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Resumen ejecutivo

ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

La evaluacion de los ganglios axilares en pacientes con cdncer de mama se
utiliza como método para detectar la propagacion de las células tumorales por
los vasos linfaticos y se ha convertido en uno de los principales pardmetros en
la prognosis de mujeres con cancer de mama. En los dltimos afios, se ha
propuesto el andlisis del denominado ganglio centinela para detectar la
propagacion del céncer al sistema linfatico. El ganglio centinela es el primer
ganglio de la ruta de drenaje desde la mama a la cadena ganglionar axilar.
Para el andlisis del estado del ganglio centinela, la técnica diagndstica
considerada hasta el momento como prueba de referencia, es el andlisis
inmuno-histopatoldgico, proceso laborioso que se realiza de manera
postoperatoria. Se han desarrollado técnicas intraoperatorias para la
valoraciéon del estado del ganglio centinela con el fin de elegir durante la
intervencién el procedimiento de cirugia mas adecuado y evitar posteriores
intervenciones. Las pruebas intraoperatorias disponibles hasta el momento
son la impronta celular y la histologia de secciones congeladas del ganglio. En
estas dos pruebas, los resultados dependen de la pericia del técnico que
procesa la muestra y de la experiencia del patSlogo que interpreta los
resultados. En los udltimos afios, el desarrollo de las técnicas moleculares ha
permitido la aparicién de otras pruebas intraoperatorias para detectar aquellos
genes que se expresan en tejido mamario neopldsico pero no en tejido sano.
La técnica molecular OSNA amplifica a tiempo real el ARNm de la
proteina citoqueratina 19 (CK19) (marcador especifico de células tumorales)
por un procedimiento isotérmico a 65°C, especifico y sensible denominado
RT-LAMP (Reverse Transcription Loop-Mediated Isothermal Amplification).

OBJETIVOS

Valorar la eficacia y la relacion coste-efectividad de la prueba intraoperatoria
one-step nucleic acid amplification (OSNA) frente a las técnicas convencionales
(postoperatorias e intraoperatorias) en la deteccion de metéstasis en el ganglio
centinela en pacientes con cdncer de mama.

METODOLOGIA

Se ha llevado a cabo una revisién sistematica de la literatura sobre la
eficacia de la prueba molecular OSNA frente a las pruebas alternativas en
la deteccion de metastasis en el ganglio centinela en pacientes con cancer
de mama. Para ello, se han consultado las bases de datos del CRD (Centre
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for Reviews and Dissemination), la biblioteca Cochrane y TEC (Technology
Evaluation Center). Se ha realizado una bisqueda de estudios primarios en las
bases de referenciales MEDLINE (incluido Pre-MEDLINE mediante OVID)
y EMBASE hasta julio del 2011. Esta bisqueda se ha complementado con
consultas a las bases de datos Clinical Evidence, UpToDate, NICE (National
Institute for Health and Clinical Excellence), CADTH (Canadian Agency for
Drugs and Technologies in Health), ECRI, HAYES y a las paginas web
concernientes a los ensayos clinicos en curso (Clinicaltrials.gov, UK National
Research Register), Current Controlled Trial y el registro del ICTRP
(International Clinical Trials Registry Platform Search Portal, WHO). Se ha
realizado una lectura critica por pares de los articulos seleccionados, con el fin
de identificar los problemas metodolégicos que pudieran influir en la validez
interna y externa de los estudios; y valorar asi, la calidad de la evidencia
cientifica disponible. Las busquedas se adaptaron para la localizacién de
estudios de evaluacion econémica mediante la aplicacion de filtros especificos
para las bases de datos MEDLINE y EMBASE.

RESULTADOS

Se han localizado 11 estudios en los que se valora la eficacia de la prueba
intraoperatoria OSNA frente a la prueba inmuno-histopatoldgica postoperatoria,
considerada hasta el momento como la prueba de referencia (gold standard)
y frente a las pruebas intraoperatorias que se usan en la actualidad como son
la citologia por impronta celular del ganglio centinela y la tincién de
secciones congeladas del mismo.

