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INTRODUCCION

1. Cancer colorrectal: Distribucion y prevalencia

El cancer colorrectal (CCR) constituye la segunda causa de mortalidad global
por cancer, siendo el tercero en prevalencia en los paises occidentales, por
detras del cancer de prostata y pulmon en hombres y del cancer de mama y
pulmon en mujeres (1). En Espana representa el segundo cancer en

incidencia.

La tasa de supervivencia global a los 5 anos de los pacientes con CCR es del
65%, aunque es variable segin el estadio del tumor, siendo del 80-90% en
estadios I-II (localizados, sin afectacion ganglionar ni metastasis a distancia),
del 40 a 70% en estadio III (presencia de metastasis a los ganglios linfaticos),

con una caida drastica del 10-15% en estadio IV (metastasis a distancia) (2).

Segun la Sociedad Americana del Cancer, se estima que para el 2024 se
diagnosticaran aproximadamente 106,590 nuevos casos de cancer de colon y
46,220 canceres de recto (81,540 en hombres y 71,270 en mujeres). Se estima
que a nivel mundial en el 2024 se produzcan 53,010 muertes (3). La
mortalidad por CCR ha presentado una tendencia descendente en las ultimas
décadas, debido en gran parte a la introduccion de los programas de cribado
poblacional, los cuales han conseguido disminuir la mortalidad por CCR y ser
efectivos al permitir el diagnostico precoz y mejora de la supervivencia al
proporcionar atencion en la etapa mas temprana posible de la enfermedad y,
por lo tanto, es una estrategia importante de salud publica en todos los

entornos (4,5).

1.1. Etiologia v Factores de riesgo

El CCR es el resultado de un proceso de etiologia multifactorial, en el que

intervienen factores personales, medioambientales y genéticos. Afecta
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aproximadamente al 15% de la poblacion general en los paises desarrollados.
A nivel mundial, la probabilidad de padecer CCR a lo largo de la vida es de un

4-5%.

1.1.1. Factores personales

El CCR se asocia a maultiples factores de riesgo personales como la edad
superior a 50 anos, tener una enfermedad inflamatoria intestinal créonica
(colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn), alcoholismo, tabaquismo, tipo de
dieta-habitos alimenticios no saludables, obesidad, falta de actividad fisica y

antecedentes familiares de CCR (6).

1.1.2. Factores medioambientales

El CCR es quizas uno de los principales ejemplos de una enfermedad mediada
por los factores medioambientales, lo que se evidencia por estudios sobre
poblaciones migrantes que adquieren el riesgo de CCR de la poblacion
receptora en el plazo de una generacion. Aunque las tasas de incidencia de
CCR han disminuido en las dos ultimas décadas debido al aumento de la
deteccion precoz y reseccion de polipos precancerosos en los programas de
cribado poblacional, las tasas de incidencia del CCR han ido en aumento en
menores de S0 anos, lo que representa un signo de alarma. Por lo tanto, la
identificacion de los factores de riesgo ambientales es imperativa para

proporcionar enfoques de intervencion en poblaciones de alto riesgo (7).

Varios autores han recalcado la importante relacion del microbioma intestinal
con la carcinogénesis, debido a un desequilibrio bacteriano o disbiosis, como
resultado de factores de virulencia, metabolitos bacterianos o vias
inflamatorias (8). Asimismo, se han planteado hipotesis sobre la grasa
dietética y su influencia sobre la flora bacteriana, indicando que puede tener

un efecto sobre la patogénesis del cancer de colon, teorizandose que las dietas
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ricas en grasas promueven la carcinogénesis mediante la formacion de acido
desoxicolico y acido litocoélico. La ingesta alta de grasas estimula la produccion
de acidos biliares del higado, que, tras el contacto con bacterias anaerébicas

en el colon, se deshidrogena para formar estos compuestos.

1.1.3. Factores genéticos

Dependiendo del tipo y origen de las mutaciones, los CCR pueden clasificarse

en esporadicos, hereditarios y familiares no sindromicos.

Los canceres esporadicos representan aproximadamente el 75% de todos los
CCR y se desarrollan en individuos de entre una mediana de 70-75 anos de
edad, que no portan ninguna mutacion que les confiera susceptibilidad para
desarrollar esta enfermedad ni vinculacion familiar. Aunque el factor genético
no es absoluto, pueden derivar de mutaciones puntuales, alteraciones
genéticas o epigenéticas que conllevan una secuencia morfologica especifica,
siendo los adenomas las lesiones premalignas con capacidad de progresion a

carcinomas invasivos (9).

Los CCR hereditarios, representan aproximadamente el 5% de los CCR.
Estan causados por la herencia de una alteracion genética en linea germinal,
generalmente una mutacion de un gen relacionado con el proceso de
carcinogénesis colorrectal. Los mas frecuentes son la poliposis adenomatosa
familiar (PAF) con mutaciones en el gen APC y el sindrome de Lynch con
mutaciones en alguno de los genes reparadores del ADN (MHL1, MSH2, MSH6,
PMS2). Existen muchos otros genes implicados en el desarrollo del CCR como
el gen MUTYH (poliposis asociada a MUTYH), NTHLI1 (poliposis asociada a
NTHL1), POLE, POLD1 (poliposis asociada a la correccion de polimeros),
GREM]1 (sindrome de poliposis hereditaria mixta), MSH3 (poliposis asociada a
MSHS3), AXIN2 (poliposis asociada a AXIN2), SMAD4 / BMPRI1A (sindrome de
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poliposis juvenil), STK11 (sindrome de Peutz-deghers), PTEN (sindrome de

Cowden y relacionados), o TP53 (sindrome de Li-Fraumeni), entre otros.

El CCR familiar representa aproximadamente el 20% de los CCR, se distingue
de los sindromes hereditarios es una afeccion diversa que incluye pacientes
con sindromes hereditarios no reconocidos y/o con formas aparentemente
esporadicas con agregacion familiar. Estos pacientes no tienen reconocido
ningin mecanismo molecular, por lo que se les atribuye una combinacion de
factores medioambientales y genéticos-hereditarios (alteraciones con baja

penetrancia) (10).

1.2. Secuencia adenoma- carcinoma

El CCR es una enfermedad heterogénea que se produce por la acumulacion
progresiva y secuencial en varios pasos de alteraciones genéticas y
epigenéticas en genes reguladores del crecimiento y proliferacion celular que
son claves para marcar la transicion de la mucosa colénica normal hacia un

epitelio proliferativo en un periodo de aproximadamente 10-15 anos (11,12).

La mayoria de los CCR se originan en lesiones precursoras, o polipos
precancerosos, divididos a grandes rasgos en adenomas tubulares (AT),
adenomas tubulovellosos (ATV) y lesiones serradas (LS), con potencial de
progresar y desarrollar un CCR infiltrante. Las alteraciones genéticas ocurren
en oncogenes, genes supresores tumorales, genes relacionados con los
mecanismos de reparacion del ADN, o ser alteraciones epigenéticas como la
hipermetilacion del promotor de genes relacionados en procesos de
carcinogénesis. La via de senalizacion mas comunmente afectada es la
Wingless/Wnt que regula la homeostasis y la reparacion tisular, con
mutaciones en APC, K-RAS, elementos de la via de senalizacion de TGF-fS

(TGFBR2 y SMAD4) y posteriormente mutaciones en TP53 (13).
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1.2.1. Vias moleculares del desarrollo del carcinoma colorrectal

Ademas de los factores personales y ambientales que influyen en el desarrollo
del CCR, las alteraciones genéticas son un factor crucial en el desarrollo
tumoral. Existen tres vias moleculares principales distintas en la patogénesis
y desarrollo del CCR: via de Inestabilidad Cromosomica (CIN), via de
Inestabilidad de Microsatélites (MSI) y via de fenotipo metilador de islas CpG
(CIMP).

1.2.1.1. Via de la Inestabilidad Cromosomica. CIN

La via CIN es la considerada como clasica y esta implicada en el desarrollo del
65-70% de los casos esporadicos de CCR. En esta via se produce un
desbalance cromosémico, lo que conduce a la aparicion de aneuploidias y
perdida de heterocigosidad (LOH). Resulta en defectos en la segregacion
cromosoOmica, estabilidad telomérica y respuesta al dano del ADN, lo que
promueve la carcinogénesis a través de mutaciones puntuales en genes
supresores y protooncogenes, o por el aumento del nimero de copias de

dichos genes.

Las anomalias genomicas mas frecuentes se encuentran en los genes
supresores de tumores APC y TP53, mutaciones activadoras en KRAS y la
subunidad alfa de fosfatidilinositol-4,5-bisfosfonato 3-quinasa catalitica
(PIK3CA). Segun varios modelos genéticos, el primer paso incluye una
mutacion somatica en APC (primer golpe), seguido de inactivacion de APCy
activacion de f-catenina (segundo golpe) y posteriormente mutaciones
oncogénicas en KRAS en la etapa adenomatosa, a la que se anade la delecion
del cromosoma 18q y la inactivacion de TP53 que ocurre durante la transicion
hacia malignidad. Ademas, las aberraciones genéticas en TGF-BR y PI3KCA
estan involucradas en el modelo de secuencia hacia el desarrollo de

adenocarcinoma (Figura 1).
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Via de inestabilidad cromosémica (CIN)

Secuencia adenoma-carcinoma

Normal Mucosa de Riesgo Adenoma Displasia de alto Adenocarcinoma
Linea germinal Criptas aberrantes Tubular grado Mutaciones
APC somatica ” Inactivacion APCy Mutacionde Genes Supresores, cromosomicas

adquirida activacion de B- ‘ protooncogenes ‘pérdida Homocigosis - adicionales
“primer golpe” Catenina K-RAS, CIN, MSI P53, LOH18q,
“segundo golpe” SMAD2, {COX2
N s e — 1 )

Actmulo progresivo de mutaciones [APC, RAS, p53, etc...)

Figura 1: Secuencia adenoma-carcinoma de la carcinogénesis colorrectal. Imagen cedida por

Mirian Cuatrecasas Freixas.

El gen de APC se localiza en el cromosoma 5q21-g22 e inhibe la transicion de
la fase GO/G1 ala fase S del ciclo celular. La via de senalizacion Wnt mantiene
las células madre indiferenciadas en la base de las criptas colonicas, lo que

permite la supervivencia de células madre tanto normales como cancerosas.

B-catenina es el principal controlador de la via de senalizacion Wnt y esta
presente en las etapas iniciales del desarrollo tumoral, siendo la mutacion de
APC la mas frecuentemente observada en los AT y ATV. Tanto en los CCR
familiares como en los esporadicos, la via APC/p-catenina/Wnt-TCF4 juega

un papel muy importante en el inicio y la progresion de la carcinogénesis.
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La proteina APC wild-type controla negativamente la senalizacion de Wnt al
regular el proteasoma mediado por ubiquitina y degrada de factor de
transcripcion S-catenina. La interrupcion de la proteina APC da como
resultado una senalizacion mejorada de Wnt mediante la estabilizacion de la
B-catenina intracelular, que estimula la transcripcion de genes dirigidos a Wnt
y mejora los objetivos de TCF4 con un aumento en el crecimiento celular,
diferenciacion, propagacion y adhesion de las células epiteliales colorrectales.
Las mutaciones en los genes implicados en la via APC/B-catenina/TCF4 en
células tumorales sin mutaciones de APC también estan presentes en tumores

CIN esporadicos.

La poliposis adenomatosa familiar (PAF) esta causada por mutaciones en APC,
con un patréon de herencia autoséomico dominante, siendo APC también la
causa del sindrome de poliposis adenomatosa atenuada, sindrome de
Gardner, y sindrome de Turcot, todos ellos caracterizados por la presencia de
multiples podlipos adenomatosos a nivel del tracto gastrointestinal. Las
variantes de linea germinal bialélicas en el gen de la glicosilasa de ADN
MUTYH, codifica una proteina de reparacion por escision de bases, lo que
conlleva a la aparicion de poliposis asociadas a MUTYH. Estos tipos de

adenomas de colon, también pueden tener mutaciones en APC.

El gen KRAS, localizado en el brazo corto del cromosoma 12 (12p12.1), es un
elemento clave de la via de senalizacion MAPKinasa. Las mutaciones
activadoras en KRAS a menudo surgen después de las mutaciones en APCy
se encuentran en un 40% de los CCR. La via de senalizacion MAPKinasa
contiene varios factores de crecimiento, incluido el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR). En esta via, la activacion de KRAS resulta en
la co-activacion constitutiva de Raf-MEK-extracelular, via de la quinasa
regulada por senales (ERK), fosfoinositida 3 senalizacion de quinasa (PI3K) a
través de MTOR y el factor de transcripcion nuclear NF-Kb. La activacion de

esta via es frecuente en muchos otros tipos de carcinomas, ademas del CCR.
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Las mutaciones en esta via tienen gran trascendencia por ser el objetivo de
multiples dianas terapéuticas, especialmente en pacientes con tumores

metastasicos.

El gen TP53, localizado en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13), codifica
un factor de transcripcion nuclear de 43.7 kDa. Su producto, P53, regula la
transcripcion de genes que regulan la reparacion del ADN y las respuestas
celulares a estrés oxidativo. Codifica proteinas que regulan el ciclo celular, la
senescencia y la apoptosis. Las alteraciones de TP53 conllevan a una pérdida
de funcion del gen y se observan con mayor frecuencia en CCR avanzados que
en adenomas, aunque tengan focos microscopicos de invasion o ya sean pT1.
Esta asociacion entre la frecuencia de las mutaciones de TP53 y el estadio
tumoral indican que las formas mutantes de TP53 promueven el desarrollo de
tumores en una etapa tardia de la tumorogénesis CCR, observandose en

aproximadamente en el 50-75% de los CCR metastaticos.

La pérdida de Heterocigosidad (LOH), se refiere a la ausencia de una de las
dos copias o alelos de un gen, con el alelo restante frecuentemente afectado
por una mutacion. Es un mecanismo observado con frecuencia en los CCR,
sobre todo en los genes TGFB-b, SMADZ2 y SMAD4. Se observa en mas del 70%
de los CCR, sobre todo estadios avanzados y se relaciona con peor

supervivencia global.

1.2.1.2. Via de Inestabilidad de Microsatélites. MSI

La via de Inestabilidad de Microsatélites, MSI es la via molecular responsable
de aproximadamente un 8-15% de CCR esporadicos y del sindrome de Lynch.
La pérdida de expresion de estos genes puede aparecer de forma esporadica o
por mutaciones en linea germinal como en el Sindrome de Lynch. Esta
producida por una hipermutacion fenotipica debido a la perdida de funcion de

las proteinas reparadoras del ADN (MLH-1, MSH2, PMS2 y MSH®6). Los
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tumores que se desarrollan por esta via suelen tener en general mejor

pronostico (Figura 2).

Tumores MSI+ Tumores CIN+
% 15% ~ 85%

Sindrome de Lynch Esporadicos PAF Esporadicos
~ 3-5% ~ 10-15% ~0.5-1% ~ 85%

Figura 2: Carcinoma colorrectal: Inestabilidad Cromosémica (CIN) e Inestabilidad de

Microsatélites (MSI). Autoria: Sherley Diaz Mercedes

Los CCR esporadicos con fenotipo MSI son debidos al silenciamiento
epigenético del gen MLH1 a través de hipermetilacion de su promotor, o bien
por inactivacion somatica de los dos alelos por mutaciones o pérdida de

heterocigosidad.

Los CCR con MSI debidos a hipermetilacion de MLHI también tienen una
mayor frecuencia de mutacion en BRAF que codifica una sustitucion de Va E
en el aminoacido 600 (BRAFV®00E)  asi como la presencia de una baja
frecuencia de mutaciones en APC y TP53 en comparacion con los CCR que se

desarrollan a través de la via CIN.

Los tumores MSI, en especial los que contienen altos niveles de MSI (MSI-H)
se desarrollan con mayor rapidez que los CCR de la via CIN, atribuido al

entorno hipermutador.
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1.2.1.3. Via de metilacion de islas CpG. CIMP

La via de inestabilidad epigenética se caracteriza por una amplia
hipermetilacion de las regiones de islas CpG de genes supresores tumorales y
otros genes relacionados con cancer, que provocan silenciamiento del gen, sin
que esté presente ninguna mutacion o alteracion genética. La metilacion del
ADN es un proceso enzimatico que agrega un grupo metilo a la posicion 5 de
la citosina mediante las ADN metiltransferasas (DNMT) para producir 5-
metilcitosina. Por lo general, el sustrato favorito para DNMT es una secuencia
de dinucleétidos CG, que por lo tanto se ha denominado CpG. Las islas CpG
son tramos cortos de regiones ricas en CpG que a menudo se correlacionan
con la region promotora de los genes. La metilacion de las islas CpG dentro de
la region promotora provoca el silenciamiento transcripcional, aunque parece
que la disminucion de la expresion génica solo es tipica de un subgrupo de
genes metilados en el CCR. La metilacion que ocurre en los sitios CpG fuera
del sitio del promotor, llamada metilacion del cuerpo del gen, puede causar

activacion transcripcional (14,15).

La via de metilacion de islas CpG se observa en aproximadamente un 20-30%
de los CCR y se asocia a una alta tasa de mutaciones en KRAS o BRAF, siendo
TP53 wild type. Suelen localizarse en colon proximal, de histologia mucinosa
y poco diferenciados, en pacientes de mayor edad, sexo femenino y se asocian
a peor pronostico. Los CCR con fenotipo MSI generalmente tienen altos niveles
de metilacion en las regiones reguladoras en todo el genoma, incluido el
fenotipo metilador de citosina/guanina (CpG) y el fenotipo metilador de islas

CpG (CIMP).

Segun el numero de marcadores metilados, el fenotipo CIMP también se puede
dividir en CIMP-alto y CIMP-bajo. Los CCR CIMP-alto se asocian a mutaciones
en BRAF'y a peor pronostico, especialmente si son MSS. Los CCR CIMP-bajo

tienen peor pronostico que los tumores CIMP-negativos.
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Es importante destacar que las mutaciones BRAF V600E se encuentran con
frecuencia en los casos de CCR asociadas a lesiones serradas sésiles y no asi
en los adenomas convencionales. La mutacion BRAF es un evento temprano
en la via serrada y su expresion forzada conduce a un estado de letargo
conocido como senescencia. Las mutaciones de BRAF se encuentran desde
las lesiones tempranas serradas como los polipos hiperplasicos o en lesiones
avanzadas de lesiones serradas con displasia, lo que confirma el rol de esta
mutacion en la via de progresion tumoral. Las mutaciones BRAF y KRAS son,

en principio, mutuamente excluyentes.

1.3. Manejo terapéutico

El tratamiento de eleccion del CCR localizado, no metastatico (estadios I, II o
III), es la exéresis quirurgica con linfadenectomia en bloque. Tras ello, segin
el estadio patologico del tumor y el estado de los ganglios linfaticos, algunos
pacientes recibiran terapia adyuvante, consistente en diferentes regimenes de
quimioterapia que pueden incluir o no terapias biologicas, siguiendo las guias

de la NCCN (16) (Figura 3).

En caso de que el CCR se localice en un pélipo pediculado o sésil, que haya
sido resecado endoscopicamente de manera completa con margenes libres,
que presente una histologia favorable sin factores de alto riesgo de metastasis
ganglionar o progresion tumoral, se puede considerar que el tratamiento
endoscopico es suficiente y recomendar uUnicamente un seguimiento

endoscopico (17,18).

Los pacientes con carcinoma rectal que presentan infiltracion grasa (T3)
reciben quimioterapia y/o radioterapia neoadyuvante seguida de la exéresis
quirurgica en un segundo tiempo, en funcion del estadio y las caracteristicas

del tumor.
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Figura 3: Esquema del manejo terapéutico del CCR. Autoria: Sherley Diaz Mercedes.

