RT-LAMP (Amplificacion Isotérmica en Mediada por

Bucle), que tiene las siguientes caracteristicas clave:

1. Transcribe el ARN mensajero y amplifica el ADN complementario
(cADN) sin necesidad de pasos adicionales de purificacion.

La amplificacion es isotérmica, a una temperatura constante de 65°C.
Cada muestra se amplifica en 11 minutos.

Utiliza seis primers diferentes para asegurar alta especificidad.

A

Permite la deteccion en tiempo real.

Los resultados del método OSNA son cuantitativos. Asi, ofrece una forma
mas precisa de determinar el estado de los ganglios linfaticos al introducir una
nueva métrica llamada Carga Tumoral Total (CTT). La CIT representa la suma
de todas las copias de ARNm CK19 contenidas en todos los ganglios linfaticos
analizados mediante OSNA. La CTT proporciona un valor cuantitativo continuo
que representa la cantidad de tumor presente en el compartimento ganglionar,
lo que ha demostrado ser un indicador prondstico valioso por ejemplo en
pacientes con CCR o cancer de mama (113,114). Esto permite una evaluacion mas
precisa del riesgo de recurrencia de los pacientes y permite un tratamiento

personalizado adecuado.

El resultado molecular cuantitativo obtenido estd directamente
relacionado con la cantidad de células tumorales metastaticas presentes en los
ganglios linfaticos. En los primeros estudios de validacion de la técnica en CCR
y cancer de mama se establecieron cuatro puntos de corte que en la actualidad ya

no se utilizan en la practica diaria para el manejo terapéutico de los pacientes:




e Negativo absoluto (<100 copias/microlitro)
e (Células tumorales aisladas (entre 100 y 250 copias/microlitro)
e Micrometastasis (entre >250 copias y 5000 copias/microlitro)

e Macrometastasis (>5000 copias/microlitro)

El método OSNA tiene aprobada la indicacion de uso para el diagndstico
de metastasis ganglionares en cancer de mama, cancer de colon y cancer gastrico.
En el caso del cancer de mama la implementacidn rutinaria del método OSNA
para el diagnostico de metdstasis ganglionares es una realidad, especialmente en
el continente europeo, incluso en algunas guias clinicas de Anatomia Patoldgica
-como la del Reino Unido o el libro blanco de la de la SEAP- lo han incluido en

sus protocolos de manejo y recomiendan su uso asistencial (113,115).

5.1. Método OSNA en Cancer de Mama

La técnica OSNA fue inicialmente aplicada en el ambito del manejo
intraoperatorio del cancer de mama, especificamente en la evaluacion de los
ganglios linfaticos centinela (GLC) (116-119). Los primeros estudios se enfocaron
en la capacidad del método OSNA para detectar patologia neoplasica en GLC
axilares en cancer de mama. Estos estudios compararon la técnica con analisis
histologicos e inmunohistoquimicos exhaustivos, logrando concordancias

superiores al 90% (115-119).

Investigaciones posteriores se centraron en evaluar el potencial de la
técnica OSNA en GLC axilares para predecir la presencia de metdstasis axilares
adicionales en ganglios linfaticos no centinela (114,115,119). Se destaco la utilidad

de la capacidad cuantitativa de la técnica OSNA, y se observaron tasas de




afectacion en GLC no axilares relacionadas con los resultados OSNA. La
deteccion de micrometastasis llevd a un riesgo de metastasis en ganglios no
centinela del 10-20%, mientras que la presencia de macrometdastasis aumento el

riesgo al 35-55% (116-118,120,121)

Otros estudios se enfocaron en evaluar el poder predictivo de la CIT en
GLC (114,115,119). Se observé que la CTIT de los GLC podia determinar la
probabilidad de metdstasis axilares adicionales, con un punto de corte estimado
de 15.000 copias de ARNm de CK19/uL por caso en uno de los estudios (133). Sin
embargo, analisis adicionales revelaron la complejidad de la situacion, ya que el
valor predictivo de la técnica OSNA y la CTT estaba influenciado por factores
histologicos y clinicos adicionales. Un estudio mostr6 que la CTT de mas de 1.2
x 105 copias/uL en GLC axilares presentaba un valor predictivo negativo del 80%
para la presencia de metastasis axilares adicionales, pero este valor variaba al

evaluar subgrupos segin receptores hormonales positivos (115).

Para profundizar en las evaluaciones, algunos grupos presentaron un
nomograma que intenta predecir el riesgo de metastasis ganglionares adicionales
(140). Este nomograma incluye no solo el valor de la CTT, sino también otros
factores estadisticamente significativos para predecir la presencia de metdstasis
ganglionares axilares, como la invasion linfovascular, el nimero de GLC

afectados, el estado de Her2 y el tamafio tumoral (119).

5.2. Método OSNA en Cancer Colorrectal

Aproximadamente un 20-25% de los pacientes con CCR en estadio I y II,

(pT1-4 NO), sin afectacion de ganglios linfaticos sufriran una recurrencia de la




enfermedad en un plazo de 5 afios (122-124). Este fenomeno se explica en parte
por la presencia de metdstasis ganglionares de pequeno tamafio, que no se
detectan mediante el andlisis histopatologico convencional. En la mayoria de los
casos, se realiza solo un nivel de tincion con H&E para evaluar los ganglios
linfaticos en pacientes con CCR. Sin embargo, este enfoque analiza solo una parte
muy pequena y arbitrariamente seleccionada de la totalidad del ganglio linfatico,
lo que hace inevitable la omision de micrometastasis. La baja sensibilidad de la
tincion con H&E para la deteccion de micrometastasis en ganglios linfaticos en
pacientes con CCR es bien conocida. La falta de un método de deteccion
altamente sensible de metastasis en ganglios linfaticos sigue siendo un problema
preocupante para el manejo del CCR en estadios precoces, y especialmente para
el oncologo, ya que los pacientes se infraestadifican y no se benefician de
quimioterapia adyuvante, por lo que tienen mayor riesgo de recurrencias locales

y a distancia, asi como una peor supervivencia.

La baja sensibilidad de la H&E para el estadiaje ganglionar (pN) en el CCR
se ha intentado mejorar realizando cortes seriados de los ganglios, anadiendo
tinciones de inmunohistoquimica para citoqueratinas, o utilizando métodos
moleculares costosos. Hasta la fecha, el método OSNA es el método validado mas
sensible para obtener un estadiaje ganglionar real en CCR en estadios I y II,

habiendo numerosos estudios que lo demuestran (108,109,113,125-131)

5.2.1. Diseccion de ganglios linfaticos en fresco en el CCR y diagnoéstico del

estadio pN con extensiones citoldgicas

El primer paso para el analisis de los ganglios linfaticos con el método
OSNA es la diseccion de los mismos en fresco. Para ello, se debe preparar el lugar

de trabajo y el material antes de recibir la pieza quirtrgica. Se necesitaran los




siguientes materiales: mascara, bata y gorro quirurgico, hielo picado, placa de
aluminio, papel de filtro limpio, guantes estériles sin polvo, pinzas y hojas de
bisturi estériles, portaobjetos pretratados, tubos de PCR, casetes y bascula de

precision.

Se debe iniciar la diseccion de los ganglios linfaticos antes de 60 minutos
tras la extraccion de la pieza por parte de los cirujanos. Esta celeridad es
importante para evitar la degradacion excesiva del mRNA. Por ello, debe crearse
un circuito rdpido de llegada de la pieza quirargica al servicio de Anatomia
Patologica. Existe la posibilidad de que no se pueda iniciar la diseccion
ganglionar pasados esos 30-60 minutos tras la extraccion, en ese caso, se podria
guardar la pieza en la nevera a -4°C durante un maximo de 2 horas y evitaria que

se degrade el mRNA.

Debe prepararse la mesa de trabajo, extendiendo el hielo en la base y
poniendo encima una placa metalica. Se pone papel de filtro limpio encima de la
placa metdlica y se coloca en la superficie la pieza quirurgica. Se separa el
mesocolon o mesorrecto con ayuda de un bisturi y pinzas estériles. Se debe
procurar no perforar la pared del colon o recto con el bisturi, esquivar las zonas
de infiltracion del tumor en el tejido adiposo o la presencia de diverticulos. En
caso de que el tumor infiltre la grasa, se aconseja no disecar la misma en la zona

del tumor y dejar un margen de 1 cm, disecando grasa libre.

Una vez disecado el tejido adiposo, se limpia con agua del grifo para
eliminar la sangre. Se cambia el papel de filtro por uno limpio y la hoja de bisturi.
Seguidamente, se procede a la busqueda de ganglios linfaticos separando y
cortando la grasa con la ayuda del bisturi. En ningtn caso se deben intentar

disecar los ganglios de forma manual y no se debe tocar la grasa con los guantes.




Cuando se identifica un ganglio linfatico, se realizara una seccion central o hemi-
seccidn y se efectuard una extension circular de la superficie resultante a la
hemiseccion, en un portaobjetos pretratado con el fin de obtener una extension
monocapa de células. Después se introducira la mitad del ganglio en un tubo de
PCR. La otra mitad del ganglio se evaluara de forma convencional por H&E. Se
repetira el procedimiento con cada ganglio linfatico disecado. Se introduciran
varios ganglios (mitades) en un mismo tubo de PCR usando el método pooling
disenado por nuestro grupo, que consiste en el analisis de multiples ganglios
linfaticos en un mismo tubo de PCR, hasta un peso de 600 mg, que es el limite de
peso por tubo en el sistema OSNA (126). Al finalizar la diseccion ganglionar, los
tubos de PCR que contienen los ganglios deben almacenarse en un congelador a

-80°C hasta la realizacion de la técnica OSNA.

El objetivo de realizar la extension citoldgica es poder realizar el analisis
morfologico, dado que una parte del ganglio se destina a OSNA y el resto para
H&E. Se realizardn extensiones de tres o seis ganglios por portaobjetos. Los
portaobjetos se secaran al aire y se llevara a cabo una técnica inmunohistoquimica
para CK19 de las extensiones, sin realizar pretratamiento previo. De esta forma,
con las extensiones podremos dar el valor pN, y compararlo con el valor pN

obtenido con H&E.

Tras la diseccion en fresco de los ganglios linfaticos, la pieza quirurgica y
la grasa restante se fijard en formol durante 24 horas. Tras ello, se hard una
busqueda adicional de ganglios linfaticos residuales que puedan quedar en la
grasa. Los ganglios residuales que se identifiquen se estudiaran por el método
histologico convencional (un corte central, tefiido con H&E). El estudio del tumor

se realiza siguiendo los protocolos actualizados del Colegio Americano de

Patologia (http://www.cap.org).



http://www.cap.org/
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Hipotesis

La hipotesis de la presente tesis doctoral se basa en que la utilizacion del
método OSNA para el andlisis de ganglios linfaticos en etapas muy tempranas
de carcinomas colorrectales, pTis y pT1, proporcionara informacién crucial sobre
la cantidad de celularidad tumoral presente en los ganglios linfaticos que drenan
el tumor, ya sean células tumorales aisladas, micro o macrometastasis, lo que
permitird una evaluacién mas precisa del estado ganglionar real en estos

pacientes.