Los estudios presentaban problemas de validez interna y externa,
siendo en todos ellos el mayor problema el sesgo de muestreo del
ganglio. Los 11 estudios muestran una alta concordancia entre la prueba
OSNA vy la prueba de referencia, mostrando un rango comprendido entre
91,7-98,2% en ganglios y 93-93,5% en pacientes. Las discrepancias
encontradas entre la prueba OSNA y la de referencia fueron analizadas
mediante pruebas moleculares adicionales (QRT-PCR y Western Blot) con
el objetivo de detectar posibles problemas de muestreo. Segtn los datos
aportados por los estudios incluidos en este informe, la sensibilidad
estimada de la prueba molecular estd comprendida en un rango entre
77,5-98,1% en ganglios y 77,8-80% en pacientes, y una especificidad
entre 89-98,5% en ganglios y 96,3-97,2% en pacientes, frente al patrén de
referencia, aumentando dichos parametros al analizar las discrepancias.

La prueba OSNA mostré una mayor sensibilidad y una especificidad
similar a la mostrada por la impronta celular y detecté mdas casos de
metdstasis en el ganglio centinela que la histologia de secciones congeladas,
especialmente en casos de micrometdstasis.
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Ademas, el tiempo en la realizaciéon de la prueba OSNA para 1 ganglio
oscilé entre 32-35,2 minutos, aunque existen pequefias diferencias en la
acepcion que cada estudio recogié como resultado.

De la literatura s6lo un estudio de evaluacién econdmica sobre
OSNA cumplié los criterios de inclusion. Dicho trabajo presentaba
informacién a favor de la utilizacion de la prueba OSNA frente a la biopsia
del ganglio centinela pues se obtenian ahorros de 439,67 € por intervencion.
Los resultados del andlisis coste-efectividad propio presentaron unas
cifras medias de la ratio coste-efectividad incremental de OSNA frente a
histopatologia de 35.537 € por caso positivo detectado. El resultado de los
81 escenarios del andlisis de sensibilidad ofrecieron unas ratios en el rango
de valores de -6.943 € a 83.429,10 € por caso positivo detectado.

CONCLUSIONES

e La técnica molecular intraoperatoria OSNA presenta una alta
concordancia, sensibilidad y especificidad frente al andlisis histopatoldgico
post-operatorio considerado el patrén de referencia.

e Presenta mayor sensibilidad que las pruebas intraoperatorias
convencionales de impronta y tincidon de cortes congelados.

e No se conoce la utilidad clinica y por lo tanto el beneficio en salud
de la prueba OSNA. Son necesarios estudios prospectivos para
determinar si esta nueva prueba realmente ayuda al prondstico de
los pacientes con cidncer de mama.

e Con la limitada informacién sobre eficiencia econdémica disponible y
las estimaciones realizadas, la prueba OSNA podria ser considerada
una alternativa al andlisis histopatoldgico que ahorraria costes, si bien
presenta menor capacidad diagndstica.
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Executive summary

BACKGROUND AND JUSTIFICATION

The assessment of the axillary lymph nodes in breast cancer patients is used
as a method to detect the spread of the tumour cells through the lymphatic
vessels and it has become one of the main parameters in the prognosis of
women with breast cancer. In recent years, sentinel node analysis has been
proposed to detect the spread of cancer to the lymphatic system. The
sentinel node is the first lymph node in the drainage route from the breast to
the axillary lymph node chain. For the analysis of the condition of the
sentinel node, the diagnostic technique currently considered as the gold-
standard is the immuno-histopathological analysis, a laborious process that is
performed post-operatively. The intraoperative tests available to date are
imprint cytology and the staining of frozen sections of the lymph node. In
these two tests, the results depend on the skill of the technician who
processes the sample and on the experience of the pathologist who interprets
the results. In recent years, the development of molecular techniques has
allowed the emergence of other intraoperative tests to detect those genes
that are expressed in neoplastic breast tissue but not in healthy tissue. The
one-step nucleic acid amplification (OSNA) molecular technique involves a
real-time amplification of the mRNA of CK19 (specific marker of tumour cells)
by a specific and sensitive isothermal procedure at 65°C, called RT-LAMP
(Reverse Transcription — Loop Mediated Isothermal Amplification).

OBJECTIVES

To assess the efficacy and the cost-effectiveness of OSNA intraoperative test
compared to conventional techniques (intraoperative and postoperative) in
the detection of metastasis in the sentinel node in breast cancer patients.