2. Programas de Cribado Poblacional de cancer colorrectal

El CCR suele desarrollarse lentamente durante un largo periodo de tiempo y
es curable si se detecta en etapas muy tempranas. La enfermedad se puede
prevenir y se conocen las lesiones premalignas, por lo que es posible
identificarlas y extirparlas antes de su progresion. En general, el diagnoéstico
de CCR se realiza por dos métodos, en pacientes que presentan algun sintoma
gastrointestinal (cambio en el habito deposicional, dolor, fatiga, pérdida de
peso, etc), o mediante los programas de cribado poblacional. Por tanto, el
cribado y la deteccion precoz son medidas excelentes para la prevencion
secundaria del CCR, y para conseguir la disminucion de la mortalidad

asociada al mismo.

En Espana, el programa de cribado del CCR se implemento en el ano 2014

(Orden SSI/2065/2014) y esta dirigido a personas con riesgo medio de CCR,
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que corresponden a poblacion general de entre 50 y 69 anos sin factores de
riesgo o antecedentes familiares relevantes de CCR. Actualmente el programa
ya esta implantado en todo el territorio nacional espanol. En la poblaciéon con
criterios de alto riesgo de CCR, como padecer de una enfermedad inflamatoria
intestinal cronica (colitis ulcerosa o enfermedad de Crohn), o pacientes con
cancer familiar o hereditario, se realiza una valoracion individual con
seguimiento a través de protocolos de actuacion especificos. Desde que se
implantaron los programas de cribado de CCR en Espana, se ha demostrado
la eficacia de los mismos en la reduccion de la morbilidad y la mortalidad por

CCR (19).

En Espana se realiza el cribado utilizando las pruebas no invasivas de sangre
oculta en heces (SOH), basadas en pruebas inmunoquimicas fecales para
hemoglobina, con deteccion de globina humana (FIT). El FIT detecta
cantidades microscopicas de sangre. No obstante, en algunos paises se utiliza

como primera opcion la sigmoidoscopia (20).

El proceso de cribado se realiza con invitaciones a realizar la prueba de
deteccion de SOH con FIT cada dos anos, utilizando calendarios para
poblaciones y centros de atencion primaria. Las invitaciones se envian a la
poblacion siguiendo un orden de centros de atencion primaria para evitar la
saturacion de los laboratorios y unidades de endoscopia y mantener la
duracion de dos anos de cada ronda de cribado. Del proceso de invitacion se
encarga la oficina de cribado de cada territorio, y se realiza mediante una carta
enviada al domicilio, para participar en el programa. En la carta se indica
donde recoger la prueba diagnostica de SOH, bien en la farmacia o en el centro
de atencion primaria segun el municipio donde se vive, junto con las

instrucciones de como conservarla hasta su devolucion (Figura 4).

Una vez realizada la prueba, el paciente recibe una carta con el resultado. Si

el resultado es negativo, los participantes recibiran una carta informativa y
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una invitacion bianual para seguir participando en el programa de cribado. Si
por el contrario el resultado del test de SOH es positivo, a los participantes se
les ofrece la realizacion de una colonoscopia en el centro respectivo y se
informara del resultado, con un seguimiento individualizado a partir de ese

momento.

¢COMO FUNCIONA EL PROGRAMA DE CRIBADO DE CANCER COLORRECTAL?

INVITACION TEST DE CRIBADO DECISION SEGUN RESULTADO

SU DOMICILIO CENTRO DE SALUD m’.‘v :,J_’\

& g ZaN -

MUESTRA DE HECES

- ok |
CONSULTA )
EN ATENCION

Analizaremos la posible PRIMARIA

presencia de sangre oculta
en las heces

Y
- Cancer colorrectal

Y - Ad que precisan
- Col opia negativa I seguimiento

(Tras una baja temporal de 10 afios) [
Recibira en su domicilio el 1
material necesario (Tras un periodo de 2 afos) v

Figura 4: Esquema del programa de prevencion y cribado del CCR (21)

Los programas de cribado de base poblacional permiten la deteccion de polipos
de bajo riesgo, alto riesgo y de CCR. Un 70% de los CCR diagnosticados en
programas de cribado se encuentran en estadios precoces (estadios I-II). Se
requiere una confirmacion diagnoéstica histologica de cualquier lesion

resecada por endoscopia.

2.1. Colonoscopia vy toma de muestras

La colonoscopia es el método estandar de oro (Gold Standard; GS) de deteccion

de lesiones benignas, precursoras de malignidad, o CCR, tanto de pacientes
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procedentes del cribado de CCR como no. Es un método muy efectivo y preciso
que permite una adecuada visualizacion de la mucosa colorrectal. Ademas, es
la prueba optima para el seguimiento de los pacientes, siendo el método
recomendado por la gran mayoria de sociedades internacionales de

gastroenterologia (22).

Simultaneamente, la técnica permite la toma de biopsias o la reseccion de
lesiones, y por consiguiente permite un diagnoéstico histolégico de
confirmacion de la sospecha diagnoéstica, asi como la obtencion de material

para estudios moleculares.

Ademas, es la Unica técnica que permite realizar un proceso terapéutico al
momento, mediante la extirpacion endoscopica, polipectomia, mucosectomia
o diseccion submucosa, entre otras. Sin embargo, las caracteristicas
endoscopicas de una lesion en la mucosa colorrectal no siempre predicen su
grado de malignidad, por lo que es necesario el estudio histolégico para su

adecuado diagnostico.

Dependiendo de los hallazgos endoscopicos, la actitud puede variar. Si la
lesion puede ser resecada completamente por via endoscopica, ya sea por
presentar un tallo estrecho, no presentar un tamano excesivo o estar en una
localizacion accesible, se opta por la reseccion endoscopica utilizando la
técnica mas adecuada (polipectomia, mucosectomia, diseccion submucosa,

reseccion en bloque, etc.).

En estos casos, se remite para estudio histopatologico la lesion completa, bien
intacta o fragmentada, segun la dificultad de la reseccion endoscopica. La
evaluacion histoléogica no se limita uUnicamente a la caracterizacion
histopatologica de la lesion, sino que debe otorgar informacion pronoéstica del

potencial de recidiva local o de metastasis ganglionar de la misma (23).
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2.2. Estudio histologico v estadificacion patologica

Ante la presencia de un carcinoma infiltrante en una lesion resecada
endoscopicamente, suele tratarse de un carcinoma que infiltra la submucosa
(pT1). El analisis patologico debe incluir todos los factores de riesgo de
metastasis ganglionar. El informe patologico debe incluir: el tamano del
carcinoma, el tamano y tipo de adenoma sobre el que se origina, el grado
histologico, la presencia y grado de tumor Budding, la presencia de poorly
differentiated clusters-PDC, la invasion linfovascular y perineural, la
profundidad de invasion en pum de la submucosa, la disrupcion de la
muscularis mucosae, el nivel de invasion de Haggitt en poélipos pediculados,
el estado de los margenes de reseccion laterales (mucosos) y profundo, asi

como la distancia del componente infiltrante a los mismos (Tabla 1. Figura

Level Depth of invasion

Level 0 Carcinoma does not invade the muscular is mucosae
(carcinoma-in-situ or intramucosal carcinoma),

Level 1 Carcinoma invades through the muscularis mucosae

into the submucosa but is limited to the head of the
polyp

. - Levell Adenomatous
Level 2 Carcinoma invades the level of the neck of the polyp ~_ epitnelium
(junction between the head and stalk). Adenocarcinoma
Level 2 |
: > :
Level 3 Carcinoma invades any part of the stalk I——- i e
Level 4 Carcinoma invades into the submucosa of the bowel Level 3

wall below the stalk of the polyp but above the
muscularis propria.

LJvel 4
L

mucosa
/ N

el
L
Submucosa

Muscularis

[T popia

Subserosal connective tissu

Pedunculated adenoma

Tabla 1: Nivel de infiltracion submucosa de Haggitt en pélipos pediculados.

Figura 5: Esquema Niveles de invasion histologica de Haggitt (24)

. — e . oy, .

ubserosal connective tissue

Sessile adenoma

Con estos datos se podra tomar la decision terapéutica curativa entre un
abordaje conservador con control endoscopico o el manejo intervencionista

mediante reseccion local submucosa o que incluya la pared (sobre todo en
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lesiones rectales) o reseccion quirurgica del tramo colénico afecto. Si el estudio
histologico revela la presencia de factores de alto riesgo de metastasis

ganglionar en los pT1, se procedera al tratamiento quirurgico de la lesion

(Tabla 2).

Ejemplo de probabilidad predictiva (%) de metastasis derivada de LASSO en CCR T1pediculado

basado en factores de riesgo histologico. Traducido al espanol.

Muscularis mucosa tipo A Muscularis mucosa tipo B
Budding - Budding + Budding - Budding +
Haggitt LVI - 2.1 BT
1-3 LVI + 132 22 7.4 1258
Haggitt LVI - 1.4 2.4 8.2 13.6
4 Lvi + 5.0 85 2es |G

Leyenda; LASSO: operador de seleccion y minima contraccion absoluta, LVI: invasion linfovascular

presente (+) o ausente (-). Ejemplo, un CCR T1 pedunculado con infiltracion de la capa muscularis

de la mucosa tipo A, Haggitt nivel 4 de invasion, sin afectacion linfovascular y Budding -, presenta

un riesgo de metastasis de 1.4%

Tabla 2: Riesgo de metastasis en los CCR desarrollados en adenomas. Fuente: Grupo de

trabajo holandés sobre CCR T1 (25)

Debido a que existe una gran necesidad de obtener una mayor precision en el
diagnostico y la estadificacion del CCR, existen guias especificas para el

control de pacientes de riesgo.

Las recomendaciones de la NICE se basan en revisiones sistematicas de la
evidencia disponible de la experiencia y opinion de grupos expertos y de
directrices sobre las buenas practicas clinicas (26). Varios indicadores pueden
revelar el potencial maligno subyacente de una lesion durante la evaluacion
endoscopica (tamano, morfologia, ulceracion, etc), hay autores que han

remarcado la debilidad del potencial predictivo de algunas de estas variables.
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Por tanto, no es inusual la realizacion de colonoscopias reiteradas para
reevaluar el area de la reseccion de una lesion premaligna/maligna, con la
consiguiente necesidad de localizar con precision el lecho de reseccion. Entre
las diferentes técnicas de localizacion, la inyeccion submucosa de colorantes

tales como la tinta china han demostrado resultados comprobados (27).

En el caso de que las caracteristicas endoscopicas impidan una exéresis
completa o si se sospecha la existencia de un componente infiltrante profundo,
se puede optar por la realizacion de una biopsia de la lesion y tatuaje distal

de la misma para identificarla posteriormente en el acto quirurgico.

El estadio del CCR en el momento del diagnostico es el factor pronostico mas

importante. La estadificacion patoldgica del CCR se basa en la evaluacion

del tumor primario: profundidad de infiltracion local de la pared colorrectal
(estadio pT), el numero de ganglios linfaticos (GLs) regionales afectados

(estadio pN) y en la presencia o no de metastasis a distancia (estadio pM).

2.2.1. Estadio tumoral — pT

El estadio pT se clasifica segun la profundidad de la invasion local de la pared

colonica. En el CCR el tamano del tumor no influye en el estadio tumoral pT.

Si no hay evidencia histologica de tumor se clasifica pTO, un tumor que se
encuentre localizado en la mucosa con infiltracion de la lamina propia y/o
muscularis de la mucosae se clasifica como pTis, cuando la tumoracion infiltra
la capa submucosa se clasifica pT1, si la tumoracion afecta la capa muscular
propia se clasifica pT2, si alcanza el tejido adiposo pericolonico entonces se
clasifica como pT3, si sobrepasa el tejido pericolonico e infiltra la capa serosa
se clasifica pT4a, y si infiltra estructuras anatémicas adyacentes como pT4b

(Figura 6A-B).
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Figura 6A-B: Estadio pT segun la invasion local de la pared colonica por el CCR (28)

2.2.2. Estadio ganglionar — pN

El estado de los GLs regionales es uno de los factores pronodsticos mas

importantes en el CCR, ademas la presencia de metastasis en los GLs

determina la necesidad de realizar tratamiento adyuvante a los pacientes. El

pN se clasifica en: ausencia de afectacion de GLs (pNO), metastasis a 1 GL

Sherley Diaz Mercedes

Pagina 45




(pN1la), presencia de 2 o 3 GL positivos (pN1b), entre 4 y 6 GL positivos (pN2a),
y 7 o mas ganglios positivos (pN2b). En el caso de que no se detecte afectacion
en GLs, pero se observen depositos neoplasicos en tejidos pericolonicos, el
estadio es pNlc. Cuando se aislan menos de 12 GLs y se ha examinado
exhaustivamente la grasa, puede diagnosticarse como estadio pNO, pero con
menos garantias de la veracidad de pNO, dada la baja sensibilidad del estudio

histologico.

Las guias actuales de estadificacion estan basadas en el estudio histologico
de los GLs mediante hematoxilina-eosina (HE). En el CCR la afectacion
ganglionar se evalla mediante estudio histolégico de los ganglios linfaticos
(GLs) aislados de la grasa pericolonica o perirrectal de una pieza de reseccion

quirurgica.

El estadio patologico ganglionar pN se obtiene tras el analisis con el
microscopio 6ptico del numero de GLs con afectacion neoplasica sobre el total
de GLs disecados de la pieza quirurgica. Para alcanzar un estadiaje mas
preciso la American Joint Committe in Cancer (AJCC) recomienda que un
minimo de 12 GLs sean examinados para que la negatividad de todos los
ganglios linfaticos analizados sea fiable y poder considerar la reseccion
quirurgica curativa (estadios I-II; pT1-4 pNO). En estadios I-II, los pacientes
no recibirian neoadyuvancia, a excepcion de un subgrupo de alto riesgo dentro

del estadio II (29).

Aunque en la mayoria de los casos de CCR en estadios avanzados de la
enfermedad, la estadificacion ganglionar mediante la evaluacion histologica
con HE es apropiada, hay pruebas sustanciales de que esta lejos de ser exacta

en estadios precoces (I-II).

Esto es debido a la baja sensibilidad del analisis histologico con HE, dado que

cada GL se evalua realizando una seccion central de 2-5 micras de grosor,
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dejando el resto del ganglio sin analizar. Asi, la parte analizada del GL con HE
es limitada y representa menos del 0,5% del volumen total del GL, lo que

puede conducir a falsos negativos (30).

De hecho, hasta el 25% de los pacientes con una reseccion quirurgica
potencialmente curativa, con diagnostico pNO mediante HE, sufren una
recidiva de la enfermedad. Por ello, se postula que algunos de estos pacientes
pueden tener metastasis ganglionares o minima enfermedad residual

ganglionar no detectadas inicialmente por HE (31).

Dado que un 70% de los CCR diagnosticados en un contexto de cribado
corresponden a estadios I-II, se ha realizado un gran esfuerzo en los ultimos
anos para intentar realizar una estadificacion ganglionar mas precisa y por lo
tanto un mejor diagnostico de los pacientes, utilizando para ello técnicas mas
sensibles basadas principalmente en técnicas inmunohistoquimicas y

moleculares.

2.2.3. Estadio metastatico / Diseminacion a distancia — pM

El estadio pM (metastasis) se define como la extension de la neoplasia a
organos adyacentes y/o distantes y se subclasifica en: ausencia de metastasis
pMO, metastasis en un organo sin afectacion peritoneal pM1la, metastasis en
dos organos sin afectacion peritoneal pM1b y metastasis a nivel peritoneal,

con o sin afectacion de otros 6rganos pM1lc (32).

Estos estadios patolégicos o quirurgicos son mas precisos que los estadios
clinicos. Se realizan en conjunto con la evaluacion del estado de los pacientes
con un examen fisico completo, analitica completa y los estudios por imagen
prequirurgicos para poder establecer el correcto estatus del paciente, lo que
ayuda para el adecuado manejo y tratamiento personalizado de los pacientes

con CCR (Tabla 3).
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Tabla 3: Estadificacion clinico-patolégica y

American Joint Committee on Cancer (AJCC),

3.

porcentaje de supervivencia del CCR segun

8th Ed. (33)

Estudios de extension y seguimiento

3.1.

Estudios de extension

Tras el diagnostico de CCR con confirmacion histologica, se realiza un estudio
de extension tumoral para determinar la presencia de diseminacion local y/o

a distancia de la enfermedad, el cual se realiza con pruebas de imagen.

Aproximadamente el 20% de los pacientes con diagnostico de CCR tienen
metastasis sincronicas, siendo el 6rgano mas frecuentemente afectado el
higado (17%), seguido por peritoneo (5%), pulmoén (5%) y los ganglios linfaticos
(3%).
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3.1.1. Pruebas de imagen

3.1.1.1. Tomografia Axial Computarizada (TAC)

La realizacion de TAC de torax, abdomen y pelvis, con administracion de
contraste intravenoso es el método radiologico de preferencia para determinar

lesiones metastasicas en todos los pacientes con diagnoéstico de CCR.

Esta prueba permite evaluar la extension tumoral y sus complicaciones
(obstruccion, perforacion, fistula, absceso). Sin embargo, esta técnica pierde
sensibilidad en la deteccion de metastasis peritoneales, donde es

relativamente pobre y depende de la localizacion y tamano del implante.

3.1.1.2. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La resonancia magnética nuclear es la modalidad de imagen mas precisa para
la evaluacion de los pacientes con CCR. La resonancia magnética realizada
con una intensidad de campo alta favorece una mayor adquisicion de las

imagenes, con mayor resolucion espacial y mejor calidad (34).

La RMN con contraste permite una mejor definicion de los tejidos blandos.
Constituye la prueba de referencia cuando sea necesario evaluar la relacion
de los tumores localmente avanzados con las estructuras adyacentes o para
la definicion de lesiones hepaticas ambiguas previamente detectado por TAC.
Asimismo, la RMN puede sustituir la TAC en pacientes con alergias al

contraste yodado o con insuficiencia renal cronica.

3.1.1.3 Tomografia por Emision de Positrones (PET)

La Tomografia por Emision de Positrones con fluorodesoxiglucosa (FDGPET),

no anade informacion significativa al TAC en la estadificacion preoperatoria
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del CCR y no se recomienda para uso rutinario en la estadificacion del CCR
localizado, mas alla de ayudar en la interpretacion de hallazgos ambiguos
(preferentemente cuando existe elevacion de marcadores tumorales, sin

evidencia de lesiones en las pruebas de imagen).

3.2 Seguimiento del CCR

El seguimiento y la vigilancia activa forman un aspecto importante de la
atencion en pacientes con CCR. El objetivo principal es detectar una
recurrencia temprana y una intervencion oportuna en estos pacientes. La
mayoria de las recurrencias suelen ocurrir durante los 3 anos posteriores a la
cirugia y el 90% a los 5 anos. El objetivo principal del seguimiento de estos
pacientes es la deteccion temprana de lesiones metastaticas para poder
facilitar un tratamiento quirurgico con intencion curativa de las recaidas

(35,36).

En pacientes en los que se les ha realizado una polipectomia endoscopica con

diagnoéstico de CCR con infiltracion submucosa (pT1), el riesgo de metastasis

ganglionares es muy bajo y depende de la presencia de factores de riesgo
adversos como son la invasion vascular, el alto grado histolégico y el alto tumor

Budding.

OEn funcion de ello, los pacientes se someten a control endoscopico o se
realiza cirugia. La presencia de margen de reseccion profundo positivo o a
<1lmm se relaciona con riesgo de recurrencia local y el seguimiento se realiza
mediante colonoscopias de repeticion para la valoracion de la base de
reseccion del polipo, o bien con cirugia segun la valoracion individual del
tumor. En los pT1 originados sobre polipos pediculados con un carcinoma
confinado a la cabeza, cuello o tallo (Haggitt 1-3) la reseccion endoscopica y
posterior seguimiento endoscopico es suficiente, siempre que no se hayan

identificado la presencia de otros factores de riesgo desfavorables.
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En podlipos con cancer en los que se haya resecado la lesion y existan factores
de riesgo de afectacion ganglionar, cuando no es posible la realizacion de
cirugia con intencion curativa debido a comorbilidades significativas, el
seguimiento se basa en la realizacion de colonoscopia de vigilancia en los 6
meses posteriores y vigilancia oncolégica estrecha con realizacion de técnica
de imagen cada 6 meses durante 3 anos (USE para el recto, TAC para el colon)
y posteriormente seguimiento anual hasta los 5 anos (basado en el protocolo

asistencial del Hospital Clinic de Barcelona).