Ademads, se plantea que la presencia de celularidad tumoral en los
ganglios linfaticos de los carcinomas in situ proviene de la presencia de vasos
linfaticos en la lamina propia de estos tumores, un factor histoldgico previamente
no investigado. Por ello, la presencia y cuantificacion de los vasos linfaticos en la
lamina propia los CCR pTis podria contribuir significativamente a los resultados

obtenidos.
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis doctoral es llevar a cabo una evaluacion
exhaustiva de la técnica de estadificacion ganglionar utilizando el método OSNA
en pacientes con carcinomas colorrectales en estadios muy tempranos, pTis y
pT1. La importancia de esta investigacion radica en su potencial para influir en
la practica clinica y el prondstico de estos pacientes en el futuro, permitiendo una
atencion médica y un tratamiento mas personalizados.

Para alcanzar este objetivo general, se han definido los siguientes objetivos
especificos:

1. Realizar un anadlisis detallado de las cargas tumorales totales en los
ganglios linfaticos de pacientes con carcinoma colorrectal en estadios pTis
y pT1 utilizando el método OSNA. Esta etapa permitird comprender la
extension y la presencia de células tumorales en los ganglios de manera
precisa.

2. Determinar el significado patoldgico de las cargas tumorales detectadas y
establecer relaciones entre estos resultados y la presencia y cantidad de
vasos linfaticos en la ldmina propia, utilizando el marcador
inmunohistoquimico D2-40.

3. Explorar la correlacion con factores clinico-patologicos relevantes en el
CCR con el fin de obtener informacion que permita mejorar la toma de

decisiones clinicas y el manejo terapéutico de los pacientes con CCR in situ

y pT1.







Material, métodos

y resultados







Material, métodos y resultados

Primer estudio
Tumour Cell Seeding to Lymph Nodes from In Situ Colorectal Cancer
Maria Teresa Rodrigo-Calvo, Karmele Saez de Gordoa, Sandra Lopez-Prades,
Ivan Archilla, Alba Diaz, Mario Berrios, Jordi Camps, Eva Musulen, Miriam
Cuatrecasas
Cancers (Basel). 2023 Jan 30;15(3):842

Resumen:

El estudio se centra en la busqueda de vasos linfaticos (VL) en la lamina propia
de CCR in situ resecados quirtirgicamente, asi como en la deteccion de la
presencia de carga tumoral en los GLs regionales. Los resultados arrojan
informacion importante relacionada con el pronostico de los pacientes. Se
utilizaron técnicas inmunohistoquimicas (D2-40) para identificar la presencia de
VL en la mucosa de los tumores. Ademas, se analizaron los GLs mediante
histologia (H&E) y método molecular OSNA basado en RT-PCR. Todos los casos
se clasificaron inicialmente como pNO con H&E. Sin embargo, el estudio
molecular reveld la presencia de una baja cantidad de carga tumoral en los GLs
en un subgrupo de casos (28%), aunque sin consecuencias clinicas. Estos
resultados sugieren que, aunque el CCR in situ generalmente se considera de bajo
riesgo de metastasis ganglionares, la deteccidon de carga tumoral en los ganglios
linfaticos mediante técnicas moleculares puede tener valor en la estratificacion
del riesgo y en la toma de decisiones clinicas. En resumen, este estudio
proporciona evidencia de que incluso en casos de CCR pTis, puede haber carga
tumoral en los GLs. Aunque esto no se tradujo en consecuencias clinicas a corto
plazo en el grupo de pacientes estudiados, este hallazgo podria ser util para

mejorar la estratificacion del riesgo y el manejo clinico de estos pacientes.
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N o g e

Simple Summary: Lymph node (LN) metastasis is an important prognostic factor in colorectal cancer
(CRC). We aimed to search for lymphatic vessels (LVs) in the lamina propria of 39 surgically resected
in situ CRC, as well as to detect the presence of tumour burden in the regional LNs. We identified
the presence of LVs in the mucosa of all tumours (39/39; 100%) using D240 immunostains. LNs
were analysed by both H&E and a RT-PCR-based molecular method. All cases were pNO with H&E,
and the molecular assay detected the presence of low amounts of tumour burden in the LNs of
11/39 (28%) cases, with no clinical consequences at 1 to 5 years of follow-up. The amount of tumour
burden in LNs has proven to be a prognostic factor. Despite the fact that pTis is considered to have
little or no risk of LN metastasis, our results enabled to quantify the amount of tumour burden within
LNs, which may help clinical management.

Abstract: Lymph node (LN) metastasis is an important prognostic factor in colorectal cancer (CRC).
We aimed to demonstrate the presence of lymphatic vessels (LV) in the mucosa of in-situ (pTis) CRC,
and of detectable tumour burden in regional LNs. This is an observational retrospective study of
39 surgically resected in situ CRCs. The number of LVs was evaluated in both pTis and normal
mucosa using D2-40 immunostains. All LNs were assessed with both H&E and the One Step Nucleic
Acid Amplification (OSNA) assay, and the results were correlated with clinicopathological features.
D2-40 immunohistochemisty revealed LVs in the lamina propria of all pTis CRC (100%), being absent
in normal mucosa. A median of 16 LNs were freshly dissected per patient, and all cases were pNO
with H&E. Molecular LN analysis with OSNA revealed the presence of low amounts of tumour
burden in 11/39 (28%) cases (range 400 to 4270 CK19 mRNA copies/uL), which had no clinical
consequences. This study demonstrates the presence of LVs in the lamina propria in 100% of pTis
CRC, as well as the presence of low amounts of tumour burden in regional LNs, only detected by
molecular methods. Given the prognostic value of LN tumour burden, its molecular quantification
may help a patient’s clinical management.

Keywords: in situ colorectal cancer; lymph node; staging; diagnosis; OSNA
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1. Introduction

It has long been established that in situ colorectal carcinoma (CRC) has scant capacity
for lymph node (LN) metastasis, which is supported by the hypothesis that the normal
colonic mucosa is devoid of lymphatic vessels (LV) [1,2]. In addition, one of the most
important prognostic factors in CRC is the presence of LN metastasis. Nevertheless, in
early stages of CRC, the presence of LN micrometastases may be difficult to detect by
standard hematoxylin and eosin (H&E) analysis, which has caused researchers to seek for
more sensitive methods of LN analysis [3].

The colonic mucosa has abundant capillary vessels in the lamina propria, ensuring
a rich blood supply. Its lymphatic drainage is indirectly observed by the large number
of LV in the submucosa. Nevertheless, LVs are not seen in normal colorectal mucosa.
Fogt et al. used D2-40 immunohistochemistry (IHC) to seek for the presence of LV in the
normal colonic mucosa, adenomas, and invasive carcinomas. They found that LVs were
absent in normal colon mucosa, but present in the lamina propria of in situ and invasive
carcinomas [1]. The same observations were validated by other authors [2,4]. However,
other studies have shown that there are pathological conditions, including neoplasms and
inflammation, in which an induction of lymphatic angiogenesis occurs [5], with presence
of LV in the lamina propria of the colorectal mucosa. All these studies demonstrate that
LV may be present in the lamina propria of the colon in abnormal conditions other than
frankly invasive carcinomas [1,2,5,6].

The One Step Nucleic Acid Amplification (OSNA) is an RT-PCR-based molecular assay
for cytokeratin 19 (CK19) mRNA detection. It is a quantitative and highly sensitive method,
useful for the diagnosis of LNs metastases and quantification of the amount of tumour
burden in the LN compartment. This method of LN assessment has been validated for the
analysis of sentinel LNs from breast carcinoma, as well as for LN staging in CRC [7,8]. In
the later, it has been proven to be more accurate than conventional H&E for LN staging,
and to have prognostic implications in early stages of CRC [9-11].

The purpose of our study was to demonstrate the presence of LVs in the colorectal
mucosa of in situ CRC, and to determine both the capability of tumour cell seeding into
regional LNs, and the ability to detect and quantify the amount of tumour burden within
regional LNs.

2. Materials and Methods
2.1. Patients and Tumours

This is a retrospective and observational study from a single institution for molecular
identification of LN metastases. From May 2012 to October 2018, we included 312 stage
I to III CRC patients submitted to surgery after a diagnosis of carcinoma or unresectable
adenoma, in the context of population-based CRC screening program using the fecal
immunochemical occult blood test (FIT) (OC-Sensor®, Eiken, Japan). Among all patients
included, we selected all pTis CRC. LN analysis from the resected specimens was performed
with both H&E and OSNA.

Recruited cases were from patients with primary surgery for an endoscopically unre-
sectable adenoma which resulted in a pTis CRC. All pTis tumours were entirely submitted
for histological examination and step sections were performed to ensure the absence of
submucosal infiltration. All tumours invaded only the lamina propria, and none invaded
either partially or totally the muscularis mucosae. Thus, although our tumours were in
situ carcinomas according to the AJCC and the College of American Pathologists defini-
tion of pTis, i.e., “tumours involving the lamina propria and/or muscularis mucosae, but
not extending through it (intramucosal carcinoma)” [12,13], none of our cases reached
the muscularis mucosae. Inclusion criteria were patients older than 18 years-old with
tumour positivity for CK 19 IHC. Exclusion criteria were CRC with pT stage higher than
pTis, metastatic carcinomas, presence of other neoplasms, familial adenomatous polyposis,
synchronous tumours, or chronic inflammatory bowel disease.
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2.2. Ethical Considerations

The study was approved by the Ethics and Scientific Committee of our institution
(Ref. HCB 2012/7324). All patients signed and kept a copy of the informed consent
document for participation in the study after the nature of the research was fully explained.
Another copy was kept with the patient’s clinical files, and a third copy was kept in the
Biobank files of our institution.

2.3. Immunohistochemistry Staining

Immunohistochemical staining with CK19 (A53-B/A2, ref 760-4281, Roche, Basel,
Switzerland), CAMS5.2 (ref 790-4555, Roche, Basel, Switzerland), and podoplanin (D2-40)
(D2-40, ref 760-4395, Roche, Basel, Switzerland) antibodies was performed with the Ventana
Benchmark Ultra (Roche, Basel, Switzerland) on 2-micron tissue sections placed on FLEX
THC microscope slides, according to the manufacturer’s protocol, with 20 min incubation
for each primary antibody [14]. Immunostains for CK19 and D2-40 were performed in both
normal mucosa and pTis from all cases. Positivity for CK19 was defined as membranous
staining of more than 10% of tumour cells. D2-40 membrane or cytoplasm positivity was
located on the lymphatic endothelial cells. CAM5.2 was performed in all pTis to evaluate
the intratumour tumour budding, and for an enhanced identification of tumour cells within
the LVs.

2.4. Lymphatic Vessel Assessment

We assessed the presence and density of LVs in both tumours and normal mucosa on
the D2-40-stained slides. All pTis slides were first scanned at low power with an optical
microscope (Olympus BX41, Olympus, Japan) to find the area of the tumour with the
highest density of LVs. Then, an LV count was performed using the 20x objective lens,
corresponding to an area of 0.785 mm? [5,15,16]. Only LVs located in the lamina propria
were counted, excluding LV in contact with the superficial part of the muscularis mucosae,
which are known to be present in normal colon mucosa.

2.5. Intratumour Budding Evaluation

We counted the number of intratumour tumour buds (ITB) present in the lamina
propria of pTis with cytokeratin immunostains, using the classification of the International
Tumour Budding Consensus Conference (ITBCC), i.e., low TB (Bd1l, from 0 to 4 buds),
intermediate TB (Bd2, 5 to 9 buds), and high TB (Bd3, >10 buds) [17]. We furthermore
included the recently described Bd0 category when there was a complete absence of tumour
buds, redefining Bd1 as 1 to 4 buds [18].