METHODOLOGY

A systematic review of the literature was carried out on the efficacy of the
OSNA molecular test versus alternative tests in the detection of metastasis
in the sentinel lymph node in patients with breast cancer. For this purpose,
the CRD database (Centre for Reviews and Dissemination), the Cochrane
Library and TEC (Technology Evaluation Center) database were consulted.
A search of primary studies was made in the reference databases of
MEDLINE (including Pre-MEDLINE via OVID) and EMBASE up to
July 2011. This search was complemented with searches in the databases:
Clinical Evidence database, UpToDate, NICE (National Institute for
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Health and Clinical Excellence), CADTH (Canadian Agency for Drugs
and Technologies in Health), ECRI, Hayes and ongoing clinical trials
websites [Clinicaltrials.gov, UK National Research Register, Current
Controlled Trials and ICTRP (International Clinical Trials Registry
Platform Search Portal, WHO)]. A peer critical reading was made of the
selected articles to identify the methodological problems that could affect
the internal and external validity of the studies, and thus assess the quality
of the scientific evidence. Search was structured in order to find articles
with economic evaluation criteria by applying specific filters to the
MEDLINE and EMBASE database.

RESULTS

The literature search identified 11 relevant studies which assessed the
efficacy of intraoperative OSNA test against the immuno-histopathological
postoperative test, currently considered the gold standard, and against
intraoperative testing as imprint cytology and staining of frozen sections of
sentinel node. The studies presented internal and external validity
problems, the major problem of all of them were the sampling bias of the
lymph node. The 11 studies showed a high agreement between OSNA test
and the reference test, showing a range from 91.7 to 98.2% in nodes and a
range from 93 to 93.5% in patients. The discrepancies found between the
gold standard test and OSNA assay were analyzed by additional molecular
tests (QRT-PCR and Western Blot) in order to confirm the results and
thus to detect possible sampling problems.

According to data provided by the studies included in this report, the
OSNA sensitivity was within a range between 77.5-98.1% (nodes) and
77.8-80.0% (patients) and OSNA specificity was 89.0-98.5% (nodes) and
96.3-97.2% (patients).

OSNA assay showed higher sensitivity and similar specificity than the
imprint cytology and OSNA detected more cases of sentinel node
metastases than frozen section histology, particularly micrometastases.

Furthermore, the time in conducting the OSNA test for 1 node
ranged from 32 to 35.2 minutes.

There was just one economic evaluation study about OSNA that
fulfilled the inclusion criteria. This article presented data that supported
that using the OSNA diagnostic method versus the sentinel node biopsy
would provide savings of € 439.67 per intervention. Our own cost-
effectiveness analysis estimated a mean ICER of € 35,537 for every
positive case detected with OSNA versus histopathology. The results of
the 81 scenarios of the sensitivity analysis offered values that ranged
from € -6,943 to € 83,429.10 for every positive case detected.
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CONCLUSIONS

e The intraoperative OSNA assay presents a high agreement,
sensitivity and specificity regard to the reference postoperative
histopathological analysis.

e The intraoperative OSNA assay presents greater sensitivity than
the conventional intraoperative tests of imprint cytology and
staining of frozen sections.

e The OSNA clinical utility remains to be determined. Prospective
studies would be required to determine their prognostic ability.

e With the limited information about economic efficiency available
and the estimations performed, the OSNA test could be considered
an alternative to histopathological analysis that would save costs,
but it has lower diagnostic ability.
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Introduccidon

La evaluacién de los ganglios axilares en pacientes con cdncer de mama se
utiliza como método para detectar la propagacion de las células
neopldsicas por los vasos linfaticos, que es la via principal de diseminacién
de células tumorales en el cincer de mama. Esta prueba se ha convertido
en uno de los principales pardmetros en la prognosis de mujeres con cancer
de mama'. Por lo tanto, durante la realizacién de la cirugia para el cancer
de mama, se extirpan algunos de los ganglios axilares para su anélisis. El
estado (negativo, es decir la ausencia de micro o macrometéstasis, o
positivo, presencia de aquellas en el tejido) de los ganglios axilares junto
con otros parametros como: el tamafio del tumor, el tipo de tumor (grado
de diferenciacion celular, presencia de receptores hormonales, indice de
proliferacion), HER2, etc, va a determinar el abordaje terapéutico mas
adecuado a adoptar y asimismo, va a permitir clasificar a los pacientes
seglin el nimero de ganglios linfaticos con metdstasis, y asi tendremos
pacientes con ganglios negativos, con 1-3 ganglios positivos o afectados,
con 4-9 ganglios positivos y pacientes con mds de 10 ganglios afectados. La
clasificacién patolégica de los ganglios linfaticos regionales es el factor
prondstico mads importante para el cancer de mama, permitiendo
decisiones sobre la terapia adyuvante?.