En los CCR estadio I (pT1-2 NOMO), excepto pT1NOMO, existe una baja

probabilidad de recidiva, lo que permite efectuar un seguimiento
postoperatorio menos estricto que en el resto de pacientes. La estrategia de
seguimiento va dirigida a detectar la eventual progresion o la aparicion de

lesiones metacronicas.

Los pacientes con CCR estadio II y IIl, resecados con finalidad curativa, se

benefician de un seguimiento intencionado dirigido a detectar precozmente

una eventual recidiva neoplasica o una neoplasia colorrectal metacronica.

En general el seguimiento de estos pacientes de pude clasificar en tres grupos:

e Cancer de colon de bajo riesgo: estadio II sin criterios de riesgo y pT1 de
alto riesgo tratado quirurgicamente.

e Cancer de colon de alto riesgo: estadio II con criterios de riesgo o estadio

II1.

e Cancer de recto: estadio II o estadio III.

En pacientes con cancer de colon de bajo riesgo el programa de vigilancia
postoperatoria recomendado incluye:

a. Anamnesis, exploracion fisica y control analitico con determinacion de

la concentracion sérica de CEA a los 12 y 36 meses y luego considerara

segun evolucion clinica del paciente.
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b. TC abdominal a los 12 y 36 meses, complementario con el CEA.

c. Colonoscopia a los 12 y 36 meses y si negativas cada 5 anos.

En pacientes con cancer de colon de alto riesgo el programa de vigilancia
postoperatorio recomendado incluye:

a. Anamnesis, exploracion fisica y control analitico con determinacion de
la concentracion sérica de CEA cada 3 meses durante los 2 primeros
anos, y cada 6 meses durante los 3 anos siguientes.

b. TC toracoabdominal cada 12 meses durante los 2 primeros anos (a
combinar con el TC abdominal cuando coincida), luego bianual hasta
los 5 anos.

c. Colonoscopia a los 12 y 36 meses y si negativas cada 5 anos.

En pacientes con cancer de recto el programa de vigilancia postoperatoria
recomendado incluye:

a. Anamnesis, exploracion fisica y control analitico con determinacion de
la concentracion sérica de CEA cada 3 meses durante los 2 primeros
anos, y cada 6 meses durante los 3 anos siguientes.

b. TC toracoabdominal cada 6 meses durante los 2 primeros anos, y cada
12 meses durante los 3 anos siguientes.

c. Colonoscopia a los 12 y 36 meses y si negativas cada 5 anos.

En pacientes con CCR estadio IV, la estrategia de seguimiento dependera

fundamentalmente del tratamiento realizado.

a. Pacientes con metastasis hepaticas y/o pulmonares tratados mediante
reseccion quirurgica con finalidad radical seran tributarios de un
programa de vigilancia intensiva dada su elevada probabilidad de
recaida, aunque no existen estudios que demuestren inequivocamente
que esta practica condicione un mejor pronostico. El programa de
vigilancia incluye controles clinicos y analiticos, con determinacion de

la concentracion sérica de CEA, cada 3 meses durante los 2 primeros
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anos y cada 6 meses durante los 3 anos siguientes, TAC abdominal cada
3 meses durante los 2 primeros anos y cada 6 meses durante los 3 anos
siguientes, TAC toracico y abdominal cada 6 meses durante los 2
primeros anos y anual durante los 3 anos siguientes y colonoscopia al
1°y 4° ano.

b. Pacientes con metastasis hepaticas tratados con ablacion por
radiofrecuencia, la evaluacion de la respuesta se efectuara mediante
TAC abdominal al cabo de 1 mes y, en caso necesario, con ecografia con
contraste. El programa de seguimiento incluira controles clinicos,
analiticos (con determinacion de la concentracion sérica de CEA) y
radiologicos (TC abdominal) a los 3 meses del tratamiento exitoso, y
cada 6 meses posteriormente.

c. Los pacientes con metastasis hepaticas irresecables sometidos a
tratamiento quimioterapico seran seguidos mediante controles clinicos
y analiticos cada 3 meses. La evaluacion de la respuesta se efectuara a
los 3 y 6 meses mediante TC abdominal. En los pacientes con progresion
tumoral o Unicamente subsidiarios de tratamiento sintomatico, el
seguimiento se individualizara en funciéon de la sintomatologia y

complicaciones que presente.

Siempre que se sospeche la existencia de recidiva tumoral hepatica o en otra
localizacion, ya sea por la elevacion del CEA, pruebas de imagen de control, o
la presencia de sintomatologia sugestiva, se efectuaran las exploraciones
complementarias pertinentes a fin de descartar o confirmar esta eventualidad

(37).

3.2.1 Biomarcadores en el seguimiento del CCR

La expresion de biomarcadores con un patron constante o “firmas” de un gen
o proteina permite dividir en subgrupos los tumores o carcinomas. Asi, los
biomarcadores reflejan las caracteristicas biologicas comunes de cada grupo

de tumores. Se pueden dividir en categorias: 1- diagnosticos, 2- pronodsticos y
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3- predictivos. Se pueden utilizar como herramienta para la deteccion
temprana del CCR, asi como para la seleccion de un tratamiento
individualizado de los pacientes. Por lo tanto, los biomarcadores brindan
utilidad en diferentes etapas de la enfermedad para determinar la progresion
ademas de proporcionar un indicador personalizado de efectividad

terapéutica.

3.2.1.1 Antigeno carcinoembrionario (CEA)

El antigeno carcinoembrionario (CEA) es una glicoproteina de membrana que
pertenece a una gran familia de 29 genes de los cuales solo 18 se expresan.
La monitorizacion de sus niveles en sangre ha demostrado ser de utilidad para
predecir la recidiva del CCR. Aunque en general suele tener baja sensibilidad
y puede dar falsos negativos sobre todo en pacientes con tumores

indiferenciados.

Por ello, las guias actuales de la NCCN recomiendan la determinacion de
niveles de CEA cada 3-6 meses en los primeros 3 anos tras la reseccion de un
CCR estadio II o III, y después continuar cada 6 meses hasta cumplir los 5
anos de seguimiento. Las recomendaciones de la Sociedad Europea de

Oncologia Médica son similares (38).

3.2.1.2 Biopsia liquida v miARN

En los ultimos anos se han ido desarrollando técnicas con el fin de evaluar y
caracterizar el componente neoplasico que se presenta en la sangre periférica
de pacientes oncologicos. Este componente neoplasico se puede presentar en
forma de células tumorales circulantes (CTC), cluster celulares, ADN
circulante de tumor (ctDNA), microRNAS (mRNAs), ARN largo no codificante
(IncRNAs) y proteinas circulantes en diversas formas. La evaluacion de estos

componentes en la sangre periférica se realiza dentro de condiciones clinicas
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determinadas, pudiendo mejorar la deteccion y el diagnoéstico del CCR y
predecir la recaida y la metastasis de forma precoz, antes de que sean visibles
por métodos de imagen. También son eficaces para monitorizar la enfermedad
minima residual (MRD) y la resistencia a los medicamentos en pacientes con

CCR que reciben quimioterapia (39).

El desarrollo de estas técnicas diferentes se enfoca en el estudio de un sustrato
concreto y presentan distintas caracteristicas. El analisis de CTC permite la
cuantificacion nominal del numero de células circulantes, lo cual puede
correlacionarse con el pronostico y la respuesta al tratamiento. Ademas, su
deteccion permite su posterior caracterizacion tanto proteica como genomica,
pudiendo realizarse cultivos celulares, estudios de expresion proteica o
analisis mutacionales, lo cual puede aportar datos de pronodstico o de

resistencia terapéutica.

Por otro lado, mediante la evaluacion de ADN circulante tumoral (ctDNA) se
ha mostrado que en pacientes con CCR se pueden evaluar multiples
alteraciones moleculares. Los miARN especificos se pueden utilizar para
monitorizar la resistencia o la tolerancia a la quimioterapia y para la seleccion

del enfoque terapéutico de los pacientes (40,41).

Terapias dirigidas contra estos miARN podrian mejorar la quimiosensibilidad
al oxaliplatino y al 5-FU, lo que representa un enfoque prometedor para el

tratamiento del CCR.

Muchas de estas evaluaciones se estan realizando en el contexto del
tratamiento de pacientes metastasicos potencialmente tratables, mediante la
evaluacion no solo del estatus mutacional y en potenciales dianas
terapéuticas. Esto puede ser especialmente util para la seleccion de

alternativas terapéuticas adicionales enfocadas a alteraciones especificas.
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4. Técnicas moleculares para la estadificacion ganglionar del CCR

Hay evidencias que indican que la presencia de micrometastasis en los GLs se
asocia a un mayor riesgo de recidiva de la enfermedad y a peor supervivencia
(42—44). El uso de métodos moleculares para la deteccion de micrometastasis
en los GLs de CCR ha sido, hasta la actualidad, demasiado complejo para
poderlos incorporar en la practica clinica diaria de un laboratorio de Anatomia
Patologica, con requerimientos excesivos de recursos técnicos, economicos y

de personal.

Sin embargo, el ensayo One Step Nucleic Acid Amplification (OSNA) es de facil
implementacion en los servicios de Anatomia Patolégica y permite el analisis
completo de los GLs en 11 minutos, siendo una técnica muy sensible para
detectar la presencia de carga tumoral en los GLs. Por ello, el analisis de los
GLs mediante OSNA en el CCR en estadios iniciales puede representar no solo
un beneficio clinico para estos pacientes, permitiendo realizar una
estadificacion mas precisa y adecuar el tratamiento, sino también un beneficio

economico para el Sistema Nacional de Salud Espanol (45).

4.1. Técnica OSNA: Estudio molecular ganglionar v cuantificacion del

numero de copias de ARNm de CK19/uL

La técnica molecular OSNA (Sysmex Corporation, Kobe, Japon) utiliza el
método RT-LAMP (Reverse Transcription Loop-mediated Isothermal
Amplification), basado en RT-LOOP por amplificacion isotérmica a 65°, para
amplificar ARN mensajero (ARNm) de citoqueratina 19 (CK19), a partir de

lisados de cualquier tejido, incluyendo GLs (Figura 7).

Este analisis es un método simple, automatizado, estandarizado, rapido y
sensible, que proporciona resultados cuantitativos de la presencia de ARNm

de CK19 (marcador de células epiteliales que no se encuentran en el ganglio
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linfatico en condiciones normales), con el sistema RD-210 (Sysmex, Kobe,

Japon).

a4,
nCOV-2019 RNA \z\ ,\,\,\f-\‘\!\.\‘.\\\\\ A () ”

Reverse transcriptase

——. ,

Fic
F3 F2
F3 Primer mm  — +Bst DNA polymerase
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Y- =] e - . R 5 "’Mg:'
5 3 65°C
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-83 B3 Primer
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Figura 7: Amplificacion RT-LAMP OSNA (46)

En comparacion con otros métodos moleculares como RT-PCR, no es
necesario la extraccion o purificacion del ARNm. Para el analisis, se colocan
los GLs de cada tubo de PCR en un tubo Falcon y se anaden 4 ml del buffer
de homogeneizacion Lynorhag, pH 3.5, que estabiliza las moléculas de RNAm
y protege contra la actividad de la ribonucleasa, minimizando el efecto de
sustancias inhibidoras y precipita el DNA genémico. Tras ello, los GLs se

homogeneizan con un equipo RP-10 (Sysmex, Kobe, Japon) durante 2
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minutos. Un mL de la muestra homogeneizada se introduce en un tubo de
PCR y se centrifuga a 12.000 g, a temperatura ambiente durante 1 minuto. Se
pipetean 500 ul de la fase intermedia y se transfieren a un tubo de PCR para
almacenar (muestra de backup) y otros 500 pul de la fase intermedia a otro tubo
de PCR (muestra principal), de la cual se pipetean 20 ul a un tubo de PCR que
contendra 180 ul de Lynorhag (muestra de analisis). La muestra de analisis
se introduce en el RD-210 donde se realizara la amplificacion isotérmica a
65°C con Lynoamp, para detectar la presencia de CK19 RNAm en un tiempo
aproximado de 11 minutos. Se podran analizar hasta 14 muestras
simultaneamente. La muestra de backup se congelara a -80°C y servira para

reanalizar la muestra en caso necesario (Figura 8).

Ajustes de los homogeneizadores:

RP-10: 10.000 rpm, 90 s — se acepta maximo 1 repeticién.

4 mil 180 pl
LYNORHAG LYNORHAG
l 12.200 rpm l
60s
20 pl
Tubo 1ml 500 pl i
LYNOPREP —_— c>
ﬁ OSNA Muestra
OSNA Lisado de .
Homogenizado guardar analisis
a-80°C

Figura 8: Método OSNA para el procesamiento de los ganglios linfaticos para analisis en

RD210. Imagen cedida por Sandra Lopez Prades.

La deteccion se lleva a cabo mediante la medicion en tiempo real de la turbidez
de la reaccion. El pirofosfato, que se produce en el curso de la reaccion de RT-
LAMP, se une a magnesio para dar lugar a pirofosfato de magnesio. La
cantidad de pirofosfato de magnesio aumenta con el paso de la reaccion.
Debido a que el pirofosfato de magnesio tiene una baja solubilidad en la

solucion acuosa y precipita cuando su concentracion alcanza la saturacion,
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lo que causa la turbidez que es evaluada por la plataforma RD-210 en

intervalos de 6 segundos.

El método OSNA es muy sensible. El resultado de la cantidad de ARNm de
CK19 se correlaciona con el tamano de la metastasis y la cantidad de células
tumorales que contiene el GL (47,48). El sistema ha sido validado para el
analisis de GLs centinela en cancer mama y en GLs de CCR, con resultados

comparables a un analisis histologico e inmunohistoquimico exhaustivo

(49,50).

El método OSNA permite el analisis completo de los GLs. El resultado se
expresa como la carga tumoral total (CTT), definida como la suma de todas las
copias de ARNm de CK 19 presentes en todos los GLs aislados de la pieza

quirurgica de un determinado paciente.

Actualmente esta metodologia ya esta implementada de forma rutinaria en el
estudio de los ganglios linfaticos centinela en pacientes con cancer de mama,
observandose que la CTT de los ganglios linfaticos centinela es capaz de
determinar la probabilidad de metastasis en GLs axilares adicionales, con un
punto de corte estimado de 15.000 copias de ARNm de CK19/uL por caso
(51,52). Esto permite clasificar a estas pacientes en grupos de bajo y alto
riesgo, independientemente del estadio patologico u de otros factores

pronosticos (53).

También se utiliza OSNA para el estadio molecular de pacientes con CCR, y
se esta implementando para el analisis de GL en carcinomas de muchos otros
organos, como pulmon, tiroides, cérvix, prostata o endometrio (54-58). En
CCR la CTT se correlaciona con la mayoria de los factores pronosticos en CCR
(edad, sexo masculino, alto grado histologico, estadio T, estadio N, tumor
budding, poorly differentiated clusters, invasion vascular linfatica y

perineural). Ademas, la CTT se ha establecido como un factor prondstico en
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CCR, inclusive en estadios tempranos de la enfermedad, demostrado por

varios autores y por nuestro grupo (59-61).

4.2. Estadificacion ganglionar del CCR mediante OSNA

En el CCR, la metodologia empleada para el estudio de los GLs por OSNA se
basa en la diseccion en fresco de todos los ganglios linfaticos de la pieza
reseccion rectal o de colectomia. Una vez disecados los GL, se congelan a -

80°C hasta el analisis en diferido de los mismos por OSNA.

El rango de peso del analizador OSNA se encuentra entre 40 y 600 mg.
Utilizamos el método pooling, que consiste en analizar varios GL regionales en
el mismo tubo de PCR, dado que los ganglios linfaticos pericolonicos y
perirrectales corresponden a los ganglios regionales que drenan el tumor, a lo
que hay que anadir que en colon y recto los GLs son de pequeno tamano. Asi,
reducimos costes y tiempo de analisis, dado que, si se hubieran analizado
todos los ganglios linfaticos de forma individual, algunos ganglios no
alcanzarian el peso minimo necesario y no se podrian evaluar
molecularmente, ademas del elevado coste de analizar gran numero de

ganglios, que es un requisito necesario en el CCR.

Al realizar el analisis por método pooling, todos los GLs regionales disecados
en el tejido adiposo de la pieza quirurgica de colectomia o reseccion rectal se
van introduciendo en cada tubo de PCR hasta que se alcanzaba el peso
maximo de 600 mg. Los GLs de mas de 600 mg se seccionan y procesan en
tubos separados, sumandose el resultado de todos los tubos analizados. Asi,
con el método pooling se ahorra tiempo y dinero, dado que todos los ganglios
de un CCR se analizan conjuntamente en uno o varios tubos, con lo que se
realizan una media de 2,3 determinaciones moleculares por paciente, como se
demostro Rakislova et al (62). Con este método, el analisis de los GLs de CCR

resulta coste-efectivo, como hemos demostrado en nuestro segundo estudio,
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aunque la técnica molecular sea mas costosa que el analisis ganglionar con

HE (Figura 9).

<600 mg
OSNA

Figura 9: Método Pooling para el analisis de varios ganglios linfaticos mediante OSNA en CCR.

Imagen cedida por Miriam Cuatrecasas Freixas

La presencia de metastasis en GLs en pacientes con CCR es un factor
pronostico importante, relacionado con la supervivencia, ademas de ser uno
de los mayores determinantes de la necesidad de realizar tratamiento
adyuvante. Se ha demostrado que la presencia de micrometastasis en los GLs
de CCR tiene valor pronéstico y se asocia a mayor riesgo de recidiva de la

enfermedad y a peores supervivencias, global y libre de enfermedad (63).

Se debe anadir que las guias actuales de estadificacion ganglionar en CCR se
basan en el numero de GL positivos evaluados mediante HE, que es una
técnica de baja sensibilidad, sobre todo en estadios precoces de CCR, donde
pueden haber micrometastasis de dificil deteccion por HE, al analizar

Uunicamente un corte central del GL, lo que puede conllevar a un sesgo de
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localizacion de las micrometastasis. Por este motivo las guias diagnosticas
determinan la necesidad de analizar un minimo de 12 GL para poder asegurar

un verdadero pNO por HE.

La implementacion de los programas de cribado de CCR ha resultado en un
incremento en la deteccion de CCR en estadios I-II (pT1-4 pNO), por lo que se
impone la incorporacion de técnicas diagnosticas mas sensibles y eficientes
que la HE para un adecuado diagnostico del estadio patologico ganglionar (pN)

en estos pacientes.

4.3. Analisis de los ganglios linfaticos mediante extensiones citologicas

como meétodo morfologico alternativo a la HE para establecer el

estadio patologico ganglionar (pN) del CCR

La citologia se basa en la evaluacion morfologica de células aisladas o en
grupos, obtenidas de tejidos, mucosas o liquidos corporales. Es un método
simple, menos invasivo que la toma de biopsias o la reseccion quirargica para

el diagnostico de distintos tipos de patologias.

Fue introducida en 1928 por George N Papanicolaou como una herramienta
diagnostica de patologia neoplasica, lesiones precursoras o enfermedades
benignas. Ha sido ampliamente utilizada en programas de cribado de cancer
de cérvix uterino y anal, lo que ha conseguido una gran reduccion de su

incidencia en muchos paises.