2.6. Lymph Node Dissection and Analysis

LNs from pericolic and intermediate levels (D1 and D2) of pTis CRC were freshly
dissected within 45 min after surgical resection, and were not separated into stations. Fresh
dissection was performed as described by Rakislova et al. [19]. Briefly, the mesocolon or
mesorectum was separated from the colorectal wall using sterile scalpel and forceps. Fresh
LNs were isolated and cut in half. One half of the LN was put into a PCR tube for OSNA
analysis using the pooling protocol [19]. The other half was used for conventional pN stage
with H&E and processed with formalin fixation and paraffin embedding (FFPE).

2.7. One Step Nucleic Acid Amplification (OSNA) Assay

The OSNA assay is a PCR-based quantitative amplification of CK19 mRNA. It uses the
RT-LAMP (Real-Time Loop Mediated Isothermal Amplification) at 65 °C without previous
purification steps. It is a fast and standardized method used for routine sentinel LN analysis
in breast carcinoma, which has also been validated for CRC LN staging [7-9]. The results
are given as the total tumour load (TTL), defined as the total amount of CK19 copies/uL
present within all the LNs from a given surgical specimen [20]. The TTL represents the
amount of tumour present in all the LNs analyzed from one surgical specimen. An OSNA




Cancers 2023, 15, 842

4o0f11

result of >250 copies/pL was considered positive. Confirmation that the primary tumour
was positive for CK19 immunohistochemistry was necessary to guarantee a negative
OSNA result.

2.8. Lymph Node Staging

In all patients, pathological LN diagnosis (pN stage) was performed using conven-
tional H&E analysis, according to the American College of Pathology / TNM-UICC proto-
cols [13] (https:/ /documents.cap.org/protocols /ColoRectal.Bx_4.2.0.1.REL_CAPCP.pdf,
accessed on 26 January 2023). Both pathologists and surgeons were blinded to the molecular
OSNA results, which did not interfere with the patient’s clinical management.

2.9. Statistical Analysis

The X test was used to analyze the association between qualitative variables, followed
by Fisher’s exact test and Student’s t-test, or by the Mann-Whitney test for quantitative
variables. A p < 0.05 was considered significant.

3. Results
3.1. Study Sample

Thirty-nine in situ CRC surgical specimens were included in the study from May 2012
to October 2018. None of the cases had had a previous endoscopic resection. The mean
age of the patients was 68.6 years-old (range 56-89) and 59% were males. Tumours ranged
in size from 0.4 to 5.5 cm. Tumours > 2 cm were arbitrarily defined as big. All tumours
were low grade and most (31/39; 79%) were on the right colon. The CK19 immunostain
resulted in positives in all pTis CRC. Patients did not receive adjuvant therapy and were
alive without disease between 1 and 5 years of follow-up. Clinical and pathological
characteristics of all cases are described in Table 1.

Table 1. Clinical and pathological characteristics of in situ colorectal carcinomas.

Category No (Total) No (%)
Gender
Male 23 59
Female 16 41
Age (year)
<65 17 44
>65 22 56
Tumour size (cm)
<2 23 59
>2 16 41
Tumour location
Right colon 31 79
Left colon and rectum 8 21

Lymphatic vessels

Low LV 25 64
High LV 14 36

Tumour budding
TB-negative (Bd0) 30 77
TB-positive (Bd1, Bd2) 9 23

OSNA
Positive 11 28
Negative 28 72
LN

Fresh 556 86
Formol 92 14

LV (lymphatic vessels), TB (Tumour budding), OSNA (One Step Nucleic Acid Amplification), LN (lymph node).
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3.2. The Normal Colonic Mucosa Is Devoid of Lymphatic Vessels

D2-40 immunochemistry performed on normal colorectal mucosa demonstrated the
absence of LVs in the lamina propria in all cases, but presence next to the muscle fibers
of the superficial part of the muscularis mucosae, without reaching the base of the crypts.
Abundant LVs were present in the submucosa (Figure 1a).

(a) (b)

Figure 1. Distribution of lymphatic vessels in normal colon mucosa and in situ colorectal carcinoma:
(a) Normal colonic mucosa devoid of lymphatic vessels in the lamina propria. Lymphatic vessels are
seen just above the muscularis mucosae and in the submucosa (D2-40, x100); (b) lymphatic vessels
present in the lamina propria of a pTis colorectal carcinoma (D2-40, x100).

3.3. Presence of Lymphatic Vessels in the Mucosa of In Situ CRC

When assessing the presence of LVs of in situ CRC using D2-40 THC, we observed
LVs in the lamina propria of all tumours (39/39; 100%). We next quantified the number
of LVs present in each tumour, which ranged from 1 to 7. We arbitrarily defined two
groups: low-LV density when containing 0—4 LVs and high-LV density when containing
5-7 LVs (Figure 1b). We only counted the intratumoural LVs. The density of LVs was not
significantly different depending on location, gender, or size (Table 2). We did not identify
any tumour cell inside LVs with CK stains (CAM5.2 or CK19).

3.4. Intratumoural Tumour Budding in pTis

Intratumoural tumour budding (ITB) was assessed with CK CAM 5.2. We divided ITB
into two groups, ITB-negative (Bd0) and ITB-positive (Bd1 and Bd2). Most cases, 76.9%
(30/39) had no tumour buds and were classified as Bd0. Nine cases (23.1%) were listed as
ITB-positive (Figure 2), seven had Bd1l, and two had Bd2. We did not find any differences
between the OSNA results and tumour budding, nor with the number of LVs (p = 0.217
and p = 0.923, respectively).

3.5. Detection of Tumour Burden in Regional LNs with the OSNA Assay

A total of 648 LNs were dissected from 39 cases, with a mean of 16.6 LNs per patient.
556 LNs were freshly dissected and 92 (14.1%) were found post formalin fixation. Fresh
LNs were analyzed by both H&E and the OSNA assay. All patients were pNO by H&E.
OSNA detected the presence of tumour burden in the LNs of 11/39 (28%) cases, with low
TTLs (range 400 to 4270 CK19 mRNA copies/uL). There was no significant correlation of
OSNA positive cases with age, sex, location, and LV density (Table 3).
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Table 2. Clinicopathologic characteristics of pTis colorectal carcinomas according to lymphatic
vessel density.

Category High-LV (Number) Low-LV (Number) r
Gender
Male 2 21 0.538
Female 3 13
Age (year)
<65 1 16 0.428
>65 3 19
Tumour size (cm)
<2 3 20 0.491
>2 1 15
Tumour location
Right colon 3 28 0.176
Left colon and rectum 2 6
Tumour budding
TB-negative (Bd0) 3 27 0.923
TB-positive (Bd1, Bd2) 1 8

LV (lymphatic vessels), TB (Tumour Budding).

Figure 2. Tumour budding of an in situ colorectal carcinoma showing intermediate budding (Bd2)
(CK CAM 5.2 x200).
3.6. Patient’s Follow-Up

Regarding clinical outcome, all patients were alive without disease, with a median
follow-up of 49.62 months (range 13-86 months).
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Table 3. Characteristics of pTis colorectal carcinomas according to OSNA results.

Catego OSNA + OSNA -
gory (Number) (Number) P
Gender
Male 7 16 0.711
Female 4 12
Age (years)
Mean 65.72 69.78
<65 6 11 0.387
>65 17 5
Tumour size (cm)
Mean 2.8 1.9
<2 5 18 0.293
>2 6 10
Tumour location
Right colon 9 26 0.307
Left colon and rectum 2 2
Lymphatic vessels
Mean 2.8 23
Low LV 9 25 0.357
High LV 2 3
Tumour budding
TB-negative (Bd0) 7 23 0.217
TB-positive (Bd1, Bd2) 4 5

OSNA (One Step Nucleic Acid Amplification), LV (lymphatic vessels), TB (Tumour budding).

4. Discussion

This is a novel molecular study demonstrating the presence of tumour burden in
regional LNs at very early stages of CRC. In all cases LNs were negative with H&E analysis
(pNO0), and the presence of low amounts of tumour burden within LNs was detected only
by molecular methods. We also observed the presence of LVs in the lamina propria in all in
situ CRC.

In situ CRC are non-invasive carcinomas, considered to have limited risk of LN metas-
tasis [12]. Nevertheless, using LN molecular analysis, we have demonstrated the presence
of small amounts of tumour load within the LNs of 28% pTis CRC. The presence of LVs
in the colonic mucosa in inflammatory and neoplastic conditions has been previously
demonstrated through a mechanism of lymphangiogenesis [5]. Accordingly, some studies
unexpectedly identified metastatic spread in more than 1% of so-called “in situ” colorectal
adenocarcinomas and have reported the capacity of pTis CRCs to metastasise to LNs. There
are also single reports of lymphatic invasion in “intramucosal CRC”. In their opinion,
it is biologically and clinically plausible that a small percentage of in situ CRC acquire
the ability of LN dissemination without the necessity of submucosal invasion, since the
lymphatic plexus is known to be present just above and within the muscularis mucosa.
Thus, they claim that “intramucosal” CRCs with disruption or invasion through the mus-
cularis mucosa can invade the LVs [21,22]. Lewin et al. reported 15 “intramucosal” poorly
differentiated colorectal carcinomas originated in endoscopically resected adenomas, of
which one case developed metastatic disease, and another was associated with Paget’s
disease of the anal skin. The other 13 cases were alive without disease with a median follow-
up of 13 months [23]. Shia et al. described two cases. One was an intramucosal poorly
differentiated adenocarcinoma with 8 negative lymph nodes, which recurred 17 months
after surgical resection, involving the omentum and the liver. The second case was an
intramucosal adenocarcinoma originated on a tubulovillous adenoma, with the foci of
lymphatic invasion at the base of the mucosa but not beyond the muscularis mucosae [24].
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To our best knowledge, this is the first study including a series of surgical specimens
of in situ CRCs in which LN assessment has been performed with both H&E and molecular
methods. Further, LNs from normal colons and rectums are normally small-sized. Similarly,
LN metastases from early CRC are usually small and located in LNs of <5 mm, which are
difficult to identify. In this regard, Aldecoa et al. demonstrated that those LNs which are
more prone to harbour tumour burden are those from the lymphatic basin which drain
the tumour, usually located close to the tumour [25]. Another interesting finding of our
work is that all in situ CRC had at least one LV in the lamina propria, demonstrated with
D2-40 immunostaining. All our cases were confined to the mucosa, without invasion of
the muscularis mucosae, did not have high-grade features, and were all pN0O by H&E. We
found presence of tumour burden in the LNs of 11/39 cases (28%) by molecular analysis.
This finding indicates that in situ CRCs are capable of invading intramucosal LVs more
often than expected, being able to seed some tumour cells into regional LNs. Although we
could not see any lymphovascular invasion in none of the tumours with CK immunostains,
nine tumours had ITB, seven of them Bd1 and two Bd2, which we assume it is the way
tumour cells reached the LVs. Additionally, most of our cases 76.9% (30/39) had BdO,
that is, complete absence of tumour budding. In this regard, Zlobec et al. showed that
pT1 tumours with BdO are less aggressive than tumours with Bd1 [18]. In our cohort, the
subgroup of in situ CRC with Bd0 had neither lesser number of LVs nor lower amounts
of TTL in their LNs. As far as we know, there are no studies of pTis CRC and ITB. We
neither found any significant correlation between the number of LVs present in the mucosa,
presence of ITB, or any other clinicopathological factors, nor with OSNA positivity.