La diseccion de los ganglios axilares o linfadenectomia axilar lleva
asociada una morbilidad importante, describiéndose entre los efectos
adversos mas comunes: seromas postquirirgicos, limitaciones de movimiento
del hombro y linfedema en el brazo.

En los dltimos afios, se ha propuesto el andlisis del denominado
ganglio centinela para detectar la propagacion del céncer al sistema
linfatico. El ganglio centinela es el primer ganglio de la cadena ganglionar
axilar de drenaje desde la mama a la axila. Este andlisis permitirfa decidir
durante el procedimiento quirtrgico el realizar o no la linfadenectomia axilar
total. Con lo que la ausencia de ganglios afectados evitaria el vaciamiento
ganglionar axilar, lo que se asociaria a una menor morbilidad.

La ruta de drenaje desde la mama a la axila se identifica mediante
la inyeccion de un trazador (colorante mds un coloide marcado
radioactivamente), de manera que se puede identificar el primer ganglio de
la ruta (ganglio centinela). La biopsia del ganglio centinela se considera
una prueba para valorar la afectacion de los ganglios axilares en cincer de
mama en estadios tempranos y se estd convirtiendo en un procedimiento
quirtdrgico estandar en el tratamiento de estos pacientes!.
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La diseccién del ganglio centinela es una intervencién menos invasiva
que la diseccion total de los ganglios axilares evitando esta dltima en
aquellos casos en los que el anélisis del ganglio sea negativo y reduciendo
el riesgo del paciente. La recurrencia de metastasis en pacientes con los
ganglios axilares negativos tras la biopsia del ganglio centinela se ha
estimado entre el 0,3 y el 0,8%%5.

Para el andlisis del estado del ganglio centinela, la prueba considerada
hasta el momento como prueba de referencia, es el andlisis inmuno-
histopatolégico postoperatorio del tejido ganglionar. Este andlisis consiste
en la inclusién del tejido ganglionar en parafina, y el posterior corte seriado
en secciones finas del tejido que son tefiidos con hematoxilina-eosina (H-E)
y se examinan por microscopia para detectar la presencia o ausencia de
metdéstasis. La limitacion de esta técnica es que del corte seriado de un
ganglio centinela de tamafio medio se obtendria un nimero muy elevado
de secciones que superaria habitualmente las 200 e incluso las 300, lo que
haria inviable el estudio anatomopatoldgico sistematico de los ganglios de
este tipo. Por ello, habitualmente se hacen secciones selectivas de los
fragmentos, lo que puede afiadir un sesgo de seleccién de muestra, sobre
todo en el caso de las micrometdstasis. Los ganglios que no presentan
muestras visuales de metdstasis son evaluados mediante técnicas inmuno-
histoquimicas con anticuerpos especificos para citoqueratina. Todo este
analisis es laborioso y se realiza de manera postoperatoria, lo que conlleva
la necesidad de una reintervencién en el caso que se demuestren metastasis
en el ganglio centinela para realizar la linfadenectomia axilar, lo que
obligaria a un nuevo ingreso con implicacién en la eficiencia clinica, coste
econdmico y, sobre todo, en la respuesta psicoldgica de la paciente®.

La posibilidad de realizar una evaluacién de manera intraoperatoria
del ganglio centinela, permitiria decidir durante la intervencién la necesidad
de realizar la diseccion total de los ganglios axilares, en caso de que se
hubiese detectado una metastasis del tumor en aquél, con lo que se evitaria
la reintervencién de la paciente para proceder al vaciamiento ganglionar
axilar necesario. En los dltimos 15 afios, la evaluacién intraoperatoria del
ganglio centinela se ha establecido como el procedimiento de eleccién para
la cirugia conservadora de ganglios linfaticos axilares, disminuyendo la
morbilidad fisica y psicoldgica en el paciente y evitando los costes de una
linfadenectomia posterior?. Las pruebas intraoperatorias disponibles hasta el
momento son la impronta celular ganglionar y el estudio anatomopatolégico
de secciones congeladas del ganglio centinela. Estas técnicas se realizan en
un periodo corto de tiempo lo que permite al cirujano tomar una decisién
durante el desarrollo de la intervencion. Estas técnicas siempre van
acompafiadas por las técnicas inmuno-histopatolégicas postoperatorias,
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tanto del tejido remanente del ganglio centinela previamente analizado como
del tejido mamario extirpado y del tejido correspondiente al vaciamiento
ganglionar axilar si se hubiera realizado con el fin de confirmar resultados
intraoperatorios. En general, se asume que los resultados intraoperatorios son
provisionales hasta que sean confirmados por los estudios anatomopatolégicos
de todas las piezas quirdrgicas tras la intervencion.