Se usa de forma rutinaria en la practica clinica para el diagnostico, toma de
decisiones y tratamiento de enfermedades, ya sea sola o como complemento
al diagnostico histologico. Ademas, es mas economica y tiene un tiempo de

respuesta menor.
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4.3.1. Diseccion v procesamiento de los ganglios linfaticos

Se prepara la zona de trabajo, utilizando una superficie metalica limpia que
se coloca sobre hielo triturado para mantener la zona de trabajo a baja
temperatura. Sobre la superficie metalica se coloca papel de filtro limpio (no
hace falta que sea estéril), y se coloca la pieza quirurgica sobre el papel de
filtro. Se utilizaran pinzas y hoja de bisturi estériles. Las piezas de reseccion
quirurgicas de colon o recto deben recibirse en el Servicio de Anatomia
Patologica, antes de los 45 minutos de la extraccion. Se verifica que se
encuentra cerrada y que no existen fisuras en la pared, Se procede a separar
el mesocolon o mesorrecto de la pared del colon o recto, respectivamente. Se
lava la grasa con agua corriente vigilando no tocar ninguna superficie y se

procede a disecar los GLs de la misma.

Todos los GLs disecados en fresco se cortan por la mitad para realizar una
extension citologica haciendo un movimiento circular sobre un portaobjetos
pretratado limpio, con el fin de obtener una extension en monocapa de células.
Cada portaobjetos tendra la representacion de celularidad ganglionar
correspondientes a 6 GLs, dividiendo la superficie total del portaobjetos en 6
zonas, y de esta manera poder identificar la cantidad de ganglios linfaticos
aislados. Siguiendo el mismo protocolo, se puede hacer extension de las dos
mitades del ganglio linfatico y obtener 2 extensiones por ganglio (3 ganglios

por portaobjetos).

Las extensiones citologicas seran secadas al aire y guardadas en un
congelador a -20°C o -80°C hasta la realizacion de la tincion
inmunocitoquimica (ICQ) con CK19. Tras la realizacion de las extensiones
citologicas, esa mitad del GL se fijara en formol para la evaluacion morfologica
mediante HE y la otra mitad se introducira en el tubo de PCR para el analisis
por OSNA. Se introduciran varios GLs en cada tubo de PCR, hasta un peso

maximo de 600 mg, siguiendo el método pooling de analisis de varios GLs
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simultaneamente. Después de la diseccion ganglionar, los tubos de PCR que
contienen multiples fragmentos de GLs deben almacenarse inmediatamente a

-80°C hasta el analisis con OSNA.

La tincion ICQ con CK19 se puede realizar en los dias siguientes. Se sumergen

los portaobjetos pretratados en alcohol frio durante 10 minutos y se procedera

directamente a la realizacion de la ICQ con CK19, sin recuperacion antigénica

utilizando el anticuerpo A53-B/A2, 760-4,281, Roche (Figura 10).

Figura 10: Procesamiento en fresco de los GLs linfatico para estudio con improntas
citolégicas, HE y OSNA. A-B: Diseccién de los ganglios linfaticos en el tejido adiposo
pericolonico o perirrectal. C: Realizacion de corte central de los GLs aislados. D: Se toma una
mitad del GL y se realiza una impronta citologica haciendo un movimiento circular en el
portaobjetos. E: El portaobjetos se inmunotifie con CK19. F: Esa misma mitad del GL se coloca
en un cassette para proceso histologico normal, y se G: tifie con HE, H: e IHQ con CK19. I: La
otra mitad del GL se coloca en un tubo de PCR y J: se realiza el estudio molecular con OSNA.

Autoria: Miriam Cuatrecasas Freixas y Sherley Diaz Mercedes.
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Asimismo, se realizara tincion inmunohistoquimica con CK19 de todos los
CCR primarios para asegurar su positividad, lo que valida los resultados

negativos para OSNA.

Una vez realizada la diseccion en fresco de los GLs, se fija la grasa y el resto
de la pieza quirurgica en formaldehido durante 24 horas. Tras ello, se procede
a una segunda revision de la grasa para identificar los GLs "residuales" que
no se hayan encontrado en fresco, los cuales solo podran ser analizados por

el método histologico convencional (un corte central, tenido con HE).

El estadio patologico ganglionar (pN) se realizara con las preparaciones de las
extensiones citologicas tenidas con ICQ con CK19, de esta manera podremos
informar del valor pN con el analisis citologico como futura alternativa a la
HE. Ademas, tendremos la pN resultante del estudio de la mitad del GL por
HE y el analisis molecular de la otra mitad del GL mediante el método OSNA,

por lo que obtendremos el resultado cuantitativo, la CTT (64).

Uno de los objetivos de la presente Tesis Doctoral se basa en evaluar el
potencial de la utilizacion de las extensiones citologicas inmunotenidas con
CK19 para obtener el estadiaje ganglionar de forma morfologica, pudiendo dar
el namero de ganglios positivos (pN), con el fin de que pudiera reemplazar el
estudio estandar de los GLs con HE, demostrando la no inferioridad de este
método. Ademas, se analizan simultaneamente una mitad del GL con el

método OSNA y la otra mitad con HE.

Con todo lo planteado anteriormente, se pretende poder utilizar en un futuro
proximo todo el ganglio linfatico para estudio molecular con OSNA y asi poder
obtener el valor real de la carga tumoral total de un determinado paciente, con
el fin de obtener un estadio ganglionar mas preciso en pacientes con CCR en

estadios precoces, a la vez de poder informar del estadio pN con las
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extensiones citologicas. Con ello se conseguiria mejorar el manejo terapéutico

de pacientes con CCR en estadios iniciales.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Hipotesis del estudio namero 1

El 70% de los CCR diagnosticados en los programas de cribado de CCR estan
en estadios iniciales I y II (pT1-4 NO). El estadio patologico ganglionar (pN) del

CCR se obtiene mediante HE, que es poco sensible en estos estadios.

Dado que los métodos moleculares son mas caros que el diagnostico
histologico convencional, nos propusimos analizar cual seria el impacto
econémico para el Sistema Nacional de Salud espanol, si se implementara el
analisis de los ganglios linfaticos de CCR en estadio II (pT3-4 pNO) con OSNA

en los servicios de Anatomia Patologica.

Hipotesis del estudio namero 2

La implementacion del cribado poblacional de CCR ha resultado en el un
incremento de deteccion de CCR en estadios precoces de la enfermedad, donde
el estadio ganglionar pN con HE es poco sensible. En este escenario, nos
planteamos poder analizar los ganglios linfaticos con un método mas sensible,
como la técnica molecular OSNA, y a su vez mantener el diagnostico
morfologico pN utilizando extensiones citologicas de los GLs, con el fin Gltimo
de que pudieran sustituir la HE convencional. Para ello, comparamos el
estadio pN convencional obtenido con HE, con el pN obtenido con extensiones
citologicas de los GLs, y con el resultado de la carga tumoral total ganglionar

obtenida por OSNA.
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OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Objetivos generales:

Evaluar el impacto economico en el Sistema Nacional de Salud (SNS)
espanol de la implementacion del analisis de los ganglios linfaticos

mediante OSNA en pacientes con CCR en estadio II (pT3-4 pNO).

Obtener el estadio pN a partir de extensiones citologicas de los ganglios

linfaticos de piezas de reseccion quiruargica de cancer colorrectal.

Objetivos secundarios:

Analizar el coste del tratamiento y seguimiento de los pacientes con
diagnostico de CCR en estadio II durante un periodo de 3 anos y
compararlo en dos escenarios:

1) estadiaje ganglionar convencional con HE, versus

2) estadiaje ganglionar mediante OSNA

Determinar la viabilidad operativa de la realizacion de la estadificacion
molecular de CCR en un Servicio de Anatomia Patolégica en el contexto

asistencial.

Demostrar la no inferioridad de la obtencion del estadio pN con

extensiones citologicas respecto al pN obtenido con HE convencional.

Comparar el estadio pN obtenido de extensiones citologicas de los
ganglios linfaticos de CCR con el pN convencional obtenido con HE, y

con el resultado de la carga tumoral total obtenido por OSNA.
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La descripcion de los pacientes, la metodologia utilizada, asi como los
resultados obtenidos en los distintos estudios realizados, se encuentran
detalladamente explicados en las secciones de “Materials and methods” y
“Results” de cada uno de los dos articulos que constituyen el cuerpo de la

presente tesis doctoral.

La version publicada y disponible online de los dos articulos se incluye a

continuacion.
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RESUMEN

Antecedentes: La presencia de metastasis en los ganglios linfaticos (GLs) es

un factor pronostico critico en pacientes con cancer colorrectal (CCR), ademas
de ser determinante de indicacion de quimioterapia adyuvante. La técnica
Gold Standar (GS) para realizar el estadio ganglionar (pN) se basa en el analisis
histologico de los GLs con tincion de Hematoxilina y Eosina (HE), pero su
sensibilidad es baja en estadios iniciales de la enfermedad. Como
consecuencia, tras una cirugia de CCR con intencion curativa, cabe la
posibilidad de que el estadio ganglionar pNO obtenido con HE sea un falso
negativo, y que algunos pacientes tengan riesgo de progresion de la
enfermedad y no se hayan podido beneficiar de un tratamiento adyuvante. La
técnica One-Step-Nucleic-Acid-Amplification (OSNA) esta automatizada y
estandarizada para el analisis de GLs de rutina. Es cuantitativa, rapida y muy
sensible, por lo que permite diagnosticar micrometastasis ganglionares no
detectadas con HE. No obstante, el analisis molecular por OSNA es mas caro
que la HE, por lo que se decidié realizar un estudio de coste-efectividad del
impacto econéomico de utilizar esta técnica para el analisis ganglionar en

estadios II de CCR.

Objetivos: El objetivo de este estudio fue evaluar el impacto presupuestario en
el Sistema Nacional de Salud (SNS) espanol de la introduccion del analisis de

los GLs con la técnica OSNA en pacientes con CCR en estadio II.

Métodos: Se desarrollo un analisis del impacto presupuestario, comparando
dos escenarios (GS vs OSNA) dentro del marco del Sistema Nacional de Salud
(SNS) espanol durante un periodo de 3 anos (2017-2019). Se calculo el coste
de pacientes con CCR en estadio II, sometidos a tratamiento quirurgico con
intencion curativa. Se incluyeron los siguientes costos: cirugia inicial,
diagnostico patologico, estadificacion, seguimiento, tratamiento sistémico y

cirugia tras la recidiva.
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Resultados: Debido a que los pacientes incurren en costes adicionales en los
anos posteriores al diagnostico, sobre todo de seguimiento, la implementacion
del OSNA en el momento del diagnoéstico permite un estadiaje ganglionar
inicial con un alto valor predictivo negativo. Esto asegura que los pacientes
pNO sean reales y no requieran tratamiento adyuvante, tengan menos
recidivas, e incluso podria ajustarse el seguimiento. Con el método GS de
estadiaje pN con HE existen pacientes con estadios pNO falsos que recidivan
e incrementan los costes de seguimiento y tratamiento del CCR. El resultado
del estudio concluy6 que invertir mas en el estadiaje pN inicial realizandolo
con OSNA, supondria un ahorro en CCR en estadio II de 1.509.182 € en el
primer ano, 6.854.501 € en el segundo ano y € 10.814.082 en el tercer ano.

El1 SNS hubiera ahorrado mas de 19 millones de € en un plazo de 3 anos.

Conclusiones: La introduccion del método de OSNA para el analisis de los GLs

de CCR en estadio II puede representar ademas de un beneficio econémico
para el SNS, un beneficio clinico para los pacientes, ya que se podria realizar
una estadificacion ganglionar mas precisa que permitiria administrar terapia

adyuvante a quien la precisa y evitaria tratamientos innecesarios.
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Abstract

Background The presence of lymph node (LN) metastasis is a critical prognostic factor in colorectal cancer (CRC) patients
and is also an indicator for adjuvant chemotherapy. The gold standard (GS) technique for LN diagnosis and staging is based
on the analysis of haematoxylin and eosin (H&E)-stained slides, but its sensitivity is low. As a result, patients may not be
properly diagnosed and some may have local recurrence or distant metastases after curative-intent surgery. Many of these
diagnostic and treatment problems could be avoided if the one-step nucleic acid amplification assay (OSNA) was used rather
than the GS technique. OSNA is a fast, automated, standardised, highly sensitive, quantitative technique for detecting LN
metastases.

Objectives The aim of this study was to assess the budget impact of introducing OSNA LN analysis in early-stage CRC
patients in the Spanish National Health System (NHS).

Methods A budget impact analysis comparing two scenarios (GS vs. OSNA) was developed within the Spanish NHS frame-
work over a 3-year time frame (2017-2019). The patient population consisted of newly diagnosed CRC patients undergoing
surgical treatment, and the following costs were included: initial surgery, pathological diagnosis, staging, follow-up expenses,
systemic treatment and surgery after recurrence. One- and two-way sensitivity analyses were performed.

Results Using OSNA instead of the GS would have saved €1,509,182, €6,854,501 and €10,814,082 during the first, second
and third years of the analysis, respectively, because patients incur additional costs in later years, leading to savings of more
than €19 million for the NHS over the 3-year time horizon.

Conclusions Introducing OSNA in CRC LN analysis may represent not only an economic benefit for the NHS but also a
clinical benefit for CRC patients since a more accurate staging could be performed, thus avoiding unnecessary treatments.

1 Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer
worldwide, with nearly 1.8 million newly diagnosed cases in
2018, according to Globocan 2018 estimates [1]. In Spain,
CRC was the most prevalent type of cancer in 2017, with
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34,331 new cases diagnosed that year, and was the second
leading cause of death by cancer in 2016 [2]. Over the last
30 years, improvements in early diagnosis and treatment
have doubled the 5-year survival of CRC patients [3-6];
however, these improved outcomes have been costly and
imposed a higher economic burden on health systems [7].
In 2016, the mean cost per CRC patient in Spain ranged
from €9634 among in situ tumours to €41,550 for stage 111
patients. Over this same period, the global mean cost per
patient was €28,741 [7].

Unless there are other factors that hinder the surgical
procedure, surgical excision is the main approach for non-
disseminated CRC [8]. The presence of lymph node (LN)
metastasis is a critical prognostic factor for patients with
CRC, and also determines the need for adjuvant chemother-
apy treatment [9]. Pathological LN staging is considered
the gold standard (GS), based on the evaluation of routine
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Key Points for Decision Makers

Lymph node (LN) staging is based on conventional gold-
standard pathology, which analyses < 1% of the LN.

LN micrometastases may not be detected by haematoxy-
lin and eosin due to tumour allocation bias, and may
cause tumour recurrences.

A more accurate LN staging using the one-step nucleic
acid amplification molecular assay could allow a better
patient management, and only patients at risk of recur-
rence would be treated. Savings per patient in unneeded
procedures and chemotherapy treatments stretch over the
years, and may represent an important economic benefit
for the National Health Service.

haemotoxylin and eosin (H&E)-stained slides; however,
evidence indicates that it is not the best methodology of
LN staging [10-13]. Significant limitations of this technique
are its low sensitivity, since only a small part of the LN is
examined [10, 14-18], and the fact that it is a morphology-
based analysis [19]. The American Joint Committee on Can-
cer established that at least 12 LNs should be analysed to
assure a reliable pathologic pNO assessment [20]. Therefore,
undetected metastases within the unsampled material may
be the cause of an increased risk of local recurrence and/or
distant metastases after curative-intent surgery [19]. Yama-
moto et al. reported that 6 of 83 OSNA-positive LNs were
diagnosed as negative by H&E and immunohistochemical
staining (7.2%) [9]. Other studies report that local recur-
rence or distant metastases occur in between 10 and 30%
of CRC patients after surgical tumour resection [6, 14, 16,
18]. Moreover, stage II CRC patients with occult LN metas-
tasis are considered a high-risk group for disease recurrence
[15], and between 10 and 25% of these patients die from
disease [6, 21]. Therefore, missed LN metastases with the
GS method might cause disease understaging, leading to the
undertreatment of patients [19].

An innovative technique called one-step nucleic acid
amplification assay (OSNA) has been introduced in some
hospitals in Europe and within the Asia-Pacific region
for detecting LN metastases in patients with breast can-
cer. OSNA is a quantitative in vitro diagnostic molecular
assay system, designed to measure the amount of tumoural
cytokeratin 19 (CK19) messenger RNA (mRNA) within
LNs [9, 22]. With OSNA, the LN total tumour burden or
total tumour load is defined as the sum of all CK19 mRNA
copies present in all dissected LNs of a given case [15, 23].
The total tumour load has already been implemented in
routine clinical practice for breast cancer patients, allow-
ing patients to be classified into low- and high-risk groups,
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independently of the pathologic pN stage and other prog-
nostic factors. In breast cancer, the total tumour load has
become a predictive factor for progression. It is related to
patient outcome and has become a tool for patient manage-
ment and decision making [24].

One of the innovative aspects of OSNA is that, unlike
the GS technique, OSNA can analyse the whole LN in a
short time frame, and in an automatic and standardised way
[22]. OSNA is already being used for intraoperative senti-
nel LN diagnosis in breast carcinoma [23], and has been
demonstrated to be a time-efficient tool with standardised
assessment of LNs [19]. A CRC meta-analysis including five
studies compared the cut-off point of OSNA versus the GS
and demonstrated an average sensitivity of 89.4% and speci-
ficity of 93.3% [19]. In addition, the OSNA assay is faster
than the GS technique; OSNA takes 30—40 min to analyse
all LNs from two patients, compared with the several hours
required for GS analysis [18].

In breast cancer, Saruta and Puig-Junoy estimated savings
of US$346 per patient over a 5-year period when OSNA was
used intraoperatively instead of conventional intraoperative
sentinel LN biopsy [25]. The National Institute for Health
and Care Excellence (NICE) assessed OSNA for CRC
staging and estimated an average cost per patient (includ-
ing capital, maintenance, and disposable costs) of between
£568 and £608 (excluding value-added tax), depending on
the cost of disposables (re-agents and consumables) [22].
Nevertheless, budget impact studies of OSNA for CRC stag-
ing are lacking, highlighting the need for economic evalua-
tions assessing OSNA in this patient population. The present
study performed a budget impact analysis of OSNA in CRC
patients in Spain, comparing two scenarios—GS and OSNA.

2 Materials and Methods
2.1 Perspective and Time Horizon

A ‘what-if” budget impact analysis of introducing OSNA
to perform LN analysis in CRC patients in the Spanish
National Health System (NHS) was developed using the
Senslt program (a sensitivity analysis add-in for Microsoft®
Excel 2007-2013 [Microsoft Corporation, Redmond, WA,
USA]). The analysis was performed from the NHS perspec-
tive. Costs were calculated annually, corresponding to the
number of patients newly diagnosed with CRC undergoing
surgery during the first year, over a 3-year time horizon from
2017 to 2019. As recommended in budget impact analyses
by the International Society for Pharmacoeconomics and
Outcomes Research (ISPOR) [26] and by a Spanish phar-
macoeconomic guideline [27], costs were not discounted.
This analysis follows the ISPOR principles of Good Practice
Framework [26].
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2.2 Features of the Spanish Health Care System

The Spanish NHS is a decentralised system covering 17
Spanish regions [28]. Medical procedures, tests and drugs
administered in the hospital setting are totally covered by
the Spanish health services. In Spain, medical devices are
normally acquired by tendering procedures.

2.3 Eligible Population

The cohort of patients included in the present analysis com-
prised Spanish patients diagnosed with CRC who underwent
curative-intent surgical excision. Inclusion criteria were
patients over 18 years of age with primary histologically
confirmed colon carcinoma and positive CK19 immunohis-
tochemistry. Exclusion criteria were based mainly on techni-
cal reasons, i.e., open colectomies were excluded due to the
risk of CK19 contamination from normal mucosa to LNs
that did not contain CK19. Surgical specimens that were
fixed in formalin were also excluded since the OSNA assay
must be performed on fresh tissue. Rectal tumours treated
with neoadjuvant therapy were excluded for the intrinsic dif-
ficulty of LN dissection after therapy. Cases with extensive
fat infiltration were excluded since LNs cannot be identified
and dissected in the middle of primary infiltrating tumour.
The analysis was performed based on the estimated patient
subgroups according to the recruitment performed by Rak-
islova et al. regarding systemic therapy (ST) administration
[18].