In our series, the presence of a low quantity of tumour load in regional LN of in situ
CRC had no clinical significance. In this regard, it is important to emphasize that it has
been demonstrated that the TTL correlates with the pN, and that the amount of tumour
burden in the LNs, or TTL, has prognostic value. Yamamoto demonstrated that the TTL
increases with the pN stage of CRC, having 1550 copies/uL for pNO cases, 24,050 copies/pL
for pN1, and 90,600 copies/pL for pN2 cases [9]. In a recent study from our group,
Archilla et al. validated these results, with similar values, finding 1775 copies/uL for
PNO, 49,413 copies/pL for pN1 and 95,000 copies/puL for pN2 CRC. In fact, the TNM rules
are based on the number of positive LNs, defined as tumour metastases > 0.2 mm in
size. Regarding the high sensitivity of molecular LN testing, the low TTL values probably
correspond to ITCs rather than genuine metastases. These results are presumably reliable,
and, if reported, would correspond to pNO being the LN tumour burden detected only by
molecular means. Our results confirm that even in pN0 CRC, a small amount of tumour
burden is present within the LNs but most likely with no clinical consequences. A plausible
explanation for the latter is that the mesocolic or mesorectal fat, which contains regional
LNs, is removed with the surgical procedure. Thus, a regional lymphadenectomy is
performed in curative-intended surgery, and with it, ITC and small groups of tumour cells
not detected with H&E are removed, which may have no clinical consequences. Several
studies have demonstrated a greater sensitivity in the identification of small amounts of
tumour burden, i.e., isolated tumour cells or micrometastases with the use of the OSNA
assay [9,20,26]. Molecular LN testing using quantitative methods is very useful since it
gives the information of the amount of tumour burden within the LNs, which can guide the
patient’s clinical management. In addition, the TTL has been found to be a prognostic factor
in CRC, with values of >6000 copies/pL associated with worse overall survival (OS) and
disease-free survival (DFS) [10,11]. Since none of our cases had neither LN metastases nor
disease recurrence, our results could reinforce the current position that in situ carcinoma
should be managed as for high grade dysplasia rather than invasive carcinoma. In addition,
surgical removal of these lesions is associated with the morbidity and mortality of major
surgery, which ranges from 3 to 20% [27]. In fact, colorectal cancer screening programmes
have led to an increase in the detection of early CRC, including pTis, pT1 and pT2 stages.
There are few studies regarding the recurrence rate of pTis, which are limited to rectal
carcinomas, being 2.6% at five years and 6.7% at 10 years, and a cumulative incidence of




Cancers 2023, 15, 842

9of 11

systemic recurrence of 0.8% at 5 years [28]. Even if the findings of our study may be of
scientific relevance, they clearly demonstrate that tumour seeding into the LNs occurs at a
very early stage of CRC development and should be taken into consideration.

One limitation of our study is that we have used half of the LN for the OSNA assay
and the other half for H&E analysis, which may have induced a tumour allocation bias.
Despite that, some tumour burden was identified in the part of the LN used for molecular
analysis. Another limitation is that there was no statistical association between budding
and vessel density/higher tumour burden by OSNA, or other clinicopathological features.
Given the number of cases in our cohort, the analysis is probably underpowered.

5. Conclusions

In agreement with previous reports, we have also confirmed the presence of LVs in the
lamina propria of pTis CRC. In addition, we have demonstrated that tumour cells from in
situ CRC can seed the LNs, probably in the form of isolated tumour cells or small groups
of cells, which confer no additional risk for these patients. The relevance of this study is
that molecular assays enable to quantify the amount of tumour burden present in the LN
compartment, which has been demonstrated to have prognostic value. In the setting of
pTis CRC, the TTL can help patient’s clinical management.
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Resumen:

Este estudio se enfoca en el CCR pT1, que a menudo se diagnostica a través
de programas de deteccion precoz. Existe un debate significativo sobre la mejor
forma de abordar el tratamiento de estos pacientes, con el objetivo de evitar tanto
el tratamiento excesivo como el insuficiente. En este estudio, se utiliza la técnica
OSNA, un ensayo molecular cuantitativo, para detectar la presencia y la cantidad
de células tumorales metastasicas en los ganglios linfaticos. La positividad de
OSNA con CTT > 6.000 copias mRNA CK19/uLse asocia a peor prondstico en
CCR. Esto significa que cuando el OSNA detecta células tumorales metastasicas
en los ganglios linfaticos, podria indicar un mayor riesgo de progresion del
cancer y, por lo tanto, influir en las decisiones de tratamiento. Se detectd
positividad con OSNA en 24,7% CCR pT1, de los cuales 3 tuvieron CTT >6.000
copias mRNA CK19/uL. No obstante, los pacientes no recidivaron ni se asocio a
peor pronostico. Esta informacion podria ser valiosa para los clinicos en la toma
de decisiones terapéuticas, ya que les proporciona informacién sobre el riesgo de
progresion del cancer y ayuda a evitar tratamientos excesivos o insuficientes en

estos pacientes.
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Simple Summary: This study focuses on very-early-stage colorectal cancer (CRC), pT1, frequently
diagnosed under the umbrella of CRC screening programs. There is a great deal of debate about
how best to treat pT1 CRC to avoid the overtreatment or undertreatment of patients. The authors
use the RT-PCR-based quantitative molecular assay OSNA (One-Step Nucleic Acid Amplification),
which detects the presence and amount of metastatic tumour cells in the lymph nodes of pT1 CRC
surgical specimens. Its positivity is related to high-risk clinicopathological features. This study
gives insights into the application of OSNA in early-stage CRC and its usefulness in improving
management decisions.

Abstract: Early-stage colorectal carcinoma (CRC)—pT1—is a therapeutic challenge and presents
some histological features related to lymph node metastasis (LNM). A significant proportion of
pT1 CRCs are treated surgically, resulting in a non-negligible surgical-associated mortality rate of
1.5-2%. Among these cases, approximately 6-16% exhibit LNM, but the impact on survival is unclear.
Therefore, there is an unmet need to establish an objective and reliable lymph node (LN) staging
method to optimise the therapeutic management of pT1 CRC patients and to avoid overtreating
or undertreating them. In this multicentre study, 89 patients with pT1 CRC were included. All
histological features associated with LNM were evaluated. LNs were assessed using two methods,
One-Step Nucleic Acid Amplification (OSNA) and the conventional FFPE plus haematoxylin and
eosin (H&E) staining. OSNA is an RT-PCR-based method for amplifying CK19 mRNA. Our aim
was to assess the performance of OSNA and H&E in evaluating LNs to identify patients at risk of
recurrence and to optimise their clinical management. We observed an 80.9% concordance in LN
assessment using the two methods. In 9% of cases, LNs were found to be positive using H&E, and in
24.7% of cases, LNs were found to be positive using OSNA. The OSNA results are provided as the total
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tumour load (TTL), defined as the total tumour burden present in all the LNs of a surgical specimen.
In CRC, a TTL > 6000 CK19 m-RNA copies/uL is associated with poor prognosis. Three patients
had TTL > 6000 copies/pL, which was associated with higher tumour budding. The discrepancies
observed between the OSNA and H&E results were mostly attributed to tumour allocation bias. We
concluded that LN assessment with OSNA enables the identification of pT1 CRC patients at some
risk of recurrence and helps to optimise their clinical management.

Keywords: pT1 colorectal cancer; lymph node; staging; diagnosis; OSNA

1. Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer worldwide, with 1,931,590
new diagnoses each year, and it is the second leading cause of cancer-related death in both
men and women [1]. CRC carcinogenesis is related to genetic and environmental factors,
with the latter comprising obesity, physical inactivity, a high red meat intake, alcohol
consumption, and cigarette smoking, together with an imbalance of gut microbiota [2—4].
In fact, the adoption of “Western” lifestyles in some countries has led to an increase in the
incidence of CRC. Thus, several countries have implemented CRC screening programmes
in the average-risk population as a secondary prevention measure. CRC screening is a
feasible and cost-effective intervention, since it meets all criteria for screening: (a) it has
a high incidence; (b) it is perceived by the population as a health problem; (c) it has a
stepwise process of development over a period of time; (d) the premalignant lesion is
well known; (e) the different intermediate stages of premalignant and invasive malignant
lesions are most ideal for cancer prevention and early diagnosis in the early stages when
it is still curable; and (f) the screening test is inexpensive and accepted by the population.
In addition, the most relevant accomplishments of CRC screening are the reduction in
CRC-related deaths and the increase in early cancer detection, since about 70% of all CRCs
diagnosed are at stages I-II (pT1-4 pNO), and up to 38% are pT1 CRC cases [5].

According to the published guidelines for localised CRC published by the European
Society of Medical Oncology (ESMO), pT1 CRC should be treated with a complete en bloc
endoscopic resection whenever possible, and patients with tumours that harbour histologi-
cal high-risk factors should undergo oncologic surgery with lymph node dissection [6]. The
pathological risk factors associated with lymph node metastasis (LNM) in pT1 CRC include
lymphovascular invasion (LVI), perineural invasion (PNI), a high histological grade, high
tumour budding (TB) and poorly differentiated clusters (PDCs), deep submucosal infiltra-
tion, and complete disruption of the muscularis mucosae [6-9]. Although a high percentage
of these pT1 carcinomas are surgically treated, only 6-16% of patients have LNM, with no
clear impact on survival. In addition, there is a non-negligible surgical-associated mortality
of 1.5-2% [10].

Another important issue for these patients is that the detection of micrometastases
in lymph nodes (LNs) may be difficult to achieve at such an early stage of the disease,
since haematoxylin and eosin (H&E) sensitivity is low for the detection of small metastatic
tumour nests. Therefore, despite surgical resection being performed, pN staging with
H&E may not be accurate enough. For all the above, more precise methods are needed to
determine whether surgically treated pT1 patients are at risk of recurrence.

The OSNA (One-Step Nucleic Acid Amplification) assay is a RT-PCR-based technique
for detecting CK19 mRNA. It is a quantitative, fast, and standardised assay, and it has been
validated for lymph node molecular analysis in breast and CRC [11-13]. OSNA has proven
to be more sensitive than H&E for the detection of LN micrometastases in CRC [11]. The
OSNA results are given as the total tumour load (TTL), defined as the sum of all copies
of CK19 mRNA present in all the lymph nodes of a surgical resection specimen. Previous
studies have shown that a TTL > 6000 copies/uL is associated with a poorer overall and
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disease-free survival. Thus, TTL has been proposed as a prognostic factor in early-stage
CRC [14].

The aim of this study was to analyse the LNs of surgical resections from pT1 CRCs
with the OSNA assay to enable the identification of patients at risk of recurrence and the
optimisation of their therapeutic management.

2. Materials and Methods
2.1. Patients and Samples

This is an observational multicentre prospective-retrospective study conducted be-
tween 2012 and 2020, including patients with a pT1 CRC who underwent surgical resection
and an analysis of LNs with OSNA. Eighty-nine pT1 CRC patients were included from
4 participating centres. All patients were treated with oncologic surgical resection. Most
of the recruited patients were diagnosed under the umbrella of the CRC screening pro-
gramme after a positive faecal immunochemical occult blood test (FIT) (OC-Sensor®, Eiken,
Tokyo, Japan).

A total of 40 (44.9%) patients were primarily treated with surgical resection, and
49 (55.1%) were initially treated with endoscopic resection followed by surgery, as they
presented histological risk factors for LNM. Lymph nodes were assessed using two methods,
H&E and the OSNA assay. The mean age was 62.6 years old (range 31-88), and 49 (55.1%)
were male. Most tumours were on the left colon (44; 49.4%) and originated on non-
pedunculated polyps (71; 79.8%). Relevant clinicopathological data are presented in Table 1.