La impronta de tejido ganglionar muestra una sensibilidad del 81%
para macrometastasis (>2 mm) y una sensibilidad sélo del 22% para
micrometdstasis (0,2-2 mm)’. Esta técnica tiene la finalidad de estudiar el
material celular procedente del ganglio centinela en fresco (sin fijar),
que se obtiene mediante la impresién de la huella dejada por cada una
de las caras de las secciones seriadas (de 2-4 mm de grosor) sobre un
portaobjetos, o bien, mediante el frotis o rascado con un portaobjetos de
cada una de las caras de las citadas secciones. Las muestras se fijan en
alcohol o secdndolas “al aire” y se tifien con las técnicas convencionales
(giemsa, hematoxilina-eosina), siendo el giemsa el que menor nimero de
artefactos por deshidratacion celular y pérdida de celularidad produce.
Luego el propio grosor de las secciones ganglionares y los artefactos
producidos durante el proceso de impronta, fijacién y tincién, pueden
generar un sesgo de selecciéon muestral teniendo en cuenta que el didmetro
maximo de una micrometdstasis es menor al limite inferior del grosor de
cada seccién ganglionar. La otra técnica intraoperatoria utilizada es la
congelacién del tejido ganglionar a —20C°, del que se cortan secciones que
son tefiidas in situ con hematoxilina-eosina. Esta técnica presenta un
mayor riesgo de distorsion morfolégica del tejido que cuando se incluye
éste en parafina. El estudio de estas secciones depende de varios factores,
principalmente relacionados con la toma de muestras como puede ser el
grado de seccion del ganglio y el procedimiento de tincién, llegando a
producir alteraciones en los resultados. Esta técnica presenta gran
variabilidad en cuanto a falsos negativos pudiendo variar entre un 5% y
un 52%3; no obstante muestra mayor sensibilidad que la impronta celular
63% (IC 95% de 57-69%)’. La inmunotincién répida de la citoqueratina de
forma intraoperatoria puede mejorar la sensibilidad de estas pruebas, sin
embargo, este test no estd ampliamente disponible®.

Estas dos técnicas intraoperatorias utilizadas de forma convencional
dependen de la pericia del técnico que procesa la muestra y de la
experiencia del patdlogo que interpreta los resultados. Ademas, a pesar de
los esfuerzos, los departamentos de patologia no poseen una normalizacién
adecuada en el procedimiento de evaluacidn de ganglios centinelas. Asi, los
protocolos para el estudio histopatoldgico varian bastante entre diferentes
hospitales, dependiendo de los recursos disponibles y de los patélogos®
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Existe por lo tanto, la necesidad de disponer de un método intraoperatorio
rapido, estandarizado, especifico, sensible, objetivo y reproducible que
aumente los beneficios sobre el paciente al evitar segundas intervenciones;
y que por otra parte, permita reducir los gastos hospitalarios aumentando la
eficiencia de esta intervencion.

En los ultimos afos, el desarrollo de las técnicas moleculares ha
permitido la aparicién de otras pruebas intraoperatorias basadas en la
amplificacién de acidos nucleicos mediante PCR de marcadores de ARNm
especificos de cincer de mama mediante transcriptasa inversa (RT-PCR).
Estas técnicas permiten detectar aquellos genes que se expresan en tejido
mamario tumoral pero no en tejido sano. Estudios realizados para
identificar marcadores especificos de cancer de mama, han mostrado que
la citoqueratina 19 (CK19) es un buen marcador con una sensibilidad del
98,2%1%12, Ademads, Hughes et al. 2006 mostraron que la sensibilidad no
mejoraba cuando se utilizaban los marcadores CK19 mds mamaglobina
comparado con el marcador CK19 sélo.

Hasta el momento, se han descrito dos pruebas moleculares:
GeneSearch™ BLN Assay desarrollado y comercializado por Veridex y
OSNA (One-Step Nucleic Acid Amplification) de la compafifa Sysmex.
Sin embargo, en diciembre de 2009 la empresa que lo comercializaba
GeneSearch™ BLN Assay lo retir6é del mercado americano y europeo, por
ello este informe se centra en el estudio y valoracion de la técnica
molecular OSNA.