The patient cohort included in the study was obtained
from Globocan data (34,331 estimated new cases of CRC
in Spain) [29], taking into account that 70.7% of patients
diagnosed with CRC will undergo surgery, as reported by
Corral et al. [7]. In our study, the target population was fur-
ther reduced, and only 74.1% of surgically treated patients
could be included for LN OSNA analysis once the exclusion
criteria detailed above were applied. The size of the target
population was assumed to be constant over the 3-year time
horizon.

2.4 Interventions

Clinical schemes used to populate the model follow CRC
National Comprehensive Cancer Network (NCCN) guide-
lines [20], which are in line with Spanish clinical practice
(Fig. 1). The treatment of choice for stage 0, I, II, or III
CRC patients is surgical excision. After surgery, depending
on tumour (pT) and LN status (pN) stage, some patients
were treated with ST, consisting of different chemotherapy
(QT) regimens [30-37]. LN analysis performed using the
GS technique implies a risk of misdiagnoses, leading to
undertreatment. Undertreated patients may have a higher

risk for disease recurrence. According to guidelines, patients
showing CRC recurrence might be treated with ST and/or
surgery. ST after recurrence consists of QT regimens, which
can include biological agents. The OSNA assay detection
starts at 250 copies/uL, below 250 copies it is considered
negative, allowing the selection of those patients who will
very unlikely have tumoural cells in their LNs. However, the
OSNA values and the clinical significance do not exactly
correlate, and the presence of OSNA positivity does not
imply a negative biological effect or patient recurrence by
itself. A cut-off of 7500 copies/uL has been found to be
related to a higher risk of recurrence and worse prognosis
[19, 38]. Therefore, the threshold used in this study was
7500 copies/uL; OSNA values > 7500/uL should be con-
sidered a positive result.

2.5 Scenarios and Model Description

The model compares a reference scenario versus a test sce-
nario over a 3-year time horizon. The reference scenario
assesses the management cost of CRC patients whose LN’
have been analysed using the GS technique (H&E staining),
while the test scenario estimates the management cost of
CRC patients if LN analysis had been performed using the
OSNA technique in the Spanish NHS framework (Fig. 1).
Incident patients diagnosed during the first year of the analy-
sis would be followed over the 3-year time horizon in order
to collect costs associated with CRC disease.

The proportion of patients with positive or negative LN,
and the proportion of patients receiving ST after a positive
or negative LN analysis, differs between scenarios (Fig. 1).
In the reference scenario, 78.79% of patients showed nega-
tive LN using the GS technique [18], of which 15.99% were
treated with ST according to data obtained from three differ-
ent studies [39-41]. Some negative LN patients were treated
based on decisions taken on multidisciplinary committees
or recommendations made by clinical guidelines such as the
NCCN.

In the reference scenario, 77.32% of patients with positive
LNs by GS received ST [39, 41]. The model assumes that
all patients with negative LNs analysed using the OSNA
technique (86.47%) would not receive ST, while 77.32% of
patients with a positive OSNA result (cut-off of > 7500 cop-
ies/uL; 13.53%) would be treated with ST. Patients with no
ST would enter the follow-up period after surgery, while
patients receiving ST would enter the follow-up period
after adjuvant treatment. During the first year of follow-
up, 98.10% and 98.82% of patients in the reference and
test scenarios, underwent and would undergo, respectively,
colonoscopies, medical visits, blood tests (including moni-
toring of carcinoembryonic antigen; CEA) and computed
tomography (CT) scans. The proportion of patients using
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Fig. 1 Budget impact scenarios.
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the latter healthcare resources in the reference and test sce-
narios would be 96.21% and 97.64%, respectively, during the
second year, and 92.42% and 95.29%, respectively, during
the third year. The frequency of tests and visits is described
in Table 1.

The percentage of patients with recurrence was obtained
from a recently published study comparing GS and OSNA
over a 2-year period [18]. Recurrence rates observed by Rak-
islova et al. [18] during the 2-year period are assumed to
be maintained during the third year of the analysis for both
the GS and OSNA techniques. In both scenarios, 42.68%
of recurrent patients underwent surgery for recurrence and
83.73% received ST for recurrence each year of the analysis
[40].

2.6 Input Data

Assumed parameter values for all clinical and cost data
for both scenarios are shown in Table 1, and the strengths,
weaknesses and potential data biases are described in elec-
tronic supplementary Table S1. We conducted a search of
the Pubmed and eSalud electronic databases using different
combinations of keywords, such as ‘OSNA’, ‘colorectal can-
cer’, ‘National Health System’ and ‘costs’. Data credibility
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was assessed as described in the data extraction protocol
(electronic supplementary Table S2).

2.7 Costs

The present analysis only includes direct costs from 2017,
with all costs given in Euros (€). Drug costs were calculated
based on the ex-factory price (PVL, Spanish acronym for
Precio de Venta del Laboratorio) [42]. Daily defined doses
were obtained from the summary of product characteris-
tics of each drug, and from clinical trials if not specified in
the summary of product characteristics. The daily dose per
patient was calculated considering an average weight and
height of 70.2 kg and 166 cm, respectively [43]. Regarding
drugs administered intravenously, vial wastage was assumed.
The cost of ST following first surgery is the average cost of
the common QT regimens used in clinical practice, and the
cost of ST after recurrence is an average value of the cost of
the QT regimens and biological agents (Table 2). An outlier
detection technique was used when calculating the average
cost of ST, excluding those QT regimens with an annual
cost under the average cost divided by two. The cost of other
health resources used, such as medical visits and tests, were
obtained from the Spanish health costs database [44].



Budget Impact Analysis of Molecular LN Staging in Colorectal Carcinoma

659

Table 1 Inputs used for the

base-case and sensitivity
analyses

2.8 Sensitivity Analyses

Parameters Inputs References Range (lowest-highest)
CRC incidence (N) 34,331 [54] 10-521,490
Lymph node (N) 15.00 [55] 10.00-27.00
GS-negative (%) 78.79 [9, 18, 39] 66.14-100
GS-positive (%) 21.21 [9, 16, 18] 0.00-33.89
GS-negative, no ST (%) 84.01 [39-41] 79.69-100
GS-negative, ST (%) 15.99 [9, 39, 40] 12.20-20.30
GS-positive, ST (%) 77.32 [9, 39] 62.64-92.00
OSNA-negative (%) 86.47 [16, 18] 61.27-100
OSNA-positive (%) 13.53 [16, 18] 0.00-33.85
OSNA-negative, no ST (%) 100.00 [20] 79.69-100.00
OSNA-positive, ST (%) 77.32 [39, 40] 62.64-92.00
Recurrence GS-negative (%) 1.92 [18, 56] 0.00-1.92
Recurrence GS-positive (%) 28.57 [18, 56] 0.00-28.57

ST for recurrence GS (%) 83.73 [40] 0.00-100.00
Surgery for recurrence GS (%) 42.68 [40] 0.00-100.00
Recurrence OSNA-negative (%) 1.36 [18, 56] 0.00-1.36
Recurrence OSNA-positive (%) 26.09 [18, 56] 0.00-26.09

ST for recurrence OSNA (%) 83.73 [40] 0.00-100.00
Surgery for recurrence OSNA (%) 42.68 [40] 0.00-100.00
Recurrence GS (%)* 3.79 [18] 0.00-7.58
Recurrence OSNA (%)* 2.36 [18] 0.00-4.71
Hospitalisation days (V) 7.00 [57] 1-14

Blood test, CEA, visits (N) 4.00 [20] 2.00-8.00
Abdominal CT (N) 1.00 [20] 1.00-3.00
Thoracoabdominal CT (N) 1.00 [20] 0.00-2.00
Colonoscopy () 1.00 [20] 0.00-2.00
Surgery after diagnosis (€) 2804.00 [44] 1402.00-5608.00
GS (cost per lymph node; €) 10.00 [44] 5.00-20.00
OSNA (cost per patient; €) 500.00 [581° 250-700
Hospitalisation daily cost (€) 347.00 [44] 112.00-582.00
ST after first surgery (€) 2293.66 [20, 42, 43, 56, 59-65] 687.91-3739.75
Colonoscopy (€) 235.51 [44] 120.00-285.00
CEA (€) 29.00 [44] 20.00-38.00
Blood test (€) 99.19 [44] 46.78-184.89
Thoracoabdominal (€) 134.33 [44] 73.00-165.00
Abdominal CT (€) 135.00 [44] 62.00-168.00
Medical visit (€) 26.57 [44] 21.60-29.88

ST after recurrence (€) 21,966.71 [20, 42, 43, 59-73] 687.91-32,538.31
Surgery for recurrence (€) 5937.00 [44] 5038.00-7252.00

CEA carcinoembryonic antigen, CRC colorectal cancer, CT computed tomography, GS gold standard, N
number of patients, OSNA one-step nucleic acid amplification assay, ST systemic therapy, € Euros

*Refers to the overall recurrence rate during the first year in both scenarios, independently of the results

obtained

Data provided by the manufacturer

A one-way sensitivity analysis (OWSA) was performed in
order to assess the uncertainty and robustness of the model.
Clinical and cost parameters were increased and decreased

according to the minimum and maximum values shown in
Table 1, which were mostly obtained from the literature. For
the purposes of sensitivity analyses, the lowest (Vanuatu)
and highest (China) number of possible incident patients
worldwide was considered [29].

I\ Adis



660

S. Diaz-Mercedes et al.

In addition, a two-way sensitivity analysis (TWSA) was
performed to further assess the uncertainty regarding those
clinical parameters that were correlated and should be simul-
taneously varied; varying them independently may show
misleading results: ‘positivity of GS vs. OSNA’, ‘recur-
rence in follow-up: GS vs. OSNA’, ‘recurrence in ST: GS
vs. OSNA’ and ‘ST after recurrence with GS vs. OSNA’.

3 Results
3.1 Target Population

The number of patients diagnosed with CRC who underwent
surgery was estimated as 24,265 per year, of which 17,980
would be eligible for OSNA. In the reference scenario, 5214
patients would receive ST after surgery, whereas in the test
scenario, only OSNA-positive patients (1615) would receive
ST after surgery. More patients in the reference scenario
(1362) recurred than in the test scenario (727), and, after
recurrence, fewer patients in the test scenario would undergo
surgery (310 vs. 581) and receive ST compared with the
reference scenario (608 vs. 1140).

3.2 Budget Impact After the Introduction
of the One-Step Nucleic Amplification
Technique

The overall cost of the reference scenario for the first, second
and third years was estimated at €182,711,803, €52,101,734
and €62,878,813, respectively, while in the test scenario,
the overall cost for the first, second and third years was
€181,202,621, €45,247,233 and €52,064,732, respectively.
From these results, the corresponding savings were esti-
mated to be €1,509,182 in year 1, €6,854,501 in year 2, and
€10,814,082 in year 3, corresponding to savings of 0.002%,
0.010% and 0.016% in the Spanish public health expenditure
in 2014 (€66,826 million) [45]. Therefore, the introduction
of OSNA in Spanish clinical practice for performing LN
analysis from CRC surgical specimens could lead to an over-
all cost saving of €19,177,765 for the Spanish NHS over a
3-year time horizon (Table 3).

The overall cost per patient using the GS or OSNA tech-
niques is estimated to be €13,193 and €12,126, respectively.
Therefore, cost savings of €1067 per patient for the next
3 years after CRC diagnosis are achievable if the OSNA
technique replaced the GS technique in the Spanish NHS.

3.3 Sensitivity Analyses
Results obtained from the OWSA and TWSA show the

robustness of the analysis performed and confirm the results
obtained (Figs. 2, 3, respectively). The parameters with a
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higher impact on the results are those relating to the propor-
tion of patients with negative results, using both the GS and
OSNA techniques, and the treatment cost after diagnosis and
recurrence. The results obtained by reducing and increas-
ing the parameters included in the analysis are in line with
the base-case results, therefore generating savings for the
Spanish NHS if OSNA was introduced in clinical practice
(Fig. 2). Figure 3 shows that in each of the four analyses, the
base case is located within the area under the line, where
savings for the NHS would be expected. Lines drawn in
Fig. 3 show simultaneous variations of the two parameters
included in each analysis.

4 Discussion

This study focuses on a novel way of assessing the economic
impact of the use of OSNA instead of the traditional GS
technique for CRC patients in Spain. Our results indicate
that the Spanish NHS would have saved over €19 million
from 2017 to 2019 if OSNA had been introduced in clini-
cal practice for surgically treated CRC patients. Savings are
explained by the fact that OSNA ensures a more accurate
diagnosis in CRC patients, allowing a reduction in treat-
ment costs after initial surgery, as well as costs of adjuvant
treatments and surgery after recurrence, compared with GS
techniques. Although patients’ LN staging is more expen-
sive with OSNA than with GS, savings regarding treatment
costs after surgery and treatment costs due to recurrence
are high enough to make a return on the investment made
by the incorporation of OSNA at the diagnostic stage. Sav-
ings have already been observed during the first year, and
increase during the second and third years of the analysis.
Sensitivity analyses showed the robustness of the analysis.
The number of incident patients is the variable showing a
higher impact on the result in the OWSA (the higher the
patient population, the greater the savings for the NHS).
According to Globocan data [29], the countries reporting the
lowest and highest crude incidence rate for CRC are Gambia
and Japan, respectively. If these incidence rates were applied
to the Spanish population, the number of incidence cases
per year would be approximately between 238 and 54,404.
A previous study performed with breast cancer patients
in Japan over a 5-year time horizon showed that the use of
OSNA would lead to relevant Japanese healthcare savings
of approximately US$121,877,910 [25]. In addition to the
difference of diagnosis, treatment and follow-up, the influ-
ence of pathological nodal staging on treatment decision
in breast cancer and CRC is different. In CRC, the aim is
to pursue those cases at risk of recurrence, while in breast
carcinoma, a surgical decision of performing lymphadenec-
tomy is undertaken, which does not depend on pathological
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Table 2 Systemic treatments considered following the first surgery and after recurrence

Molecule Dose per cycle  No. of cycles  Cost per cycle (€) Annual cost (€)
per year

ST following first surgery; clinical data sources

Capecitabine [37] Capecitabine 35,000 mg/m?> 8 116.13 929.04

CAPOX? [31, 35, 36] Capecitabine 28,000 mg/m?> 4 410.80 1643.22
Oxaliplatin 130 mg/m?

CAPOX* [31, 35, 36] Capecitabine 28,000 mg/m? 8 410.80 3286.43
Oxaliplatin 130 mg/m?

Fluorouracil/leucovorin (bimonthly) [30, 32-34, 60] Fluorouracil 400 mg/m2 12 57.33 687.91
Fluorouracil 1200 mg/m?
Leucovorin 200 mg/m2

FOLFOX4® [30, 31, 35, 36, 60] Oxaliplatin 85 mg/m? 6 311.65 1869.87
Leucovorin 200 mg/m>
Fluorouracil 400 mg/m>
Fluorouracil 2400 mg/m>

FOLFOX4 [30, 31, 35, 36, 60] Oxaliplatin 85 mg/m> 12 311.65 3739.75
Leucovorin 200 mg/m>
Fluorouracil 400 mg/m>
Fluorouracil 2400 mg/m?

ST for recurrence; clinical data sources

Bevacizumab/CAPOX [69, 74] Bevacizumab 7.5 mg/kg 12 1733.60 20,803.25
CAPOX a

Bevacizumab/FOLFOX6 [69] Bevacizumab 5 mg/kg 12 1634.45 19,613.35
FOLFOX6 b

Bevacizumab/FOLFIRI [68-70] Bevacizumab 5 mg/kg 12 1453.40 17,440.75
Irinotecan 360 mg/m?
Leucovorin 800 mg/m>
Fluorouracil 400 mg/m>
Fluorouracil 4800 mg/m”>

Bevacizumab/FOLFOXIRI [68] Bevacizumab 5 mg/kg 12 1682.02 20,184.27
Irinotecan 165 mg/m>
Oxaliplatin 85 mg/m?
Leucovorin 200 mg/m>
Fluorouracil 3200 mg/m?

Cetuximab/FOLFOX6 [69] Cetuximab 500 mg/m2 12 2111.56 25,338.67
FOLFOX6 b

Cetuximab/FOLFOX6 [69] Cetuximab 650 mg/m> 12 2711.53 32,538.31
FOLFOX6 b

Cetuximab/FOLFIRI [69] Cetuximab 500 mg/kg 12 1930.51 23,166.07
Irinotecan 180 mg/m>
Leucovorin 400 mg/m>
Fluorouracil 400 mg/m>
Fluorouracil 2400 mg/m?>

Cetuximab/FOLFIRI [69] Cetuximab 400 mg/m? 12 2530.51 30,365.71
Irinotecan 180 mg/m?>
Leucovorin 400 mg/m?
Fluorouracil 400 mg/m?
Fluorouracil 2400 mg/m?
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Table 2 (continued)

Molecule Dose per cycle  No. of cycles  Cost per cycle (€) Annual cost (€)
per year

Panitumumab/FOLFIRI [75] Panitumumab 6 mg/kg 12 1958.95 23,507.35
Irinotecan 180 mg/m>
Leucovorin 400 mg/m2
Fluorouracil 400 mg/m>
Fluorouracil 2400 mg/m?

Panitumumab/FOLFOX6 [72] Panitumumab 6 mg/kg 12 2140.00 25,679.95
FOLFOX6 b

ST systemic therapy, € Euros

“Treatment regimen includes the same molecules and doses per cycle indicated for CAPOX

"Treatment regimen includes the same molecules and doses per cycle indicated for FOLFOX4

Table 3 Results of the budget impact of introducing OSNA in Spanish clinical practice over a 3-year time horizon (Euros)

Year 1 Year 2 Year 3

Reference scenario Test scenario Reference Test scenario Reference scenario  Test scenario

(GS) (OSNA) scenario(GS) (OSNA) (GS) (OSNA)
Surgery 126,983,355 126,983,355 0.00 0.00 0.00 0.00
Staging 2,697,072 8,990,240 0.00 0.00 0.00 0.00
ST after first surgery 11,959,135 4,314,396 0.00 0.00 0.00 0.00
Follow-up 33,114,221 33,355,561 31,856,889 32,565,720 30,628,249 31,789,382
Recurrence surgery 1,691,066 1,606,289 1,658,940 1,040,519 1,626,814 1,028,025
ST after recurrence 6,266,955 5,952,781 18,585,905 11,640,994 30,623,750 19,247,325
Total cost 182,711,803 181,202,621 52,101,734 45,247,233 62,878,813 52,064,732
Budget impact 1,509,182 6,854,501 10,814,082

GS gold standard, OSNA one-step nucleic acid amplification assay, ST systemic therapy

nodal staging. Therefore, these results do not directly relate/
correspond to those obtained in the present study.

Several authors agree on using more sensitive molecu-
lar methods of LN staging in CRC, rather than GS [11, 12,
46-49], to help identify CRC patients who are histologically
LN-negative after a potentially curative surgical resection
and who are nevertheless at risk of recurrence [12, 47, 48].
Precise pathological LN staging is critical in determining
the most suitable treatment [50, 51]. Nevertheless, not only
are new techniques needed to achieve better patient staging
but also new treatments with improved outcomes, as efficacy
observed with current chemotherapy regimens for CRC is
limited [52].

The results of the present study relate to Spain, however
the OSNA technique could also be incorporated in other
countries. Further studies comparing clinical outcomes
such as recurrence rates or overall survival between patients
whose LNs have been analysed using the OSNA technique
versus the GS technique would be of interest. Moreover,
although this study reports a relevant economic benefit
for the Spanish NHS in a scenario using OSNA, further
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pharmacoeconomic evaluations, such as cost-effectiveness
analysis, could also help health services make informed
decisions regarding the feasibility of introducing OSNA in
their clinical practice.