Table 1. Clinical and pathological features of pT1 colorectal carcinomas.

Category N (Total) N (%)
Gender
Male 49 55.06
Female 40 4494
Location
Right colon 33 37.08
Left colon 44 49.44
Rectum 12 13.48
Polyp type
Pedunculated 18 20.22
Non-pedunculated 71 79.78
Follow-up
Alive without disease 82 92.13
Dead from other causes 3 3.37
Lost to follow-up 4 4.49

2.2. Ethical Considerations

This study was approved by the Ethics and Scientific Committee of our institution
(HCB 2012/7324). All patients signed and kept a copy of the informed consent document
for participation in the study after the nature of the research was fully explained. Another
copy was kept with each patient’s clinical files, and a third copy was kept in the Biobank
files of our institution.

2.3. Lymph Node Dissection and One-Step Nucleic Acid Amplification (OSNA)

Lymph nodes from surgical specimens were freshly dissected within 45 min after
surgery, using the pooling method as previously described by Rakislova et al. [15], which
analyses multiple lymph nodes in the same PCR tube, up to a 600 mg weight limit of the
OSNA assay. Briefly, we used one-half of the LN for conventional processing, with formalin
fixation and paraffin embedding (FFPE). Then, 3 um thick cuts of paraffin blocks containing
the LNs were stained with H&E. The other half of the LN was used for an OSNA analysis.
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The OSNA molecular technique (Sysmex Corporation, Kobe, Japan) is a quantitative
assay, which amplifies cytokeratin 19 (CK19) mRNA from lymph node lysates in three steps,
the homogenisation, centrifugation, and amplification of CK19 mRNA using RT-LAMP
(Reverse Transcription Loop-mediated Isothermal Amplification). Firstly, the LN tissue is
homogenised with 4 mL of Lynorhag lysate buffer for 60 s using RP-10 equipment (Sysmex,
Kobe, Japan), which stabilises the mRNA molecules and protects them against ribonuclease
activity, minimising the effect of inhibitory substances and precipitating the genomic DNA.
Subsequently, 1 mL of the resulting product is centrifugated at 12,000x g for 1 min at room
temperature to remove cell debris. Then, amounts of 500 + 500 pL are taken from the
intermediate phase and put into two PCR tubes, corresponding to the backup sample and
the main sample. Then, 20 uL from the main sample is diluted in 180 mL of Lynorhag buffer
to a 1:10 concentration (analysis sample), which is put into an RD-210 amplifier (Sysmex
Europe GmbH), and the isothermal amplification of CK19 mRNA is performed at 65 °C
using the Lynoamp reagent. RD-210 can analyse 14 samples simultaneously. The backup
sample is frozen at —80 °C for reanalysis if needed. During the amplification reaction,
pyrophosphate is produced, which binds to a magnesium ion, turning into magnesium
pyrophosphate, which has a low solubility in aqueous solutions and precipitates when its
concentration reaches saturation, producing turbidity in the medium, which is detected
using the RD-210 platform. Once the turbidity reaches an optical density value of 0.1 at
465 nm, a time threshold is established, from which the CK19 mRNA copy number is
determined. The turbidity measurement is performed in real time at 6 s intervals.

2.4. Lymph Node pN Staging and OSNA Results

For all cases, pN staging was reported using conventional H&E staining of part of the
LN used for FFPE.

The OSNA results were blind to both the pathologists and the clinicians, and they were
obtained from the analysis of the other part of the LN. The OSNA results are expressed
as the TTL, defined earlier. A TTL of >250 copies of CK19 m-RNA /uL was defined as
the positive threshold of the technique. The cut-off value that we considered as clinically
significant was >6000 copies/ L, as this has been reported to have prognostic value [14].

2.5. Histological Evaluation of pT1 CRC

The H&E-stained slides of all pT1 CRCs were re-evaluated by a gastrointestinal
pathologist (MR) and a fellow resident (KS), following the published guidelines for pT1
pathological diagnosis, without any information about the patient’s follow-up or lymph
node status [8,16-22]. The only clinical information available at the time of the histological
evaluation was the endoscopy report assessing the location and type of polyp (peduncu-
lated or non-pedunculated). A double-head Olympus BX51 microscope (Olympus, Tokyo,
Japan) was used for the evaluation of all histological factors, i.e., polyp size, tumour size,
histological grade, TB, PDC, LVI, PNI, the disruption of the muscularis mucosae, the depth
of submucosal infiltration, and resection margin status.

2.6. Statistical Analysis

Fisher’s exact test was used to measure the association between lymph node status
and the frequencies of categorical variables, whereas the Kruskal-Wallis test was used to
compare the means and medians of quantitative variables and LN status. p < 0.05 was
considered statistically significant. The concordance of H&E and OSNA was evaluated
with the percentage of agreement. For this analysis, we used the R program (4.0.3 version;
R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).

3. Results
3.1. Comparison of Lymph Node Status Assessed with H&E and OSNA

All lymph nodes were assessed with both H&E and OSNA, using half of the LNs for
each method. In eight cases (9.0%), the lymph nodes were determined to be positive with
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H&E, and 22 cases (24.7%) were determined to be positive with OSNA. In three cases, the
TTL was >6000 copies/pL.

In 72 cases (80.9%), there was agreement in the results of the two methods, with
6 cases being concordantly positive and 66 cases being concordantly negative. One of the
latter cases had 10 freshly dissected LNs determined to be concordantly negative with
both H&E and OSNA.. In addition, 13 extra LNs were dissected after formalin fixation,
and they were only analysed with H&E; 1/13 positive LNs resulted in pN1a staging. The
H&E-positive cases (pN1) had a mean TTL of 9241 copies/uL (median 5000 copies/uL;
range 220—40,740 copies/uL).

Among the 17 discordant cases, 16 were found to be positive with OSNA and negative
with H&E, with all of them harbouring TTL < 6000 copies/uL (mean 1540.6 copies/uL;
median 990 copies/uL; range 260-5220 copies/uL). One case was found to be positive with
H&E and negative with OSNA, and it had a TTL of 220 copies/uL (below the 250 copies/pL
threshold of the method for positivity). This case can be considered a false negative of the
OSNA technique, probably due to tumour allocation bias (Figure 1).

22 67

Negative with H&E

Positive with H&E . 7

Positive with OSNA Negative with OSNA

Figure 1. Bangdiwala’s Observer Agreement Chart comparing the lymph node status determined
using OSNA and H&E. The black boxes correspond to concordant cases. Of the 22 cases determined
to be positive with OSNA, H&E was positive for 6, and 66 out of 82 cases determined to be negative
with H&E were also determined to be negative with OSNA.

3.2. Pathological Characteristics Related to Lymph Node Metastases

The histological features associated with LNM when assessed with H&E were TB
(p=0.015), PDC (p = 0.028), and the presence of LVI (p = 0.03). On the contrary, no association
was found with PNI, histological grade, the disruption of the muscularis mucosae, the
status of the resection margins, tumour size, or the depth of submucosal infiltration.

We then assessed the association of some histological features with the OSNA results,
comparing the cases below and above TTL 6000 copies/pL, since this value is related
to prognosis. Although there were only three cases with a TTL > 6000 copies/uL, a
statistically significant association was observed with TB (p = 0.038). A non-significant
trend was observed with PDC and LVI (p = 0.073 each). All other histological factors
showed no association (Table 2 and Figure 2).
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Table 2. Pathological risk factors associated with LN status assessed with H&E and OSNA.

Total (%) H&E H&E Value OSNA 250-5999 OSNA > 6000 Value
" Negative (%) Positive (%) L4 Copies/uL (%) Copies/uL (%) s
Histological grade
Low grade 72 (80.9) 66 (91.7) 6(8.3) 0.093 16 (88.9) 2(11.1) 0.470
High grade 17 (19.1) 13 (76.5) 4(23.5) 3 (75.0) 1(25.0)
Tumour budding
Bd1 73 (82.0) 68(93.2) 5(6.8) 0015 18 (94.7) 1(5.3) 0.038
Bd2 10 (11.2) 7 (70) 3 (30) - 1(33.3) 2(66.7) -
Bd3 6(6.7) 4(66.7) 2(33.3) 0(0) 0(0)
Poorly differentiated clusters
Gl 77 (86.5) 71(92.2) 6(7.8) 0028 17 (94.4) 1(5.6) 0073
G2 8(9.0) 5 (62.5) 3(37.5) - 2 (50.0) 2 (50.0) -
G3 4(45) 3 (75) 1(25) 0(0) 0(0)
Disruption of muscularis mucosa
Partial 30 (33.7) 27 (90.0) 3(30.0) 1 3 (75.0) 1(25.0) 0470
Complete 59 (66.3) 52 (88.1) 7(11.9) 16 (88.9) 2(11.1)
Lymphovascular invasion
Absent 77 (86.5) 72(93.5) 5(6.5) 0.003 17 (94.4) 1(1.3) 0.073
Present 12 (13.5) 7 (58.3) 5(41.7) 2(16.7) 2(16.7)
Perineural invasion
Absent 88 (98.9) 79 (89.8) 9(10.2) 0.112 19 (21.6) 2(2.3) 0.1364
Present 1(1.1) 0(0) 1(100) 0(0) 1 (100)
Resection margin status
Free 74 (83.1) 66 (89.2) 8(10.8) 0504 17 (23.0) 3(41) .
Affected 9(10.1) 8(88.9) 1(11.1) - 1(11.1) 0(0)
Non assessable 6(6.7) 5(83.3) 1(16.7) 1(16.7) 0(0)
Tumour size (mm) Median 10 125 0.412 12 10 0.502
Depth of submucosal infiltration (mm) ~ Median 2.5 3 0.521 25 3 0.438

Figure 2. Example of a case with TTL > 6000 copies/uL with OSNA and a positive LN status with
H&E. (a) Low power of the pT1 CRC with submucosal infiltration, which was resected primarily on
surgery (H&E x 20). (b) Lymph node with metastasis of the adenocarcinoma (H&E x 100). (c) At
higher power, the tumour shows high TB, Bd3 (red arrows), and G3 PDC (black arrows) on the
infiltrating margin (H&E x 200).
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3.3. Patient Follow-Up

Six patients determined to have positive lymph nodes with H&E received adjuvant
chemotherapy. The follow-up period was between five months and eight years, and most
patients were alive without disease (82 patients; 92.1%). Three patients died from other
causes, and four were lost to follow-up. None of the patients had distant metastases or
recurrence of the disease, and no differences regarding the prognosis of the patients were
found when the LN status was assessed with either H&E or OSNA (p = 0.62 and p = 0.58,
respectively).

4. Discussion

This study demonstrates that an analysis of the LNs from pT1 CRCs with the OSNA
quantitative molecular assay, which detects the amount of tumour burden in the LNs,
can identify patients at some risk of progression. This highly sensitive molecular method
of LN analysis enables the detection of pT1 CRCs capable of LN tumour cell seeding,
and it separates them from those with completely negative LNs; therefore, it enables the
optimisation of pT1 CRC patients’ therapeutic management. Moreover, the quantitative
TTL results are associated with the clinicopathological features related to LNM, and the
assessment of the amount of tumour cells within the LNs gives additional prognostic
information on early-stage CRC, considering that a TTL of >6000 copies/pL has been
associated with a poorer overall- and disease-free survival [14]. Therefore, in this study, we
only considered a TTL of >6000 copies/uL with potential clinical relevance. Initially, LN
lymph node micrometastases in CRC were thought to have no clinical significance [23], but
a meta-analysis by Rahbari et al. revealed that molecular tumour cell detection in regional
LNs, otherwise found to be negative with H&E (pN0), was associated with poor overall
survival, disease-free survival, and disease-specific survival [24,25]. Interestingly, another
meta-analysis by Sloothaak et al., which included studies that had used immunohistochem-
istry to assess LNM, reported that patients with micrometastases were at higher risk of
tumour recurrence. However, the finding of isolated tumour cells (ITCs) had no impact on
disease-free survival [26].