La primera prueba consiste en una PCR con transcriptasa inversa a
tiempo real en el que se evalia la presencia de los marcadores de
expresion génica: mamaglobina y citoqueratina 19 (CK19). Esta prueba no
discrimina entre macro y micrometdstasis.

La segunda prueba, OSNA, consiste en una PCR cuantitativa con
transcriptasa inversa. Dicha prueba amplifica a tiempo real el ARNm de la
CK19 por un procedimiento isotérmico a 65°C, especifico y sensible
denominado RT-LAMP (Reverse Transcription Loop-Mediated Isothermal
Amplification). La prueba mide la cantidad de ARNm de la CK19 y lo
correlaciona directamente con el tamafio de la metdstasis. El tiempo de
reaccion es de 16 minutos, con un tiempo total de unos 30 minutos desde la
preparacién del ganglio hasta la obtencién de resultados. Tiene capacidad
para analizar el ganglio completo y es un método semicuantitativo, es
decir, es capaz de discriminar entre:

e macrometastasis (++) :>5.000 copias/ul ARNm CK19.
e micrometdstasis (+): 250-5.000 copias/ul ARNm CK19.
e ausencia de metéstasis (-): <250 copias/ul ARNm CK19.
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Para evitar amplificaciones inespecificas y por consiguiente la
aparicién de falsos positivos, la prueba OSNA utiliza 6 cebadores en lugar
de dos, precipita el ADN gendémico a bajo pH y utiliza una temperatura
de reaccién isotérmica a 65°C. Ademds, esta técnica no requiere la
purificacién previa del ARN.
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Objetivos

e Valorar la eficacia de la prueba intraoperatoria one-step nucleic acid
amplification (OSNA) frente a las técnicas convencionales (postoperatorias
e intraoperatorias) en la deteccion de metéstasis en el ganglio centinela en
pacientes con cancer de mama.

e Valorar la eficiencia econdmica en términos coste-efectividad de la
técnica OSNA en la deteccién de metdstasis en el ganglio centinela en
pacientes con cancer de mama.
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Material y Métodos

Revision de la literatura

Se ha llevado a cabo una revisién sistemética de la literatura sobre la
eficacia de la prueba molecular OSNA frente a las pruebas alternativas
en la deteccién de metdstasis en el ganglio centinela en pacientes con
cancer de mama.

Busqueda bibliografica: bases de datos y
estrategia

Se ha realizado una primera busqueda bibliografica enfocada a identificar
informes de evaluacion de tecnologias sanitarias y revisiones sistemaéticas
que valoraran la eficacia de las pruebas en las bases de datos del CRD
(Centre for Reviews and Dissemination), la biblioteca Cochrane y TEC
(Technology Evaluation Center).

Se ejecuté una busqueda de estudios primarios en las bases
referenciales MEDLINE (incluido Pre-MEDLINE mediante OVID) y
EMBASE, hasta julio del 2011. Las estrategias disefiadas para la busqueda
en MEDLINE y EMBASE se muestran en el Anexo 1.

Estas estrategias se complementaron con consultas a bases de datos
como Clinical Evidence, UpToDate, NICE (National Institute for Health
and Clinical Excellence), CADTH (Canadian Agency for Drugs and
Technologies in Health), ECRI, HAYES y btisqueda manual a través de las
referencias localizadas.

Ademés, la bisqueda se completd con la consulta de las paginas web
concernientes a los ensayos clinicos en curso (Clinicaltrials.gov, UK National
Research Register), Current Controlled Trial y el registro del ICTRP
(International Clinical Trials Registry Platform Search Portal, WHO).

Los criterios de inclusion se establecieron con base en:

¢ Poblacion: Pacientes con cancer de mama susceptibles de tratamiento
quirtdrgico que no hayan recibido quimioterapia neoadyuvante.

o Intervencion: Técnica molecular intraoperatoria OSNA en la
valoracién de ganglios linféticos.

e Comparacion: Técnica histopatoldogica postoperatoria, técnica
intraoperatoria histopatoldgica de secciones congeladas y citologia
por impronta ganglionar.
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¢ Resultados: Concordancia, sensibilidad y especificidad. Reduccion
de reintervenciones de vaciamientos ganglionares (por lo que
disminuirian linfedemas y sus complicaciones), aumento en calidad
de vida, disminucion del tiempo quirdrgico, de tratamientos oncoldgicos
y rehabilitador, de tiempos de hospitalizacién y de consultas de
revision postquirdrgicas.