4.1 Limitations

Pharmacoeconomic studies are subject to limitations, mainly
due to the fact that reality ought to be simplified in order to
elaborate the model. The present analysis assumed that the
size of the target population remained unchanged over the
3-year period in order to collect all costs associated with the
incident cohort. At the time of the study, no data were avail-
able regarding the mortality rates compared between OSNA
and GS. Furthermore, clinical data used to calculate the pro-
portion of patients with negative and positive results in the
reference and test scenarios were taken from different stud-
ies including a sample of patients, which might differ from
real clinical practice in Spain. However, inputs regarding the
staging and recurrence rates of patients were obtained from
the same study for consistency. Additionally, the proportion
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Fig.2 Tornado diagram, one-way sensitivity analysis results. Ver-
tical line indicates the total cost saving from the base case, and the
horizontal lines indicate the shift in the range of outputs obtained by
varying each input to a lower (black) and higher (light grey) value.

of negative and positive OSNA results might be associated
with sample bias in the study design, which was performed
according to the actual guidelines of LN analysis and staging
in CRC. To date, all CRC studies performed using OSNA
have the same sample bias, resulting from using part of the
LNs for H&E analysis and GS staging, and using the rest
for OSNA. Consequently, metastasis might have only been
present in part of the H&E analysis, leading to false negative
OSNA results [17, 18, 53].

Furthermore, another limitation is in regard to data
obtained from Rakislova et al. [18], as LNs were analysed
using both the GS and OSNA techniques, and treated accord-
ing to the GS diagnosis. Therefore, patient outcomes remain
unknown in the hypothetical case that patients’ treatment
decisions would have only been based on the OSNA results.
Hence, a randomised study is needed to obtain accurate out-
comes in those patients treated after the OSNA results had
been reported and those treated after GS diagnosis, in order
to assess a possible differential treatment effect depending
on the staging diagnostic procedure performed, i.e., OSNA
or GS. Costs related to adverse effects and adverse events
management were not included in both interventions since

CEA carcinoembryonic antigen, CT computed tomography, GS gold
standard, N number of patients, OSNA one-step nucleic acid amplifi-
cation assay, ST systemic therapy, € Euros

they are the same for both OSNA and GS. Diagnosis is
performed after tissue containing the tumour is resected
from the patient. Therefore, patients do not undergo extra
interventions as LN analysis is performed in the laboratory,
with no adverse events for the patient. Thus, adverse events
relating to diagnostic techniques for CRC have not been
identified.

5 Conclusions

The introduction of OSNA for the management of CRC
patients in Spanish clinical practice may represent an eco-
nomic benefit for the NHS, as well as clinical benefit for
CRC patients. OSNA results offer higher diagnostic reli-
ability than the currently used GS techniques. The introduc-
tion of OSNA may allow more accurate staging of patients,
which could help in avoiding unnecessary treatments with-
out affecting a patient’s prognosis (recurrence), or may pro-
vide the opportunity to receive treatment for those patients
who could really benefit from it.
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RESUMEN

Introduccion: El carcinoma colorrectal (CCR) en estadio II sigue siendo un

problema clinico, ya que aproximadamente el 15% de estos pacientes
progresan a los 5 anos del diagnostico. Una de las razones es que algunos de
estos pacientes son verdaderos estadios III en el momento del diagnodstico,
debido a la presencia de metastasis en ganglios linfaticos (GL) no detectadas

con el diagnoéstico histopatologico convencional mediante HE.

Objetivos: El objetivo de este estudio multicéntrico, prospectivo y
observacional fue evaluar la capacidad diagnoéstica de realizar el estadio
patologico ganglionar (pN) con extensiones citologicas de los GLs y compararlo
con el estadiaje patologico pN estandar usando HE, asi como con el analisis
ganglionar con la técnica OSNA, obteniendo como resultado la carga tumoral
total (TTL), definida como la suma de todas las copias de CK19 contenidas en

todos los GLs de una reseccion quirurgica de CCR.

Resultados: Se examinaron un total de 3.936 GLs de 217 CCR mediante tres
métodos; 1: Método convencional mediante el analisis con HE, 2: Extensiones
citologicas inmunotenidas con CK19 y, 3: OSNA, que utiliza RT-LAMP

(amplificacion isotérmica mediada por bucle).

Con la HE se detectaron 29% casos de CCR con GLs positivos. Las improntas
citologicas detectaron 35%, y mediante OSNA se detectaron 33,2% casos de
CCR con positividad ganglionar (P < 0,0001). La HE y las improntas citologicas
clasificaron concordantemente el 92,2% de los estadios ganglionares y el
88,5% entre OSNA y HE. La citologia tuvo una sensibilidad del 96,8% y una
especificidad del 90,3% para discriminar pacientes positivos/negativos en
comparacion con HE (P = 0,004), con una sensibilidad del 87,3% y una

especificidad del 89% en comparacion con OSNA (P = 0,56). Los pacientes con
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GLs positivos detectados por cualquiera de los tres métodos tuvieron

supervivencias global y libre de enfermedad significativamente peores.

Conclusiones: Demostramos que es factible la utilizacion de extensiones

citologicas para el diagnostico del estadiaje patologico ganglionar (pN).
Ademas, las extensiones citologicas son superiores a la HE para la deteccion
celularidad tumoral en GLs. El analisis de los GLs con OSNA resulta en una
mejor estadificacion de los pacientes con CCR y es un factor pronédstico al
correlacionarse cargas tumorales >6000 copias/uL con peores supervivencias
global y libre de enfermedad, lo que contribuya al manejo terapéutico de los
pacientes. El estadio pN obtenido con extensiones citologicas permitira poder

utilizar todo el GL para estudio molecular con OSNA.
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O ® N o Ul e W

Simple Summary: Recurrence of stage II (pT3-T4 pNO) colorectal cancer (CRC) occurs in about
15% of patients and it is often due to undetected lymph node (LN) metastases with conventional
pathology haematoxylin and eosin (H&E) LN analysis. Despite more sensitive molecular methods
of LN staging having proved to have prognostic value in stage II CRC, we aimed at determining
whether the pN stage could be better assessed with LN cytology smears. We analysed 3936 LNs
from 217 CRC surgical resections, using three methods, H&E, cytology smears, and the One Step
Nucleic Acid Amplification (OSNA) molecular assay. We compared the pN stages obtained from both
H&E and cytology, as well as with the OSNA results. We concluded that LN analysis with cytology
smears not only enables performing the pN stage, but detects more LN metastases than H&E, with
a similar detection rate to molecular methods. Cytology LN analysis would allow a better patient
therapeutic management.

Abstract: Stage II colorectal cancer (CRC) recurrence remains a clinical problem. Some of these
patients are true stage III CRC with a pNO pathology stage. This large prospective multicentre cohort
study aimed at evaluating the diagnostic ability of lymph node (LN) cytology smears to perform the
pN stage and compare it with the conventional haematoxylin and eosin (H&E) pathology pN stage.
Additionally, we used the One-Step Nucleic Acid Amplification (OSNA), a high-sensitive molecular
method of LN staging. A total of 3936 fresh LNs from 217 CRC surgical specimens were examined
by three methods, H&E, LN cytology smears, and OSNA. H&E detected 29% of patients with
positive LNs, cytology smears 35%, and OSNA 33.2% (p < 0.0001). H&E and cytology concordantly
classified 92.2% of tumours, and 88.5% between OSNA and H&E. Cytology had 96.8% sensitivity
and 90.3% specificity to discriminate positive/negative patients compared to H&E (p = 0.004), and
87.3% sensitivity and 89% specificity when compared to OSNA (p = 0.56). Patients with positive LNs
detected by any of the three methods had significantly worse disease-free and overall survival. We
conclude that pN stage accuracy for detecting positive LNs is superior with LN cytological smears
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than with conventional H&E, which would enable a better pN stage and management of early-stage
CRC patients.

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

1. Introduction

The presence of lymph node (LN) metastases greatly influences colorectal cancer
(CRC) patients’ survival at any T stage of the disease, as it determines the need for adjuvant
chemotherapy [1-3]. According to current CRC diagnostic protocols, the LN stage (pN) is
based on the number of positive formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) LNs detected
on routine haematoxylin and eosin (H&E) stains [2]. Yet, the landscape of CRC has recently
changed with the introduction of population-based screening programs, which encompass
an increased diagnosis of patients at earlier stages of the disease. In this new scenery, stages
I-1T (T1-T4 NO) CRC represent 70% of all CRC diagnoses [4-8]. Furthermore, in the early
stages of CRC, LN metastases are often small sized, thus, H&E LN analysis could oversight
the presence of micrometastases, since only a small part of the LN is examined [9]. In fact,
the main reason for the low sensitivity of H&E pN staging is tissue allocation bias. Still, this
deficiency is well known. Therefore, pathology diagnosis guidelines require the analysis of
a minimum of 12 LN for a reliable pNO stage [10,11].

On the one hand, in the new arena of CRC screening, there is an unmet clinical need
to incorporate more sensitive, reliable, and efficient diagnostic methods for a more accurate
PN stage, especially for stage II CRC, which would allow better clinical management of
these patients [9,12]. On the other hand, the use of molecular methods of LN analysis
allows for the identification of patients at risk of progression, not detected by conventional
H&E [9,13,14]. In fact, it is well established that molecular detection of micrometastases,
in otherwise H&E negative LNs from CRC surgical specimens, has been associated with
worse prognosis [9,12,15]. The One-Step Nucleic Acid Amplification (OSNA) molecular
assay is a quantitative, fast, and reproducible RT-PCR-based method for the detection of
cytokeratin 19 (CK19) mRNA. It has been validated for the analysis of sentinel LNs in breast
carcinoma and for CRC pN stage [12,16-24]. Its results are expressed as the total tumour
load (TTL), defined as the amount of CK19 mRNA copies/uL present within all the LNs
analysed from a surgical specimen [17,21]. In breast carcinoma, molecular LN assessment
gives information on the amount of tumour burden present in the LN compartment, which
has predictive and prognostic values [16-21]. In CRC, the TTL has prognostic value [12,15].

Diagnostic cytology is the science of diagnosis of disease through the analysis of
cells. It was introduced in 1928 by George N Papanicolaou as a tool to detect cancer and
precursor lesions. It has been widely used in cervical and anal cancer screening programs,
which have achieved a great reduction in its incidence in many countries [25,26]. This
simple morphology-based diagnostic method is routinely used in clinical practice for the
diagnosis, decision-making, and treatment of benign and malignant conditions, either alone
or complementary to standard surgical pathology diagnosis [27-29]. Diagnostic cytology
has many advantages, such as being a simpler and less-invasive procedure than biopsy
or surgical resection. It is also inexpensive and has a fast turnaround time for diagnosis
reporting.

In this large prospective multicentre cohort study on CRC, we aimed to evaluate the
diagnostic ability of cytology-based LN analysis to perform the pN stage and compare it
to the standard H&E pN stage, as well as to the high-sensitive OSNA molecular method.
We demonstrated the capability of performing the pN stage with cytology smears, and its
superiority to detect positive LNs compared to conventional H&E, with a similar detection
rate to molecular methods. The use of cytology smears would enable to obtaina more
accurate pN stage in CRC, enabling a better patient therapeutic management, and at the
same time the use of the whole LN tissue for molecular analysis.
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2. Materials and Methods
2.1. Patients and Inclusion Criteria

This is a large observational and prospective multicentre cohort study conducted
from November 2016 to December 2019 at five tertiary university hospitals. The study
was approved by the ethic and scientific committees of all centres (Reg. 2012/7324) and
all patients signed the informed consent to participate in the study. All CRC patients
undergoing curative-intended surgery were considered for the study. Inclusion criteria
were patients over 18 years-old, with primary histologically confirmed CRC, positive
for cytokeratin 19 (CK19) immunohistochemistry (IHC). Exclusion criteria were patients
with non-invasive tumours, synchronous carcinomas, metastatic carcinomas, presence
of neoadjuvant or adjuvant therapy, familial adenomatous polyposis syndrome, carcino-
mas on inflammatory bowel disease, stent-type intraluminal devices or presence of other
malignancies.

2.2. Fresh Lymph Node Dissection and LN Analysis

Surgical specimens from CRC were received at the pathology department immediately
after surgical excision and fresh LN dissection was performed within 45 min of surgical
extraction. Freshly dissected LNs were bi-sectioned. One-half of the LN was used to
perform cytology smears by making a circular movement on the surface of a pre-treated
slide. Then, that half of the LN was submitted for conventional FFPE tissue processing. The
other half of the LN was placed into a microcentrifuge tube for deferred OSNA analysis,
which was performed using the pooling method, as described in Rakislova et al. [30]
(Figure 1a,b). The same procedure was performed with each LN. Each slide contained
smears from six LNs. Slides were air-dried and CK19-IHC staining was performed either
on the same day or stored at —20 °C for further immunostaining on subsequent days.
After the IHC staining was performed on the cytology smears, the slides were ready for
microscopic assessment and cytology pN staging (Figure 1c). After LN dissection, the
surgical specimen was routinely processed following overnight formalin fixation. In some
cases, a few additional LNs were observed on H&E slides, located in the fat by the colorectal
wall. These FFPE LNs were only considered for the H&E pN stage since fresh analysis by
cytology or OSNA was not performed.

<wear™
X i
., [T

OSNA

(a)

v : ;
(b) (c)

Figure 1. Fresh lymph node analysis with three methods, cytology smears, H&E, and OSNA.
(a) Dissected lymph nodes were bisected. A cytology smear was performed on a pre-treated slide,
and that part of the lymph node was then used for FFPE and histology analysis with H&E. The
other half of the LN was used for the molecular OSNA assay. (b) For each LN, cytology smears
were performed by making a circular movement with gentle pressure on the pre-treated slide to
ensure a smooth monolayer of cells. (c) Slides containing six lymph node smears were air-dried and
immunostained with CK19 antibody, using haematoxylin as counterstain.
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2.3. One-Step Nucleic Acid Amplification (OSNA) Assay

The OSNA assay is a simple, standardized, and fast process for LN analysis. It is an
automated molecular method based on the quantification of the amount of cytokeratin
19 mRNA, performed with the RD-100i system (Sysmex, Kobe, Japan). It uses the RT-
LAMP, an RT LOOP-mediated isothermal amplification at 65 °C. In contrast to RT-PCR,
there is no need for mRNA extraction or purification. LN tissue is homogenized in a
specific lysis buffer and centrifugated, then, the lysate supernatant is used for amplification.
Quantification is performed by the detection of precipitated results in turbidity of the
magnesium pyrophosphate, a by-product of the amplification process. The system is run
with adequate controls, i.e., b-actin mRNA to check mRNA quality, a positive control with
a given number of copies of CK19 mRNA, and a negative control without CK19 mRNA,
which are used for calibration and contamination check. Cross-amplification with the two
CK19 pseudogene products is prevented by using six primers, including the forward and
reverse loop primers, thus, avoiding simultaneous genomic DNA amplification [31,32].

The molecular LN assessment with the OSNA assay was performed according to the
manufacturer’s instructions using the pooling method, in which each PCR tube contained
multiple LNs from the mesocolon or mesorectum, as described in Rakislova et al. [30]. The
OSNA results were obtained in 20 to 40 min and were expressed as the total tumour load
(TTL), defined as the tumour burden contained in all LNs analysed from a given case. The
TTL was considered positive when values were >250 copies/pL [32,33].

2.4. CK19 Immunochemistry

The slides containing LN smears were immersed in absolute alcohol for 10 min and
a standard immunocytochemistry protocol was performed, without the need for antigen
retrieval. CK19 immunostains were performed using the Autostainer Link 48 (Agilent,
Santa Clara, CA, United States), with 20 min incubation with the primary CK19 antibody
(CK19 mouse monoclonal, clone RCK108; IR615 pre-diluted. Agilent, Santa Clara, CA,
United States). In cytology smears, membranous staining with or without cytoplasm
staining of tumour epithelial cells, either solitary or in groups, was considered positive
(Figure 2a,b). Immunohistochemistry was also performed on all primary tumours. This
was performed to ensure that all tumours were positive for CK19. Then, a negative OSNA
LN analysis could be considered a real negative, and not due to the negativity of the
primary tumour for CK19. The standard CK19 IHC protocol was used as described in
Aldecoa et al. [14]. Staining of at least 10% of the primary tumour was considered positive
(Figure 2c).

Figure 2. CK19 immunochemistry. (a) Positive CK19 immunocytochemistry stains of cytology smears
from different lymph nodes showing few solitary tumour cells. (b) A group of positive tumour cells
from a cytology smear. (c) A primary colorectal carcinoma positive for CK19 immunohistochemistry.
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2.5. Lymph Node Pathology Reporting and pN Staging

All freshly dissected LNs were analysed by three methods: (1) H&E; (2) LN cytology
smears immunostained with CK19; and (3) the OSNA assay (Figure 1a) by four gastroin-
testinal pathologists (SDM, 1A, MTR, and MC). The pN stage of the pathology report
resulted from the standard H&E histological diagnosis, performed according to the pTNM
classification of the AJCC, 8th Edition [10]. The pN stage evaluation from cytology smears
was as follows; each slide contained smears from six LNs. Each smear was individually
analysed. Any CK19 IHQ-positive epithelial cells, either individually or in groups, were
considered positive. Then, the final number of positive smears corresponded to the num-
ber of positive LNs, which was converted into the pN cytology stage. Any information
obtained from the pN stage from cytology smears or the TTL from the OSNA assay was
not included in the final pathology report and was blind to the pathologist and clinician, as
they were assessed after the regular pathology report was issued.

2.6. Statistical Analysis

All analyses were carried out using R statistical language version 3.6. Numerical
variables were tested for their normal distribution using Shapiro-Wilk's statistics. To test
the association of numerical variables between groups, Student’s t-test was applied for
parametric data and the Mann-Whitney-Wilcoxon U test for non-parametric. Fisher’s exact
test was utilized to calculate p-values in the case of categorical classes. Correlation scores
regarding the number of positive LNs between methods were calculated using Spearman’s
rank test. Correlation scores regarding nominal pN stages (pNO, pN1, pN2) were evaluated
with Cohen’s kappa statistics in the fmsb package. Classification performance of cytolog-
ical smears to discriminate LN-positive patients in comparison to H&E and OSNA was
calculated using caret package in terms of sensitivity and positive predictive value (PPV),
and to discriminate LN-negative cases in terms of specificity and negative predictive value
(NPV). McNemar’s chi-squared test was utilized to assess the symmetry of paired nominal
data in a two-dimensional contingency table.

2.7. Study Endpoints and Survival Analysis

The positive detection rate (PDR) of each method of LN analysis was considered the
study’s primary endpoint. PDR was defined as the proportion of patients with positive
LNs. Disease-free survival (DFS) and overall survival (OS) were assessed as secondary
study endpoints. DFS was defined as the time from surgical intervention to relapse or
death, whichever occurred first. OS was the time from surgical intervention to patient
death. Data for patients who experienced no event were censored at the time of the last
follow-up. The Kaplan-Meier method in the survival R package was applied to estimate
time-to-event values, and a log-rank test was used to test statistical significance in DFS and
OS between patient arms. Hazard ratios (HR) and their associated 95% confidence intervals
(CI) were inferred with the use of a Cox regression model with proportional hazards in a
univariate and multivariable manner. Variables used for adjusting multivariable models
were patient age, sex, pT stage, and histological grade.

3. Results
3.1. Clinical and Pathological Characteristics

A total of 217 CRC patients were prospectively included in this observational multi-
centre cohort study. Clinical and pathological characteristics of the patients and tumours
are shown in Table 1. Patients’ median age at surgery was 71 years-old (range 39-92) and
59.4% were male. Most tumours (71%) were stage I-II. A median of 18 LNs were dissected
per patient (range 4-62), being 17 of them freshly isolated. A total of 4310 LNs from
217 CRC surgical specimens were isolated, of which 3936 (91.3%) were freshly acquired.
Post-formalin-fixation LNs were observed in the fat tissue adjacent to the colorectal wall.
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Table 1. Clinical and pathological characteristics of the study cohort.