A relevant finding of our study was the higher LN positivity found when using OSNA
(22 cases; 24.7%), compared to the positivity found when using H&E (7 cases; 7.9%). The
three cases with TTL > 6000 copies/uL were also positive with H&E, which reflects the
importance and reliability of TTL values. There were sixteen cases with negative LNs with
H&E but positive with OSNA, with TTL < 6000 copies/uL, which may represent either
micrometastases or ITC. The discordances are most likely explained by tumour allocation
bias, as part of the LN was used for OSNA and part was used for conventional staging
with H&E, which analyses only one 3 pm central section of the LN [27,28].

We analysed the histological features associated with LNM with LN positivity using
both H&E and OSNA. In line with the results reported by Archilla et al. [14], we also
observed that TB was associated with OSNA TTL > 6000 copies/uL and H&E positivity.
Tumour budding is a proven risk factor for LNM in pT1 CRC [7,16,18,29-40], and the current
guidelines recommend undergoing surgery in cases with high TB (Bd3) [6]. PDCs have
been described more recently, and they are defined as cancer nests composed of >5 cancer
cells showing no gland-like structure [16-19]. PDCs are considered an histological risk
factor for LNM in pT1 CRC [9,41]. We found that PDCs were associated with LNM
assessed with H&E, with a non-significant trend with OSNA, probably due to the small
number of cases with a TTL > 6000 copies/uL. Both TB and PDC have been proposed
to be evaluated together in a “Combined Score”, as they both may refer to the same
biological phenomenon of epithelial-to-mesenchymal transition, but there is still some
controversy among experts [42-45]. In addition, we also observed that the presence of LVI
was associated with LNM when assessed with H&E. As is well known, the presence of LVI
is a significant risk factor for LNM in pT1 CRC [5,7,16-18,29,30,35-41,46—48].

We did not find an association between PNI and LNM with either method of LN anal-
ysis. However, we must consider that PNI is a feature seldom found in pT1 CRC. Neverthe-
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less, an association between LNM and PNI has been widely demonstrated in more advanced
stages of CRC, which is also related to disease-free and overall
survival [7,10,16,24,26,29,31,37,38,45,47,49]. Further, we found no relation between LNM
and the depth of submucosal infiltration when analysed with either method. This feature
has been associated with LNM in several studies, but different cut-off points have been
considered for risk stratification [7,8,17,18,29-32,34-38,40,47,50]. In a recent meta-analysis,
Zwager et al. showed no significant association between LNM and the depth of submucosal
infiltration [32]. A high histological grade is also considered to confer a higher risk for the presence
of LNM, being consistently reported in the literature [5,7,8,16,29,30,32,34-38,40,45-47,51,52], while
other studies have not found such a relationship [9,17,39,41,48]. In our study, we did not
observe any association between a high histological grade and LNM. Finally, another histo-
logical feature that we found not to be related to LNM was the disruption of the muscularis
mucosae. There has been some debate about the importance of the complete disruption
of the muscularis mucosae. While some authors have demonstrated its association with
LNM, not only in pedunculated polyps but in all types of polyps, other authors have not
observed such a link [9,30,31,36].

Although a histopathologic analysis remains the gold standard in the diagnosis and
risk classification of CRC, it has many limitations. In recent years, the introduction of
artificial intelligence (AI) has influenced different fields of medicine, including CRC diag-
nosis [53]. Al may be used as a diagnostic tool for tissue classification and the prediction of
outcomes [54,55]. In pT1 CRC, Al models identify patients at risk of LNM more accurately
than histopathologic diagnosis following the current guidelines [56].

The meaning of the amount of TTL is of outmost importance, and, therefore, it is in
accordance with its clinical significance. In fact, the TTL of sentinel lymph nodes (SLNs) in
breast carcinoma is associated with disease-free survival and overall survival, and, in the
intraoperative setting, the TTL of SLNs is a surrogate indicator of the status of non-SLNs;
thus, its value is critical for deciding the need to perform lymphadenectomy [57,58]. In
this same context, the role of the molecular detection of LN metastasis using OSNA in
patients with breast cancer who have received systemic neoadjuvant therapy has recently
been explored. Thus, a TTL > 15,000 copies/uL in SLNs has been shown to be a predictive
factor for metastasis in non-sentinel lymph nodes, with a negative predictive value (NPV)
of 90.5%, while a TTL > 25,000 copies/ uL is related to worse disease-free survival [59].

Before the demonstration of the prognostic value of the TTL in CRC, there was some
evidence indicating that low TTL values of >250 copies/uL, although considered “posi-
tive”, did not correspond to patient upstaging, and were not associated with prognosis [60].
The reported rates of positivity and of nodal upstaging using OSNA in CRC are variable
among different studies; i.e., Aldecoa et al. reported that up to 51% of pNO patients with
H&E had OSNA-positive LNs, while Croner et al. found it to be 25.2%, Yamamoto et al.
found it to be 17.6%, and Tani et al. found it to be 9.1% [61,62]. Some authors initially
observed an association between the TTL with high-risk clinicopathological features and
observed that pT1 CRC had lower TTL values than tumours with deeper infiltration,
finding a correlation between the TTL and pT stage [61,62]. In line with this, Yamamoto
et al. showed that the TTL was related to pN stage with H&E, as pNO cases had a me-
dian of 1500 copies/uL, while those with pN1 had 24,050 copies/uL, and pN2 cases had
90,600 copies/uL [27]. Archilla et al. found similar results, with a mean TTL in pNO of
1775 copies/puL, pN1 of 49,413 copies/uL, and pN2 of 95,000 copies/pL [14]. Their results
were validated by Diaz-Mercedes et al., observing a mean TTL in pNO of 433.6 copies/ L,
pN1 of 35,782.6 copies/uL, and pN2 of 144,651.8 copies/uL [14,27,63]. In our study, the
tumour burden in the LNs of pT1 CRC with pNO determined with H&E was lower, with
a median of 990 copies/pL (mean 1540.6 copies/uL), while pN1 cases had a median of
5000 copies/pL (mean 9241 copies/pL).

Therefore, an important message about LN status when detected with highly sensitive
molecular methods is that any OSNA positivity is not equivalent to patient upstaging
and that low TTL values may not have clinical consequences. In fact, the high sensitivity
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of OSNA can detect tumour cell seeding to LNs, even in pTis CRC, as demonstrated by
Rodrigo-Calvo et al., who found that TTL values below 6000 copies/uL (range 400 to
4270 copies/uL) had no clinical significance. They suggested that these TTL values might
represent the presence of ITCs in the LNs of pTis CRC [64]. Yet, the meaning of the presence
of ITC in CRC is still controversial. In view of their results, it would be of interest to reliably
distinguish the significance of ITC from micrometastases assessed with OSNA.

Our study has some limitations. The most determinant one is that part of the LNs was
assessed with H&E and part was assessed with OSNA, which causes an intrinsic tumour
allocation bias whenever the tumour metastasis is little enough to be contained only in
one part of the LN. In fact, this is the most plausible explanation for our discordant cases.
This could be solved by submitting the whole LN for molecular analysis, as carried out
in LNs from breast carcinoma [13,28]. In fact, all the OSNA studies on CRC to date have
used similar methodologies, with part of the LN used for H&E and part used for OSNA,
which may be the reason for the false negativities and the limiting of its applicability in
general practice [65]. We had 1.1% false negatives, but this rate has been reported up
to 15.4% in other series [61]. Despite this limitation, almost all published studies have
shown good performance of this technique, showing a high sensitivity (90.4%), specificity
(96.8%), concordance (96.0%), positive predictive value (79.8%), and negative predictive
value (98.6%) [28,65]. In this regard, OSNA LN staging can be improved and achieve its full
clinical significance and impact in early-stage CRC only through a complete analysis of the
LN tissue. Only then will the TTL values be able to be validated for CRC LN assessment. In
this regard, Diaz-Mercedes et al. performed an intermediate step by demonstrating that LN
cytological smears could be used to determine the pN stage, enabling the use of the whole
LN tissue for OSNA. In fact, they found that cytological LN smears immunostained with
CK19 had a similar performance to the OSNA assay in the determination of LN positivity,
and they were more sensitive than H&E (p < 0.0001) [63]. Another limitation of our study
is the small number of cases, since the recurrence of disease in pT1 CRC is only 3.3%,
and the proportions of cases with metastases and death from the disease are even lower,
being 1.6% and 1.7%, respectively [42]. Therefore, we are unable to make any statement
about the prognostic implications of the LN status assessed using either OSNA or H&E.
Another minor issue is the finding of LNs located in the fat very close to the colorectal wall,
which may not be freshly dissected, and they were therefore assessed only using H&E.
Indeed, one of our cases had LNM in an additional LN dissected after formalin fixation.
Missing lymph nodes in fresh dissection can occur, but all LNs dissected after FFPE must
be assessed only using conventional H&E, and they still contribute to the pN stage [62,64].

To the best of our best knowledge, this is the first OSNA study focusing on pT1 CRC.
We have demonstrated that it enables the identification of patients at risk of recurrence,
which helps the optimisation of their clinical management.

5. Conclusions

A molecular analysis of LNs from pT1 CRCs provides more information on the real
nodal status than H&E. Patients with TTL > 6000 copies/uL may be candidates for a closer
follow-up and could be considered for adjuvant therapy; therefore, an OSNA LN analysis
can contribute to improve the management of patients with early-stage CRC.
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Discusion

El primer articulo de este trabajo es un nuevo estudio molecular que
demuestra la presencia de células tumorales en los GLs regionales en el CCR in
situ. En todos los casos, los GLs fueron negativos con el analisis de hematoxilina
eosina H&E (pNO0), y la presencia de bajas cantidades de carga tumoral total
(CTT) en los GLs se detecto solo mediante el método molecular OSNA. También
demostramos la presencia de vasos linfaticos en la ldmina propia de todos los
CCR in situ evaluados, por lo que las células tumorales presentes en los GLs de
estos carcinomas, que no habian alcanzado la submucosa, lo hicieron mediante

la invasion de vasos linfaticos presentes en la lamina propia.

Los CCR in situ son carcinomas no invasivos y se considera que tienen un
riesgo limitado de metastasis de los GLs (132). Sin embargo, utilizando el andlisis
molecular con el método OSNA de los GLs, hemos demostrado la presencia de
pequenas cantidades de CTT en los GLs del 11/39 casos (28%) de los CCR pTis.
La presencia de vasos linfaticos en la mucosa coldnica se demostr6 previamente
mediante un mecanismo de linfangiogénesis en condiciones inflamatorias y
neoplasicas (78,82,132). En consecuencia, algunos estudios identificaron
inesperadamente la diseminacion metastasica en mas del 1% de los llamados
adenocarcinomas colorrectales "in situ" y reportaron sobre la capacidad de los
CCR pTis de metastatizar en ganglios linfaticos. Asimismo, los casos reportados
de invasidon linfatica de "CCR intramucoso" defienden que es bioldgica y
clinicamente plausible que un pequeno porcentaje de CCR in situ adquiera la
capacidad de diseminacion en GL sin necesidad de invasién submucosa, ya que
se sabe que el plexo linfatico esta presente justo encima y dentro de la muscular
de la mucosa. Por lo tanto, afirman que los CCR "intramucosos" con alteracion o

invasion a través de la muscularis mucosa pueden infiltrar los vasos linfaticos




(133,134). Lewin et al. reportaron 15 carcinomas colorrectales “intramucosos”
poco diferenciados originados en adenomas resecados endoscopicamente, de los
cuales un caso desarrolld enfermedad metastdsica y otro se asocid con
enfermedad de Paget de la piel anal. Los otros 13 casos estaban vivos y sin
enfermedad con una mediana de seguimiento de 13 meses (135). Shia et al.
describi6 dos adenocarcinomas intramucosos, uno poco diferenciado con 8
ganglios linfaticos negativos que recidivd con metdstasis a epiplon e higado 17
meses después de la reseccion quirurgica. El segundo se originé en un adenoma
tabulovelloso con invasion linfatica en la base de la mucosa, sin afectar la

muscularis mucosa (136).

Nuestro trabajo es el primer estudio publicado que incluye una serie de
muestras quirtrgicas de CCR in situ en las que la evaluacion de los GLs se ha
realizado tanto con H&E como con métodos moleculares, utilizando para ello el
método OSNA. Es conocido que los GL de colon y recto son normalmente de
pequeno tamano, pero aun asi pueden contener micrometdstasis o células
tumorales aisladas que son dificiles de identificar con H&E. En otro trabajo,
Aldecoa et al. demostraron que los GLs que son mas propensos a albergar células
tumorales son aquellos del territorio linfatico que drena el tumor, generalmente

ubicados cerca del tumor (137).

Otro hallazgo interesante de nuestro trabajo es que todos los CCR in situ
tenian al menos un vaso linfatico en la ldmina propia, demostrado con tincion
inmunohistoquimica para D2-40. Todos nuestros casos estaban limitados a la
mucosa, sin invasion de la muscularis mucosae, no mostraron caracteristicas de
alto grado y todos fueron pNO por H&E. El hallazgo de CTT en los GLs del 28%
de casos indica que los CCR in situ son capaces de infiltrar los vasos linfaticos

intramucosos con mas frecuencia de lo esperado, pudiendo sembrar algunas




células tumorales en los GLs regionales. Aunque con tinciones
inmunohistoquimicas para citoqueratina no pudimos objetivar presencia de
células tumorales dentro de los vasos linfaticos de la ldmina propia de la mucosa
en ninguno de los CCR in situ, nueve tumores tenian ‘intra-tumoral buding (ITB),
siete de ellos Bd1 y dos Bd2. Dado que los TB son una manifestacion de la
transicion epitelio-mesénquima, que proporciona movilidad y capacidad de
infiltracion a las células epiteliales, hipotetizamos que la presencia de ITB es la
explicacion de cdmo las células tumorales alcanzaron e infiltraron los vasos
linfaticos. El resto de nuestros CCR in situ, 76,9% (30/39), tenian BdO, es decir,
ausencia total de gemacion tumoral. En este sentido, Zlobec et al. demostro que
los CCR pT1 con BdO son menos agresivos que los tumores con Bd1(66). En
nuestra cohorte, el subgrupo de CCR in situ con Bd0 no tuvo menor niimero de
vasos linfaticos ni menor CCT en los GLs. En la literatura revisada no existen
estudios publicados de CCR pTis e ITB. En nuestro estudio no encontramos
ninguna relacion significativa entre el nimero de vasos linfaticos presentes en la
mucosa, la presencia de ITB o cualquier otro factor clinico-patoldgico, ni con la

positividad de OSNA.

Las CCT obtenidas fueron de entre 400 y 4270, que representan cargas
tumorales bajas, que se traducen en una escasa cantidad de células tumorales.
Las cantidades de CCT en los GL regionales de nuestra serie de CCR in situ no
tuvo repercusion clinica. En este sentido, es importante destacar que se ha
demostrado que la CTT se correlaciona con el pN, y que la cantidad de CTT en
los GLs, tiene valor pronostico. Yamamoto et al. demostré que el CTT aumenta
con el aumento del estadio pN del CCR, obteniendo 1.550 copias/pL en los casos
PNO, 24.050 copias/uL en los casos pN1 y 90.600 copias/uL en los casos pN2 (129).
En un estudio reciente de nuestro grupo, Archilla et al. validaron estos

resultados, con valores similares, encontrando 1.775 copias/uL en los CCR pNO,




49.413 copias/uL en los pN1 y 95.000 copias/uL en los pN2. De hecho, la
estadificacion ganglionar pN del TNM se basa en el numero de GLs positivos,
definidos como metastasis tumorales > 0,2 mm de tamano. Debido a la alta
sensibilidad de las pruebas moleculares para la valoracion de GLs, los bajos
valores de CTT probablemente corresponden a células tumorales aisladas (CTA)
mas que a metastasis genuinas. Estos resultados son presumiblemente confiables
y, si se informan, corresponderian a pNOmol+, con deteccion de CTT en los GLs
unicamente por medios moleculares. Nuestros resultados confirman que incluso
en el CCR pNO, puede haber una pequenia cantidad de CTT en los GLs, pero muy
probablemente sin consecuencias clinicas. Una explicacidon plausible para esto
altimo es que la grasa mesocolica o mesorrectal, que contiene GLs regionales, se
reseca con el procedimiento quirtrgico. Asi, en una cirugia con intencion curativa
se realiza una linfadenectomia regional y con ella se eliminan las CTAs y
pequenos grupos de células tumorales no detectadas con H&E, lo que justificaria
que valores bajos de CTT puedan no tener consecuencias clinicas. Varios estudios
han demostrado una mayor sensibilidad en la identificacion de pequenas
cantidades de CTT, es decir, células tumorales aisladas o micro-metastasis con el
uso del método OSNA(116,125,129). Las pruebas moleculares de GLs que utilizan
meétodos cuantitativos son muy utiles ya que brindan informacién sobre la
cantidad de CTT dentro de los GLs, lo que puede guiar el manejo clinico del
paciente. Ademas, nuestro grupo demostro el valor prondstico de la CTT en el
CCR, con valores de >6000 copias/ul asociados con una peor supervivencia

general (SG) y supervivencia libre de enfermedad (SSE) (113,138).

Dado que ninguno de nuestros casos presentd metdstasis en GLs ni
recidiva de la enfermedad, nuestros resultados podrian reforzar la posicion
actual de que el carcinoma in situ debe tratarse como si fuera una displasia de

alto grado en lugar de un carcinoma invasivo. Ademas, la extirpacion quirtrgica




de estas lesiones se asocia con una mayor morbilidad y mortalidad de la cirugia,
que oscila entre el 3 y el 20%(139). De hecho, los programas de deteccién del CCR
han llevado a un aumento en la deteccién temprana del CCR, incluidos los
tumores pTis, pT1 y pT2. Existen pocos estudios sobre la tasa de recurrencia de
pTis, que se limitan a los carcinomas de recto, siendo del 2,6% a los cinco afios y
del 6,7% a los 10 afios, y una incidencia acumulada de recurrencia sistémica del
0,8% alos 5 anos (140). Incluso si los hallazgos de nuestro estudio pueden ser de
relevancia cientifica, demuestran claramente que la siembra de células tumorales

en los GLs ocurre en una etapa muy temprana del CCR y debe tenerse en cuenta.

Una limitacion de nuestro primer estudio es que utilizamos la mitad del
GL para el método OSNA vy la otra mitad para el andlisis H&E, lo que puede
haber inducido a un sesgo de asignacion de las células tumorales hacia uno u otro
analisis. A pesar de eso, se identifico la presencia de CCT en la parte del GL
utilizada para el analisis molecular. Otra limitacion es que no hubo asociacion
estadistica entre el TB y la densidad de los vasos linfaticos/mayor carga tumoral
segin OSNA u otras caracteristicas clinico-patologicas. Dado el nimero de casos
en nuestra cohorte, el andlisis probablemente no tenga suficiente potencia

estadistica.

En el segundo articulo publicado, demostramos que utilizando el método
OSNA para la evaluacion de los GLs del CCR pT1 puede distinguir a aquellos
pacientes que podrian presentar cierto riesgo de progresion. Este método
molecular de alta sensibilidad de analisis de GLs permite identificar aquellos
CCR pT1 capaces de sembrar células tumorales en GLs y separarlos de aquellos
con GLs completamente negativos, por lo que permite optimizar el tratamiento
clinico de los pacientes con CCR pTl. Ademads, se ha demostrado que los

resultados cuantitativos de las CTT, evaluadas con el método OSNA, se asocian




con caracteristicas clinico-patoldgicas relacionadas con metastasis de ganglios
linfaticos, ademds de brindarnos informacion prondstica, ya que se ha
demostrado que una CTT de > 6000 copias/pL se asocia a peores supervivencias
general y libre de enfermedad (113). Por lo tanto, en este estudio, solo
consideramos una CIT de > 6000 copias/uL con posible relevancia clinica.
Inicialmente las micrometdstasis ganglionares en el CCR no tenian importancia
clinica (123), pero un metaanalisis realizado por Rahbari et al. reveldé que en
pacientes pNO con H&E, la deteccion de células tumorales en GLs regionales por
cualquier método mads sensible que la H&E, se asociaba a peores supervivencias
global, libre de enfermedad y asociada a la enfermedad (104,107). Estos
resultados fueron reforzados por otro metaanalisis de Slothaak et al. en el que
fueron incluidos estudios que habian utilizado inmunohistoquimica para evaluar
las metéstasis de ganglios linfaticos, en ellos informaron que los pacientes con
micrometastasis tenian un mayor riesgo de recidiva tumoral. Sin embargo, el
hallazgo de células tumorales aisladas (CTA) no tuvo impacto en la supervivencia

libre de enfermedad (105).

Un hallazgo relevante de nuestro estudio fue la mayor positividad de GLs
detectada por OSNA (22 casos; 24,7%), que por H&E (7 casos; 7,9%). Los tres
casos con CTT > 6000 copias/uL también fueron positivos con H&E, lo que refleja
la importancia y confiabilidad de los valores de CTT. Hubo dieciséis casos con
ganglios negativos por H&E pero positivos con OSNA, con CTT <6000 copias/uL,
lo que puede representar micrometastasis o CTA. La discordancia probablemente
se explica debido al sesgo de localizacion del tumor, ya que una parte del ganglio
linfatico se utilizo para OSNA vy la otra parte para la estadificacion convencional
con H&E, que analiza solo una seccion central de 3 um del ganglio linfatico

(125,129).