Variable Strata Patients (N = 217)
n %
Age Median, years (range) 71 (39-92)
S Male 129 59.4%
ex Female 88 40.6%
Histological grade ilé%\}: 1837;) ggéojo
T1 42 19.4%
T stage T2 61 28.1%
Pl S8 3 97 44.7%
T4 17 7.8%
NO 154 71%
pN stage by H&E N1 46 21.2%
N2 17 7.8%
NO 141 65%
pN stage by cytology N1 55 25.3%
N2 21 9.7%
Medjian (range) 19,225.16 (0-1,600,000)
Total tumor load (CK19 <250 145 66.8%
mRNA copies/uL) 250 to 6000 15 6.9%
>6000 57 26.3%
Number of Lymph Nodes Fresh LN 3936 91.32%
(Total: 4310) Post-formalin fixation LN 374 8.68%
Total (median, range) 18 (4-62)
;z;zz;ojis g;ll'\:l)t Fresh (median, range) 17 (3-62)
ysedpetp Post-fixation formol (median, range) 0 (0-27)
Yes 33 15.2%
Recurrence No 184 84.8%
Adjuvant chemotherapy ﬁ; 15651 ?Zg(;o
Lymphovascular Yes 73 66.4%
invasion No 144 33.6%
. . . Yes 45 20.7%
Perineural invasion No 172 79 3%
Bd1 120 55.3%
Tumour budding Bd2 53 24.4%
Bd3 44 20.3%

3.2. Patient Positive Detection Rate Is Higher with Cytology Smears and OSNA Than with H&E

The average positive detection rate (PDR) by the three methods was 70 patients
(32.3%; 95% CI, 26-38.5%). The PDR achieved with H&E was 63 patients (29%; 95% CI,
23-35%), compared to a PDR of 76 patients detected with the cytology-based analysis (35%;
95% CI, 28.7-41.4%), (p < 0.0001 compared to H&E). Regarding the OSNA assay, its PDR
was of 72 patients (33.2%; 95% CI, 26.9-39.4%) (p < 0.0001 compared to H&E), (Figure 3;

Table 2).
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Figure 3. Forest plot displaying the positive detection rate, or proportion of patients with positive
lymph nodes, of the three methods of LN analysis. H&E: haematoxylin and eosin; OSNA: one-step
nucleic acid amplification.

Table 2. Comparison of the number of positive LN detected by the three methods.

H&E Cytology OSNA
Proportion of Number (%) 217 (100%) 217 (100%) 217 (100%)
Pati tm/PS’rtloi‘,O Rat Positive LNs 63 (29%) 76 (35%) 72 (33.2%)
atents/Letection Bate  Negative LNs 154 (71%) 141 (65%) 145 (66.8%)
Number (%) 3936 (100%) 3936 (100%) 3926 (100%)
Total r:g}bié’f LNs Positive 210 (5.3%) 249 (6.3%) -
Y Negative 3726 (94.7%) 3687 (93.7%) -
Mean (range) 18.1 (3-62) 18.1 (3-62) -
A‘;fg‘lg‘: e’llungzeraoﬁfeilt\ls Positive 0.97 (0-17) 1.15 (0-17) -
ysed perp Negative 17.2 (1-62) 17 (3-62) -

H&E, haematoxylin, and eosin; LNs, Lymph nodes.

When focusing on the number of positive LNs detected by H&E and by cytology
smears, we observed that cytology detected a higher number of positive LNs than H&E.
With the standard H&E pathology examination we found 210/3936 (5.3%) positive LNs,
while cytology smears detected 249/3936 (6.3%) positive LNs (Fisher’s p = 0.067) (Table 2).
The Spearman’s correlation score for the number of positive LNs between H&E and cytology
smears was 85.5% (p < 0.0001). The mean number of positive LNs per patient detected by
H&E was 0.97 (range, 0-17) and by cytology 1.15 (range, 0-17).

3.3. pN Upstaging with LN Cytology Smears with Respect to H&E and High Diagnostic Efficacy
of Cytology Smears to Discriminate LN-Positive Patients

We next sought to compare the pN stages obtained from conventional H&E LN
analysis and cytological smears. H&E classified 154 (71%) pNO patients, 46 (21.2%) pN1,
and 17 (7.8%) pN2. In contrast, LN smears identified 141 (65%) pNO patients, 55 (25.3%)
pN1, and 21 (9.7%) pN2. Cytology upstaging was 6%, with 4.1% of patients reclassified as
pN1 and 1.9% as pN2 (Table 3).
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Table 3. Concordance in the pN staging among techniques and diagnostic accuracy.

pN Staging by H&E pN Staging by Cytology OSNA
pNO pNla+b pN2a+b pNO pNla+b pN2a+b 0 to <250 250 to <6000 >6000
154 (71%) 46 (21.2%) 17 (7.8%) 141 (65%) 55 (25.3%) 21 (9.7%) 145 (66.8%) 57 (26.3%) 15 (6.9%)
Negative Positive Negative Positive N(e<g2£15t6;7e Positive (>250)
154 (71%) 63 (29%) 141 (65%) 76 (35%) 145 (66.8%) 72 (33.2%)
Concordant cases, number (%) 200 (92.2%) 192 (88.5%)
Discordant cases, number (%) 17 (7.8%) 25 (11.5%)
Kappa Index 82.1% 73.2%
McNemar’s p-value 0.004 0.11
Sensitivity (%) 96.8% 87.3%
Specificity (%) 90.3% 89%
Positive Predictive Value (%) 80.3% 76.4%
Negative Predictive Value (%) 98.6% 94.5%
Number of cases Cytolqu- Cytology-positive OSN.A_ OSNA-positive
negative negative
Hé&E-negative 139 15 137 17
Hé&E-positive 2 61 8 55

H&E, hematoxylin and eosin; LNs, Lymph nodes.

We subsequently assessed the diagnostic efficacy of cytology smears and OSNA-based
analysis to identify LN-positive patients as compared with gold-standard H&E. Examina-
tion of 3936 LNs from 217 patients revealed that 200 tumours (92.2%) were concordantly
classified by cytology-based analysis and routine H&E stains, (kappa = 0.82, p < 0.004),
(92.2% accuracy; 95% CI: 87.8-95.4%) (Table 3). In detail, out of 63 (29%), LN-positive
patients detected with H&E, only two of them were classified as LN-negative by cytology,
resulting in 96.8% sensitivity for cytology to distinguish pN-positive cases. In parallel, the
positive predictive value (PPV) of cytology was 80.3%, indicating that among the 76 posi-
tive patients detected by cytology, 61 of them (80.3%) were positive according to H&E. On
the other hand, out of a total of 154 cases (71%) detected as LN-negative by conventional
H&E, 15 of them were positive by cytology, leading to 90.3% specificity to differentiate
pN-negative individuals (Table 3).

When assessing OSNA versus H&E results, the two methods exhibited a global concor-
dance rate of 192/217 cases (88.5% accuracy; 95% CI: 86.5-90.4%) (Table 3). Specifically, the
sensitivity achieved by OSNA to detect LN-positive cases was 87.3%, since 8/63 patients
positive with H&E were negative for OSNA, resulting in a PPV of 76.4%. Regarding the
identification of LN-negative cases, OSNA was 89% specific, with 17/154 positive cases
which were negative with H&E (Table 3).

Assessment of cytology versus OSNA results resulted that the two methods exhibited a
global concordance rate of 191/217 cases (88% accuracy; 95% CI: 86.06-89.98%). Specifically,
out of the 76 individuals determined as LN-positive by cytology, 61 of them (80.3%) were
also positive according to OSNA-based analysis, with 80.3% sensitivity and 84.7% PPV for
the detection of LN-positive cases. As regards to the identification of LN-negative cases,
cytological smears detected 141 cases as negative (65%) while OSNA identified 145 (66.8%)
negative cases, with a specificity of 92.2% and NPV of 89.7%.

When comparing the three methods of LN analysis, 183/217 were concordantly clas-
sified accounting for LN-positive and LN-negative cases (84.3% accuracy). Out of these,
55/217 (25.3%) were categorized as positive, and 128/217 (59%) as negative by the three
techniques. All patients with positive LNs obtained post-formalin fixation also had other
freshly processed positive LNs identified by either H&E or LN smears (1 = 16/217 patients
(7,4%); representing 72 /374 (18.9%) positive LNs.
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3.4. The Total Tumour Load (TTL) Increases with the pN Stage

We then compared the total tumour load (TTL) with the pN stages obtained by H&E
and cytology-based LN analyses. In both assessments, the TTL significantly increased
in accordance with the pN stage obtained by H&E (Figure 4a) and cytology (Figure 4b)
(ANOVA’s p < 0.0001 in both analyses). The mean TTL values for the respective pN
stages obtained by H&E were: 433.6 copies/pL for pNO (range 0-27,300 copies/uL);
35,782.6 copies/puL for pN1 (range 0-488,000 copies/uL), and 144,651.8 copies/uL for
PN2 cases (range 0-1,600,000 copies/pL). Similarly, the mean TTL values for the pN
stages obtained by cytology were 253.7 copies/uL for pNO (range 0-20,000 copies/uL);
29,899 copies/pL for pN1 (range 0-488,000 copies/pL), and 118,649.5 copies/puL for pN2
stage (range 0-1,600,000 copies/pL).

P(ANOVA)<1x10 "
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T 16
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pN stage by H&E A pN stage by cytology B

Figure 4. Total tumour load (TTL) values obtained by OSNA were correlative to the pN stages
determined by (A) H&E and (B) cytology-based analysis. p-values were determined using an ANOVA
test. Tumours with OSNA > 300,000 (superior outlier values) were excluded from both graphs to
enable a better visualization between groups. H&E: haematoxylin and eosin; OSNA: one-step nucleic
acid amplification.

3.5. Patients with Positive LNs Exhibit Worse Survival Outcome as Determined by Any of the
Three Methods

Follow-up data were available for 207 patients (95.4%), with a median follow-up of
33 months (range, <1 to 58.2 months). Thirty-three patients (15.2%) had a local recurrence
or distant metastases, of whom 21/33 (63.6%) received adjuvant chemotherapy for having
positive LNs on H&E. The median time to relapse was 11.4 months (rate, <1 to 39.5 months),
and to death was 22.7 months/range, <1 to 47.8 months).

We next evaluated the independent prognostic value of having positive LNs analysed
by the three methods separately. LN positivity correlated with worse RFS and OS rates
for the three methods of LN detection, both at the univariate and multivariable settings
(Figure 5; Table 4). Patients with positive LNs detected by cytology smears exhibited signif-
icantly shorter RFS and OS, and therefore higher risk of relapse and/or death compared
with LN-negative patients (HR: 4.50, p < 0.0001 for DFS; and HR: 2.54, p = 0.008 for OS).
The association with adverse patient survival was also significant for patients with positive
LNs when detected by H&E (HR: 4.85, p < 0.0001 for DFS; and HR 2.70, p = 0.004 for
OS). When assessed by OSNA, patients with positive LNs were at a significantly superior
risk of cancer recurrence and/or death using a TTL threshold of 250 copies/uL (HR: 3.80,
p < 0.0001 for RFS; HR 2.51, p = 0.02 for OS) (Table 4). As expected in early-stage and locally
advanced CRC, the relationship with unfavourable survival outcomes was statistically
more pronounced for RFS than for OS (Figure 5; Table 4).
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Figure 5. Kaplan-Meier estimates displaying RFS and OS rates according to pN-positive/negative
patients by the three methods of LN analysis. p-values were calculated using a log-rank test and
hazard ratios (HRs) by Cox proportional hazards models both in univariate and multivariable settings.
Multivariable models were adjusted by age, sex, pT stage, and histological grade. H&E, haematoxylin,
and eosin; TTL, total tumour load; OSNA, one-step nucleic acid amplification; univ., univariate;
multiv., multivariable.

Table 4. Patient’s survival related to lymph node status.

Disease-Free Survival (RFS) Overall Survival (OS)
. Univariate Analysis Multlvan.able Univariate Analysis Multlvarl‘able
Variable Strata Analysis Analysis
HR HR HR HR
@s%enp  PValue 5o cp  PValue gge cp  PVAlue g5y, cp  PValue
pNstage N1/N2vs. 4.85 4.27 2.70 2.25
H&E NO (2.69-8.74) <0.0001 (2.14-8.49) <0.0001 (1.34-5.47) 0.004 (1-5.08) 0.049
pNstage N1/N2vs. 4.50 3.87 2.54 2.20
cytology NO 44832 Q001 95769  OOOL o5 5090 0008 gog49s 007
Positive
3.80 2.90 2.51 1.97
Tk VS a6y 0 assss 000 oas09) 092 (go1426) 008
Negative

H&E, hematoxylin and eosin; TTL, total tumour load.

4. Discussion

In this large multicentre cohort study, we demonstrated the feasibility of using LN
cytology smears for pN assessment in CRC. Moreover, cytology smears were superior
in the detection of the presence of tumour cells within the LNs than conventional H&E
pathology, with a similar performance to the OSNA molecular assay. We observed that both
the number of positive LNs and the positive detection rate, or the proportion of positive
patients, were significantly superior when the LN analysis was performed by cytology or
OSNA than by H&E (p < 0.0001). The high sensitivity of the cytology compared to H&E
could be explained by the smooth pressure applied on the LN when performing the circular
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smear on the slide, which may contribute to squeezing out the epithelial cells from deeper
areas of the LN, thus, the cells represented on the smear are not just those from the cut
surface.

The concordance between the three methods of LN analysis to classify LN-positive
and negative cases was 84.3%. Regarding cytology and H&E, it was very high, with
92.2% of cases (200/217) concordantly classified by both methods of LN analysis. Indeed,
the positive predictive value of cytology smears for identifying LN positive cases was
80.3%, and its negative predictive value to differentiate LN negative cases was 98.6% with
respect to H&E. In the current study we had 15.7% (34/217) discordant cases between the
three methodologies, of which 2.7% (6/217) were patients with positive LNs by OSNA
and/or cytology, not detected by H&E. Discordant results were mostly attributed to tumour
allocation bias, due that different parts of the LN were used for the different methodologies.

According to current international guidelines, H&E is the gold standard method of
LN assessment and pN stage in CRC. In the pre-screening era of CRC, this method of
LN stage has had a good correlation with patient’s recurrence and survival, but it has
been demonstrated to be insufficient for the detection of LN micrometastases, which are
frequent in early stages of the disease [9]. In fact, stage II CRC patients are still difficult
to manage, and 10-15% may recur within 5 years of curative-intended surgery [34]. The
latter is attributable to the fact that only a small part of the LN is examined by H&E, which
is the reason for requiring the analysis of a minimum of 12 LNs to ensure a reliable pNO
stage [2]. In the setting of pNO CRC, the presence of LN micrometastases detected by
other methods is known to be related to worse survival rates. Several alternative methods
of LN assessment have proved to be more sensitive than conventional H&E, allowing
for the detection of occult metastases in CRC LNs [9]. Among them, some authors have
included both half parts of the LNs in the paraffin block, performing serial H&E sections,
or alternating consecutive H&E sections and cytokeratin IHC stains, as it is conducted
with sentinel LNs. Other studies have considered the OSNA molecular assay to detect LN
metastases with good results [14,24,33,35,36]. In CRC, the OSNA assay has demonstrated
its significant superiority to conventional H&E pathology analysis to detect LN metastasis,
with an LN upstaging ranging from 10 to 50% [12,15,24,33,36-39]. In one recent review of
16 studies with OSNA in CRC, the overall diagnostic performance had a specificity of 96.8%,
with a concordance rate of 96.0%, and a negative predictive value of 98.6%, confirming the
utility of this method of LN analysis [40]. Nevertheless, all the studies performed up to date
regarding the analysis of CRC LNs with OSNA, have used one part of the LN for OSNA
analysis and the other part for pN staging by means of FFPE and H&E diagnosis [14,22,33].
In consequence, it cannot be disregarded that the current OSNA results published so far,
may have an inherent tumour allocation bias of the metastases, and thus, also a bias in the
real amount of tumour present in the LNs of CRC. Despite this methodological-related
bias, the results obtained with OSNA LN staging in CRC have been encouraging, being
better than those obtained with H&E. In this regard, Rakislova et al. first observed that
patients with TTL > 7000 copies/pL of CK19 mRNA had an increased recurrence hazard
ratio of 4.3. More recently, a study by Itabashi found that OSNA positivity was related to
recurrence in stage II CRC patients, with significantly lower 3-year DFS rates (p = 0.027).
Archilla et al. validated the latter results and observed that a TTL > 6000 copies/uL was
related to prognosis with poorer DFS and OS. Thus, TTL has proved to be a prognostic
factor related to DFS and OS in CRC [12,15,30]. In addition, the amount of tumour within
the LN, or TTL, is related to the conventional pN stage. Yamamoto observed a progressive
increase of the TTL from pNO to pN2, with 1550 copies/uL for pNO, 24,050 copies/uL for
PN1, and 90,600 copies/pL for pN2 patients [24]. These results were endorsed by Archilla
et al. with similar TTL values, i.e., 1775 copies/pL in pNO, 49,413 copies/uL in pN1, and
95,000 copies/pL in pN2 cases [15]. In the present study, we also observed that the TTL
significantly increased as it increased the pN stage obtained by both cytology and H&E,
being under 500 copies/pL for pNO, under 50,000 copies/puL for pN1, and between 110,000
and 144,000 copies/ puL for pN2.
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In this study, we observed that LN positivity obtained by any of the three methods
of LN analysis was related to worse DFS and OS. Thus, it is advisable to use methods
with a high positive detection rate to be able to identify all possible patients with worse
outcomes. In addition, there is still an unmet need for a more accurate assessment of LNs
in CRC [9]. Importantly, in breast carcinoma, LN analysis with OSNA is performed by
using the entire LN tissue, having the TTL both predictive and prognostic values [21,41,42].
LN cytology analysis would not only allow giving an accurate pN stage of CRC patients,
but also would enable to use of the whole LN tissue for OSNA analysis, as it is performed
in breast carcinoma, and provide complete information of the real tumour burden present
within the LN compartment of CRC patients. An alternative new approach to H&E LN
analysis should be considered in CRC for an enhanced detection of LN metastases, which
would enable direct therapeutic decisions and better patient management [12,15].

We performed this large multicentre cohort study to go one stage forward in the CRC
LN stage. It represents an intermediate step to using the whole LN for the OSNA assay
as it is performed in breast carcinoma. To reach this goal, we analysed CRC LNs by three
methods, cytology smears, H&E and OSNA, and compared the pN stage obtained with
cytology with the conventional pN stage resulting from H&E, as well as with the OSNA
TTL values. We have demonstrated with good results the use of cytology smears as an
improved alternative method of the pN stage. Cytology pN stage could be used instead
of the conventional pN H&E stage to guide the oncologist in early stages of CRC, as an
intermediate step before the use of LN molecular analysis. The next step should be to
perform a large study in which the pN stage would be obtained only using cytology smears,
plus the analysis of the whole LN with the OSNA assay. The combination of LN cytology
smears and the OSNA assay performed on the entire LN tissue would allow to obtain more
reliable data of the LN status in CRC.

A limitation of our study is the inevitable tumour allocation bias, since two parts
of the LN were used for the different determinations. Nevertheless, the conventional
LN assessment by H&E is far more questionable regarding its reliability to diagnose
micrometastases, as only 2-5 microns of the LN tissue are analysed with H&E, and the
rest of the LN is either left in the paraffin block or in the formalin. Another limitation is
the assessment of the size of LN metastases by cytology smears [43]. Nevertheless, the
size of LN metastases in CRC is not as determinant as it is in breast carcinoma since the
lymphadenectomy is performed with the colorectal surgical procedure.

Our results have shown that LN cytology smears are a feasible method for pN stag-
ing in CRC, which allows us to integrate the OSNA assay into daily practice pathologi-
cal diagnosis of early-stage CRC. This procedure would allow for the preservation of a
morphology-based pN stage performed with the use of cytology smears, i.e., the number
of positive LNs, which meet the current pN stage guidelines, and proceed with the entire
molecular LNs analysis.

5. Conclusions

We conclude that cytology-based LN analysis not only enables the performance of
the pN stage in CRC but is more accurate and sensitive than H&E to detect LN metastases.
It results to have a higher positive patient detection rate than H&E, being comparable to
highly sensitive LN molecular analysis. It is a very promising approach and a possible
alternative to the conventional pathological pN stage. Using cytology pN stage would
enable to use of the whole LN tissue for molecular analysis, which could help to better
stage and detect CRC patients at risk of recurrence.
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DISCUSION GENERAL

El manejo terapéutico del cancer colorrectal (CCR) en estadio II (T3-T4 NO)
plantea un dilema clinico debido a la falta de suficiente evidencia cientifica
que respalde la implementacion rutinaria de quimioterapia adyuvante. Esto
es debido a que no se ha demostrado el beneficio de la misma, a los riesgos de
toxicidad asociada y en menor medida a los considerables costes de este
enfoque terapéutico. Sin embargo, es importante senalar que la quimioterapia
adyuvante ha demostrado ser efectiva y esta indicada en pacientes en estadio
IIT de la enfermedad, es decir, en pacientes que presentan ganglios linfaticos

positivos.

Aunque persiste la controversia en cuanto al tratamiento en etapas
tempranas, el impacto positivo de la quimioterapia adyuvante en estadios mas
avanzados proporciona una base soélida para considerar su empleo en un
grupo selecto de pacientes con ganglios negativos, pero con alto riesgo de
recidiva, siendo especialmente relevante en estadio IIB (T4 NO). No obstante,
esta consideracion se basa en el analisis de los ganglios linfaticos con el
procedimiento convencional, utilizando HE, que puede resultar en falsos pNO
en fases iniciales de la enfermedad, debido a que las metastasis a ganglios
linfaticos son de pequeno tamano. Por ello, la decision de administrar terapia
adyuvante sigue siendo arbitraria, basada en probabilidades de riesgo, y no
en el analisis completo del ganglio linfatico con técnicas mas sensibles, como
un analisis molecular, tal como se realiza en los ganglios linfaticos centinela

de las pacientes con cancer de mama.

El estadiaje ganglionar del CCR convencional se realiza con el analisis de
secciones histologicas de los GLs tenidas con HE. La OMS requiere el estudio
de un minimo de 12 GLs para asegurar un verdadero estadio pNO, debido a

que con HE se estudia Gnicamente una o varios cortes centrales de los GLs,
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quedando gran parte del material ganglionar por analizar, por lo que su

sensibilidad es baja.

Los programas de cribado de CCR han creado un nuevo escenario
clinicopatologico con dos consecuencias importantes: primero, la reduccion
de la tasa de mortalidad por CCR, y segundo, un incremento en la deteccion
de CCR en estadios precoces de la enfermedad, lo que conlleva a que se
diagnostican un gran numero de pacientes potencialmente curables. Asi, el
70% de los CCR que se diagnostican en el contexto de programas de cribado
estan en estadios I-II (T1-4 NO). Una de las limitaciones del estadiaje pN con
HE de los CCR en estadios precoces es la evidencia de su baja sensibilidad
para una correcta estadificacion ganglionar. Ello conlleva a la falta de una
base convincente que permita asegurar la curacion tras reseccion quirurgica
o el beneficio de la quimioterapia sobre la supervivencia en pacientes con
factores histologicos de riesgo de progresion. Por ello, los pacientes con CCR
en estadio II siguen siendo un desafio importante en la practica clinica. En
consecuencia, nos planteamos mejorar el estadiaje histopatologico de los
ganglios linfaticos para poder dar respuesta a esta nueva ecuacion y poder
asegurar que aquellos pacientes con estudio ganglionar por OSNA que tengan
cargas tumorales bajas se asocian con una ausencia total de recurrencias,

lo que sugiere que los valores de la CTT de OSNA tienen un alto valor predictivo

para la ausencia de recurrencias.

La utilizacion de métodos moleculares para el estadiaje ganglionar ha
evolucionado desde el uso de metodologias complejas, costosas y de dificil
implementacion en la practica clinica, hasta la técnica de OSNA (One-Step
Nucleic Acid Amplification), que es un método estandarizado, automatizado,
rapido y de facil incorporacion en la rutina clinica diaria. Se trata de una
metodologia basada en RT-PCR que utiliza la RT-LAMP (Reverse Transcription
Loop-Mediated Isothermal Amplification), con resultados cuantitativos de la

cantidad de copias de mRNA de CK19 presentes en los GLs de las piezas de
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reseccion quirurgica de CCR. La CTT se correlaciona con la cantidad de células
tumorales presentes en los ganglios linfaticos. Asi, inicialmente, cuando se
validaron los resultados de OSNA en carcinoma de mama y colon, se establecio
una relacion entre la CTT y el tamano de las metastasis, siendo <250 copias
mRNA CK19/uL un resultado negativo, entre 250 y 5000 copias mRNA
CK19/uL correspondia a micrometastasis y >5000 copias mRNA CK19/uL
correspondia a macrometastasis. Posteriormente, se objetivd tanto en
carcinoma de mama como en colon, que esta correlacion no se correspondia

con la realidad clinica de los pacientes.

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 CCR in situ, como demostréo nuestro grupo,
donde los valores de CTT por debajo de 6.000 copias/pL no tuvieron
significacion clinica. Sugirieron que estos valores de CTT podrian representar

la presencia de células tumorales aisladas en GLs de CRC in situ (65).

Los resultados del analisis ganglionar por OSNA han demostrado ser mas
sensibles que la HE, tanto en carcinoma de mama como en el CCR. Asi, en el
carcinoma de mama, el estudio del ganglio linfatico centinela con la técnica
OSNA ha facilitado el analisis intraoperatorio del GL, con lo que se consigue
evitar segundas cirugias, disminuyendo de esta manera ademas el numero de
complicaciones asociadas y permite un inicio mas rapido de las terapias

adyuvantes en la mayoria de los pacientes.

También se han evidenciado en otros estudios realizados para establecer la
estadificacion ganglionar del cancer de mama mediante la técnica de OSNA
valores predictivos y pronodsticos después de la realizacion de terapias

sistémicas neoadyuvantes, algo que en un principio no se realizaba de manera
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rutinaria. Esto permitio clasificar a las pacientes en diferentes grados de riesgo
de recurrencia de la enfermedad y de supervivencia libre de enfermedad segun

los valores de la CTT, independientemente de otros factores de riesgo.

Asi, otros estudios en cancer de mama donde se realizo el analisis de los GLs
mediante técnica de OSNA, se demostrd el valor pronostico y predictivo de
recidiva sobreanadida a la CTT en estas pacientes, donde valores de CTT
>25,000 copias/pL incrementaban considerablemente el riesgo de recurrencia
de la enfermedad. Con estos resultados se acentua el importante valor del
analisis ganglionar mediante OSNA aun después de la primera linea de

tratamiento sistémico.

En CCR se ha demostrado en publicaciones europeas de nuestro grupo y
otros, y en publicaciones japonesas que el estudio de los GLs con OSNA
consigue un mejor estadiaje ganglionar de los pacientes con CCR. Asi, en
comparacion con otras técnicas diagnosticas se ha demostrado que la CCT
detecta los GLs positivos y se relaciona con mayor riesgo de recurrencia de la
enfermedad. Ademas, hemos demostrado que la CCT tiene valor pronoéstico y
se asocia a peor supervivencia global y libre de enfermedad cuando las CTT
son superiores a 6.000 copias mRNA CK19/uL. También hemos observado
que es una técnica util para establecer un seguimiento mas estrecho o incluso

tratar a aquellos pacientes con CCR pT1 y CTT altas (66).

El primer trabajo de la presente tesis doctoral, "Budget Impact Analysis of
Molecular Lymph Node Staging Versus Conventional Histopathology Staging
in Colorectal Carcinoma" es un estudio sobre el impacto econoémico que
representaria la utilizacion de la técnica de OSNA para el estadiaje ganglionar
en CCR en estadio II, en lugar del analisis convencional de los ganglios

linfaticos con HE.
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Demuestra que el hecho de invertir mas la etapa inicial del diagnostico,
realizando el analisis de los GLs con OSNA en lugar del método de estadiaje
convencional con HE, no Unicamente tiene un impacto econémico positivo
para el SNS, sino que se demuestra un ahorro excepcional del coste global de
un paciente con CCR, superando el 85% de costes. El hecho es que la técnica
de OSNA tiene un valor predictivo negativo del 98%, por lo que aquellos
pacientes con ganglios negativos analizados con OSNA serian negativos
verdaderos y podrian beneficiarse de menos pruebas durante los anos de

seguimiento, dado que se considerarian curados.

Un aspecto significativo de la técnica OSNA radica en su alta sensibilidad para
la deteccion de la presencia de células tumorales en los ganglios linfaticos, por
lo que nuestros resultados proporcionan una valiosa evidencia sobre la
utilidad del analisis de los GLs con OSNA para el estadiaje ganglionar de
pacientes con CCR precoz. Por ello, deberia considerarse en el contexto de
cribado poblacional de CCR. Esta técnica es capaz de detectar la presencia de
celularidad tumoral en GLs que podria pasar desapercibida con HE. En
consecuencia, se logra una estadificacion mas precisa de los pacientes,
permitiendo la identificacion de aquellos que podrian beneficiarse de
tratamiento adyuvante tras la cirugia, lo que a su vez brinda una oportunidad
unica de disminuir considerablemente la capacidad de progresion de la
enfermedad, mejorando la posibilidad de curacion y reduciendo el riesgo de

recidiva.

El estudio destaca como OSNA permite el tratamiento oportuno de pacientes
en estadios tempranos, un beneficio que no se logra con el método
convencional de estadiaje ganglionar con HE. Los pacientes con GLs positivos
que no serian detectados con el analisis con HE perderian la oportunidad de
recibir terapia adyuvante, pudiendo evolucionar posteriormente con recidivas
o metastasis a distancia. Esto ultimo no solo tienen un impacto pronéstico

negativo para los pacientes, sino que también resulta en reintervenciones y
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tratamientos oncolégicos a mediano plazo, con un incremento del gasto
sanitario y una carga economica adicional para el Sistema Nacional de Salud

espanol.

Considerando los costes de los recursos utilizados en el seguimiento de los
pacientes con CCR, incluyendo visitas médicas, analiticas con deteccion de
CEA, pruebas de imagen (TAC), colonoscopias regladas y tratamientos
administrados durante un seguimiento estandar de 5 anos, representa una

cuantia considerable en euros.

La posibilidad de obtener un estadiaje ganglionar fiable y preciso de los
pacientes con CCR en estadios precoces, utilizando un método en el que los
pacientes en estadio pNO serian reales, se podria transformar la calidad y
cantidad del seguimiento de estos pacientes, y enfocar una monitorizacion
mas intensiva en aquellos pacientes con GLs positivos y que verdaderamente
requieren una monitorizacion mas estrecha. Todo ello conllevaria una
reduccion substancial de los costes asociados al seguimiento de los pacientes
con CCR. Con este estudio hemos demostrado que en caso de la utilizacion de
la técnica OSNA, se podria disminuir considerablemente la carga monetaria

al Sistema Nacional de Salud espanol.

De esta manera, nuestra propuesta no solo se alinea con la busqueda de
métodos eficaces y practicos, sino que también sienta las bases para una
atencion meédica mas dirigida y economicamente eficiente. En un entorno
donde los recursos son limitados, el enfoque en la sensibilidad y la estrategia
de seguimiento personalizado podria marcar una diferencia fundamental en
la calidad de vida de los pacientes y una mejoria en la administracion de los

recursos sanitarios disponibles.

En resumen, el analisis de costes realizado en este estudio respalda

firmemente la implementacion de OSNA en el estadiaje de GLs en pacientes
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con carcinoma colorrectal en estadios precoces. Esta técnica no solo mejora
la precision en la estadificacion de los pacientes, lo que es una ventaja para
los mismos y un incremento en la calidad asistencial, sino que también
conlleva ahorros economicos en los primeros anos de seguimiento para el
Sistema Nacional de Salud espanol. Ademas, lo que es aun mas importante,
es que ofrece una oportunidad valiosa para el tratamiento temprano de
pacientes con ganglios linfaticos positivos (verdaderos estadios III) que no
serian detectados con HE, contribuyendo a un manejo mas efectivo del

paciente.

En conclusion, la inversion en diagnostico y estadiaje es coste-efectiva y
representa un beneficio para el paciente, ofreciéndole el tratamiento y
seguimiento mas adecuado, incrementa la calidad asistencial, a la vez que
hemos demostrado que es un beneficio econémico para el Sistema Nacional

de Salud espanol.

El segundo trabajo de la presente tesis doctoral “Cytology smears: An
enhanced alternative method for colorectal cancer pN stage. A multicentre
study”, se basa en una estrategia innovadora para demostrar la no inferioridad
del estadiaje pN utilizando extensiones citologicas de los GLs, respecto al
estadiaje pN obtenido con HE. Este estudio representa un paso previo al
objetivo final del estadiaje ganglionar del CCR con OSNA, que es el de poder
utilizar todo el ganglio linfatico para el analisis molecular mediante la técnica
de OSNA, sin sacrificar el estadiaje convencional pN realizado con HE. Para
ello, realizamos extensiones citologicas de los GLs en fresco de CCR, con

posterior tincion inmunocitoquimica para CK19.

El estudio de las improntas citologicas de los GLs de pacientes con CCR,
mediante el analisis por OSNA, destaca por ser el mas extenso realizado hasta

la fecha. Se trata de un estudio observacional, prospectivo y multicéntrico, en
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el cual evaluamos la capacidad de estadiaje de los GLs (pN) utilizando el

analisis de improntas citologicas de GLs inmunotenidas con CK19.

En nuestro estudio no se utilizo todo el ganglio para el analisis con OSNA,
dado que el principal objetivo del proyecto era determinar si se podia
establecer el estadio pN utilizando extensiones citologicas de los GLs. Se
compararon los resultados del estadiaje pN obtenidos de las improntas
citolégicas con los resultados del estadiaje pN estandar con HE, asi como con

los valores de la carga tumoral total obtenidos con OSNA.

Este estudio incorpora un enfoque integral y compara las tres técnicas
distintas de estadiaje ganglionar en CCR (improntas citologicas
inmunotenidas con CK19, HE y OSNA), lo que representa un paso intermedio,
previo al uso de todo el GL para el estadiaje molecular mediante la técnica de

OSNA.

Demostramos de manera convincente la capacidad de realizar el estadiaje pN
en todos los pacientes con CCR mediante el analisis de improntas citologicas
inmunotenidas con CK19. Esto permitiria en un futuro utilizar todo el GL para
el analisis molecular con OSNA. De esta manera se obtendrian ambos, el
estadio pN y el resultado de OSNA en forma de carga tumoral total, definida
como la cantidad de copias de ARNm de CK19 tumoral presente en todos los

ganglios linfaticos de un paciente dado.

Ademas, demostramos que la citologia detectaba un mayor numero de
ganglios linfaticos positivos que la HE, revelando la superioridad de la citologia
sobre la HE para detectar la presencia de células tumorales en los GLs. De
hecho, observamos que la citologia tiene una tasa de deteccion de GLs

positivos comparable al OSNA.
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Este hallazgo es especialmente prometedor ya que el uso de improntas
citologicas permite obtener un estadio pN mas preciso que la HE y posibilita
un manejo terapéutico mas eficaz y personalizado para estos pacientes. Asi,
el estudio con extensiones citolégicas de los GLs puede sustituir la evaluacion
de la HE y ser utilizado como método morfologico alternativo para obtener el
estadio pN. Ademas, esta técnica tiene el potencial adicional de facilitar la
utilizacion completa del ganglio linfatico para su analisis con OSNA, y asi
obtendriamos el valor real de la CTT de los pacientes con CCR para asi poder
obtener un punto de corte con significado clinico y conseguir un mejor manejo

terapéutico personalizado.

La inclusion de OSNA como método de referencia en este estudio es crucial,
al ser altamente sensible para detectar celularidad tumoral en los GLs y
mejorar la estadificacion ganglionar de los pacientes con CCR. En caso de
positividad, se puede utilizar el tubo de PCR de back-up del estudio ganglionar
con OSNA para futuras determinaciones moleculares, lo que puede ser de gran
utilidad en la identificacion de marcadores especificos de aquella fraccion del

tumor que ha metastatizado a los GLs.

Estos resultados adquieren gran relevancia, ya que nos capacita para integrar
de manera efectiva el analisis molecular OSNA en la practica diagnéstica de
CCR en etapas tempranas. Mediante este procedimiento, se logra un equilibrio
optimo entre el estudio morfologico tradicional y la aplicacion de tecnologias
avanzadas. Esto, a su vez, puede resultar en una mejora en los resultados

clinicos y una mayor eficacia en la lucha contra el CCR.

Este proceso de analisis aporta un valor significativo al permitir la
conservacion del enfoque morfologico a través del uso de extensiones
citologicas. Es decir, se realiza el calculo preciso del numero total de GLs
positivos, lo cual se ajusta a las directrices actuales para el adecuado estadiaje

ganglionar en el contexto del cribado poblacional de CCR. En este sentido, no
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solo se preserva la informacion morfolégica esencial para la evaluacion del
estadio, sino que también se facilita la preparacion del GL para el analisis

molecular mediante OSNA.

Una de las limitaciones de nuestro estudio es que hemos utilizado inicamente
parte del GL para analisis con OSNA. Es necesaria la realizacion de estudios
en los que se utilice el GL completo para analisis molecular, y poder asi
determinar de forma mas fiable el calculo de la carga tumoral total que pueda
correlacionarse con el seguimiento de los pacientes, y de esta manera obtener
resultados pronosticos mas ajustados a cada paciente. No debemos olvidar los
estudios previos de nuestro grupo en los que hemos demostrado que la CTT
ganglionar se correlaciona con los factores clinicopatologicos clasicos de riesgo
en CCR, ademas de posicionarla como un factor pronostico en estadios

precoces de la enfermedad.

En conjunto, nuestros estudios representan una contribuciéon importante al
campo del estadiaje ganglionar en CCR, no solo debido a su tamano y alcance
multicéntrico, sino también por la rigurosidad metodologica en la realizacion
y comparacion de estas técnicas. Los resultados de esta investigacion ofrecen
informacion valiosa que puede tener implicaciones significativas en la practica
clinica, al proporcionar una base solida para la seleccion de la técnica de
estadiaje mas adecuada, con consideraciones tanto de sensibilidad como de

eficiencia.
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CONCLUSIONES

1. El analisis de los ganglios linfaticos con OSNA es mas sensible que la
técnica HE convencional para la deteccion de ganglios linfaticos

positivos.

2. El analisis de los ganglios linfaticos con OSNA en CCR en estadios

precoces representa una mejora en la calidad diagnostica y asistencial.

3. La introduccion del OSNA en la practica clinica diaria del analisis de los
GLs de pacientes con CCR en estadio II representa un beneficio para el
paciente, ya que permite una estadificacion ganglionar mas precisa y

un tratamiento mas adecuado.

4. La introduccion del OSNA en el analisis de los GLs en pacientes con
CCR en estadio II representa un beneficio econéomico para el Sistema

Nacional de Salud espanol.

5. Se puede obtener el estadio pN mediante extensiones citologicas
inmunotenidas con CK19, lo que permite una adecuada estadificacion

ganglionar de los pacientes con CCR.

6. Las extensiones citologicas de los ganglios linfaticos son mas sensibles

que la HE para detectar células tumorales

7. La sensibilidad de las extensiones citologicas para detectar células
tumorales en los ganglios linfaticos de CCR es similar a la del método

OSNA.

8. El estadiaje pN con extensiones citologicas permitira obtener el estadio
pN y a la vez realizar el analisis completo de los ganglios linfaticos por
OSNA
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9. El analisis del ganglio completo por OSNA permitira establecer valores
pronosticos de la carga tumoral total en pacientes con CCR en estadios

iniciales.
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