Al analizar las caracteristicas histoldgicas asociadas a las metastasis
ganglionares con positividad en el ganglio tanto por H&E como por OSNA
observamos una correlacion entre ambas positividades, OSNA con CCT > 6000
copias/uLy positividad con H&E con el “tumor budding’” (TB). Estos resultados
concuerdan con los publicados por Archilla et al (110). E1 TB es un factor de riesgo
independiente de metastasis ganglionares en el CCR pT1 (47,51,52,54,73,74,141—
151), y las guias clinicas actuales recomiendan someterse a cirugia en casos con
TB intermedio y alto (Bd2 y Bd3) (152). Los “Poorly Differentiated Clusters”
(PDC) se consideran un factor de riesgo histologico de metastasis ganglionares
en el CCR pT1(61,147). En nuestro estudio, encontramos que los PDC se
asociaron con metdstasis ganglionares, con una tendencia no estadisticamente
significativa con las positividades de OSNA, probablemente debido al pequeto
namero de casos con una CTT > 6000 copias/uL. Se ha propuesto que tanto los
TB como la PDC se evaltien juntas en una "puntuacion combinada", ya que ambas
pueden referirse al mismo fenomeno bioldgico de transicion epitelial a
mesenquimatosa, pero todavia existe cierta controversia entre los expertos
(65,153-155). Ademads, también observamos que la presencia de invasion
linfovascular (ILV) se asocio con metdastasis ganglionares. Como es bien sabido,
la presencia de ILV es un factor de riesgo significativo para metdstasis

ganglionares en el CCR pT1 (47,51,52,55,61,74,141-143,146-151,156-159).

No encontramos una asociacion entre invasion peri-neural (IPN) y
metdstasis ganglionares con ninguno de los métodos de andlisis de GL. Sin
embargo, debemos considerar que el IPN es una caracteristica que se encuentra
con poca frecuencia en el CCR pT1. Sin embargo, se ha demostrado ampliamente
la asociacion entre metdastasis ganglionares y IPN en estadios mas avanzados del
CCR, que también se relaciona con la supervivencia libre de enfermedad y global

(52,65,104,105,141,142,144,146,148,158,160,161). Ademds, no encontramos




relacion entre la metastasis ganglionar y la profundidad de la infiltracion
submucosa, cuando se analiz6 con cualquiera de los métodos. Esta caracteristica
se ha asociado con la metdstasis ganglionar en varios estudios, pero se han
considerado diferentes puntos de corte para la estratificacion del riesgo de
metastasis (47,51,52,54,55,73,74,141,143,144,146,148,149,151,158,162). En wun
metaanalisis reciente, Zwager et al. no mostr6 una asociacion significativa entre
metdstasis ganglionares y la profundidad de la infiltracion submucosa (73). En
cuanto al grado histologico, se considera que un grado histoldgico alto confiere
un mayor riesgo de metastasis ganglionares, como se informa consistentemente
en la literatura (51,52,54,65,73,74,141-143,146,148,149,151,156-158,163,164),
mientras que otros estudios no encontraron tal relacion (55,147,150,154,159). En
nuestro estudio no observamos asociacion entre alto grado histoldgico y
metastasis ganglionares. Finalmente, otra caracteristica histologica que no
encontramos relacion con las metastasis ganglionares fue la alteracion de la
muscularis mucosa. Ha habido cierto debate sobre la importancia de la alteracion
completa de la muscularis mucosa. Mientras que algunos autores han
demostrado su asociacion con metdastasis ganglionares, no solo en pdlipos
pediculados, sino en todo tipo de pdlipos, otros autores no han observado tal

vinculo (51,143,144,147).

El significado de la cantidad de CTT es de suma importancia y, por tanto,
esta acorde con su significacion clinica. De hecho, la CTT de los ganglios linfaticos
centinela (GLCs) en el carcinoma de mama se asocia con la supervivencia libre
de enfermedad y la supervivencia general, y en el contexto intraoperatorio la CTT
del GLC es un indicador del estado de los ganglios linfaticos no centinela, por lo
que su valor es fundamental para decidir la necesidad de realizar
linfadenectomia axilar (115,165). En este mismo contexto, recientemente se ha

explorado el papel de la deteccion molecular de metastasis GL mediante OSNA




en pacientes con cancer de mama que han recibido terapia neoadyuvante
sistémica. Asi, un TTL >15.000 copias/pl en el ganglio centinela se ha demostrado
que es un factor predictivo de metdstasis en ganglios no centinela, con un valor
predictivo negativo (VPN) del 90,5%; mientras que un CTT > 25.000 copias/ul se

relaciona con una peor supervivencia libre de enfermedad (165).

Antes de la demostracion del valor pronostico de la CTT en el CCR, habia
algunas evidencias de que valores bajos de CTT > 250 copias/uL, aunque
considerados “positivos”, no correspondian a un sobreestadiaje del paciente y no
se asociaban al prondstico (166). Las tasas informadas de positividad y de
sobreestadificacion ganglionar utilizando OSNA en el CCR son variables entre
los diferentes estudios. Asi, Aldecoa et al. informaron que hasta el 51% de los
pacientes pNO con H&E tenian GL positivos para OSNA, mientras que Croner et
al. encontro que era del 25,2%, Yamamoto et al. del 17,6%, y Tani et al. del 9,1 %
(128,130). Algunos autores observaron inicialmente la asociacion entre la CTT con
caracteristicas clinicopatologicas de alto riesgo, y observaron que el CCR pT1
tenia valores de CTT mas bajos que los tumores con infiltracion mas profunda,
encontrando una correlacion entre el estadio, CIT y pT (127,130). En linea con
esto, Yamamoto et al. mostré que la CTT estaba relacionada con el estadio pN con
H&E, ya que los casos pNO tenian una mediana de 1.500 copias/pL, mientras que
aquellos con pN1 tenian 24.050 copias/uL y los casos pN2 tenian 90.600 copias/pL
(129). Archilla et al. encontraron resultados similares, con un TTL medio en pNO
de 1.775 copias/uL, pN1 de 49.413 copias/uL y pN2 de 95.000 copias/pL (113). Sus
resultados fueron validados por Diaz-Mercedes et al.,, observando una CTT
media en pNO de 433,6 copias/pL, pN1 de 35.782,6 copias/uL y pN2 de 144.651,8
copias/pL (113,129,167). En nuestro estudio, la carga tumoral en GL de CCR pT1
con pNO por H&E tuvo una mediana de 990 copias/pL (media 1.540,6 copias/uL),
y en los casos pN1 una mediana de 5.000 copias/pL (media 9.241 copias/uL).




Por lo tanto, un mensaje importante sobre el estado de GL es que cualquier
positividad de OSNA no equivale a un sobreestadiaje del paciente y que los
valores bajos de CTT pueden no tener ninguna consecuencia clinica. De hecho, la
alta sensibilidad de OSNA puede detectar la siembra de células tumorales en GLs
incluso en pTis CCR, como demostramos en el primer articulo de esta tesis
doctoral, donde los valores de CTT por debajo de 6.000 copias/uL (rango de 400
a 4.270 copias/pL) no tuvieron significacion clinica. Sugirieron que estos valores
de CTT podrian representar la presencia de células tumorales aisladas (CTA) en
GLs de pTis CRC (168). Sin embargo, el significado de la presencia de las CTA en
el CCR sigue siendo controvertido. A la vista de estos resultados, seria interesante
distinguir de forma fiable la importancia de las micrometastasis y las CTA

evaluadas con el método OSNA.

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones; la mas determinante es que
parte de los GLs fueron evaluados por H&E y parte por OSNA, que incorpora un
sesgo intrinseco de localizacion de las metastasis ganglionares, siempre que la
metdstasis del tumor sea lo suficientemente pequefia como para estar contenida
solo en una parte de los GLs. De hecho, es la explicacion mas plausible para
nuestros casos discordantes. Esto podria resolverse enviando todo el GL para
analisis molecular, como se hace en los GL del carcinoma de mama (116,125). De
hecho, todos los estudios de OSNA en CCR hasta la fecha han utilizado
metodologias similares, con parte del GL para H&E y parte para OSNA, lo que
puede ser el motivo de falsos negativos y estd limitando su aplicabilidad en la
practica clinica general (169). Tuvimos un 1,1% de falsos negativos, pero en
algunos estudios alcanza hasta un 15,4% (130). A pesar de esta limitacidn, casi
todos los estudios publicados han demostrado unos buenos resultados de la

técnica OSNA, mostrando una alta sensibilidad (90,4%), especificidad (96,8%),




concordancia (96,0%), valor predictivo positivo (79,8%) y valor predictivo
negativo (98,6%) (125,169). En este sentido, la estadificacion ganglionar con
OSNA en el CCR puede mejorarse y adquirir toda su importancia clinica e
impacto en el CCR en estadios tempranos solo si se realiza un analisis completo
del tejido ganglionar. Solo entonces se podran validar los valores CTT. Al
respecto, Diaz-Mercedes et al. logrd realizar un paso intermedio al demostrar que
las extensiones citologicas de los GLs podrian usarse para obtener la pN, lo que
permite el uso de todo el tejido del ganglio para OSNA. De hecho, encontraron
que las extensiones citologicas de los ganglios tefiidos con inmunohistoquimica
para CK19 tenian un rendimiento similar al del método OSNA para detectar
positividad de GLs y eran mads sensibles que la H&E (p<0,0001) (167). Otra
limitacidn a considerar de nuestro estudio fue el pequefio numero de casos, ya
que la recidiva de la enfermedad en el CCR pT1 es solo del 3,3%, y la proporcion
de casos con metdstasis y muerte por la enfermedad es atin menor, siendo del
1,6% y 1,7%, respectivamente (151). Por lo tanto, no podemos hacer ninguna
afirmacion sobre la implicacion prondstica del estado de los GLs evaluados con
OSNA o con H&E. Por otro lado, cabe destacar otra desventaja menor que es el
hecho de encontrar GLs localizados en la grasa muy cerca de la pared colorrectal.
Es posible que estos GL no se disequen en fresco, por lo tanto, se evalten
unicamente mediante H&E, pero aun asi contribuyen al estadio pN del paciente.
De hecho, en uno de nuestros casos tenia metastasis en un GL adicional disecado
después de la fijacion con formol. Se pueden perder ganglios linfaticos en una
diseccion en fresco, y todos los ganglios linfaticos disecados después de la fijacion
en formol deben evaluarse tinicamente mediante H&E convencional y contribuir
al estadio pN (128, 168). Este es el primer estudio de OSNA realizado en CCR
pT1l. Hemos demostrado que permite identificar pacientes con cierto riesgo de

recidiva, lo que ayuda a optimizar su manejo clinico.







Conclusiones







Conclusiones

1. Los carcinomas colorrectales in situ contienen vasos linfaticos en la lamina

propia.

2. Las células tumorales de los carcinomas colorrectales in situ infiltran los vasos
linfaticos de la lamina propia y metastatizan a los ganglios linfaticos regionales

en forma de células tumorales aisladas o en pequefios grupos.

3. El método One Step Nucleic Acid Amplification permite cuantificar la carga
tumoral total presente en los ganglios linfaticos de los carcinomas colorrectales

insituy pTl.

4. La deteccidn de cantidades pequefias de cargas tumorales totales en ganglios
linfaticos del carcinoma colorrectal in situ no tienen relevancia clinica ni

representan un riesgo adicional para los pacientes.

5. Las cargas tumorales totales obtenidas por el método One Step Nucleic Acid
Amplification proporcionan informacion valiosa para la toma de decisiones

clinicas en carcinomas colorrectales in situ y pT1.

6. El analisis molecular de los ganglios linfaticos en pacientes con carcinoma
colorrectal pT1 ofrece una visidn mas integral del estado ganglionar que el

estudio histologico con tincion de hematoxilina y eosina.

7. Pacientes con una carga tumoral total igual o superior a 6000 copias/uL
deberian considerarse candidatos para un seguimiento mas riguroso y podrian

beneficiarse de terapia adyuvante.




8. La evaluacion de los ganglios linfaticos con la técnica One Step Nucleic Acid
Amplification puede contribuir de manera significativa a un manejo clinico mas

adecuado de pacientes con carcinoma colorrectal en estadios pTis y pT1.
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