Se ha realizado una lectura critica por pares de los articulos
seleccionados, con el fin de identificar los problemas metodolégicos que
pudieran influir en la validez interna y externa de los estudios. Para ello se
han utilizado los estdndares establecidos por la guia STARD para pruebas
diagnésticas (Anexo 2).

Se excluyeron las comunicaciones a congresos y publicaciones como
cartas, editoriales, revisiones no sistemdticas y todas aquellas que no
incluyeran estudios originales que aportaran datos de eficacia o validaciéon
de la prueba.

Por ultimo, se ha realizado la extraccidon y resumen de los resultados
descritos en cada estudio.

Valoracién de la eficiencia econdmica

Para analizar la eficiencia econdmica se realiz6 en primer lugar una
revision de la literatura y después un anélisis coste-efectividad.

Para la revision de literatura sobre aspectos econémicos de OSNA se
ejecutd una busqueda estructurada en las bases de datos MEDLINE via
OVID y EMBASE. Se complementé con busqueda en CRD, CEA
Registry y bisqueda manual a través de las referencias localizadas. Las
estrategias de busqueda utilizadas se describen en el Anexo 1 junto con las
relativas a la parte de eficacia y seguridad.

Los criterios de inclusion y exclusion para la seleccion de los estudios
se adaptaron para incluir evaluaciones econémicas (anélisis comparativos
de costes, analisis de minimizacion de costes, analisis coste-efectividad, analisis
coste-utilidad, anélisis coste-beneficio y andlisis de impacto presupuestario)
de la forma descrita a continuacién:

¢ Poblacion: Pacientes con cancer de mama susceptibles de tratamiento
quirdrgico que no hayan recibido quimioterapia neoadyuvante.

o Intervencion: Técnica molecular intraoperatoria OSNA en la
valoracidén de ganglios linfaticos.

e Comparacion: Técnica histopatologica postoperatoria, técnica
intraoperatoria histopatoldgica de secciones congeladas y citologia
por impronta ganglionar.
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¢ Resultados: Costes de las pruebas y complicaciones, coste por caso
detectado, por afio de vida ganado, por afio de vida ajustado por
calidad, medidas de coste beneficio e impacto presupuestario.

Las referencias localizadas se filtraron por titulo y resumen;
posteriormente fueron seleccionadas a texto completo basdndose en los
criterios de seleccion antes definidos.

En el andlisis coste-efectividad de la prueba OSNA se procedid a
comparar este método de diagndstico frente a la histopatologia postoperatoria,
utilizando para ello un anélisis mediante arbol de decisiéon en el que se
determinaban los potenciales beneficios del método intraoperatorio.

El 4rbol representa de forma esquematica las opciones de diagndstico
comparadas de forma que se considera que los pacientes que entran en el
arbol de decision (zona A) pueden ser asignados a histopatologia o bien a
OSNA. Una vez se les asigna una prueba diagndstica, se analiza a cada
paciente y el resultado de la prueba del analisis del ganglio centinela podia
resultar positivo o negativo (zona B), pudiendo ser realmente positivo
(o negativo) o falso positivo (o falso negativo) que se recoge en la zona C
del gréfico. Los verdaderos positivos que exigen vaciamiento axilar
ganglionar estdn determinados, pues, por la sensibilidad de la prueba, ya
sea intraoperatoria o postoperatoria. Son dos, las posibles situaciones
finales (“vaciamiento axilar” o “no requiere tratamiento”) que pueden
darse en cada una de las cuatro ramas del arbol (OSNA con ganglio
positivo o negativo, HIS con ganglio positivo o negativo), como quedan
reflejadas en la Figura 1.

Los porcentajes de ganglios positivos, de rendimiento diagndstico de
cada prueba y de costes se tomaron de la literatura considerando los
estudios incluidos en la presente revision.
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Figura 1. Esquema del modelo de evaluacion
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La medida de efectividad escogida fue la sensibilidad de la prueba basada
en el porcentaje de ganglios positivos considerado y se calcularon las ratios

de coste efectividad incrementales mediante la férmula siguiente:

Se defini6 el caso base con los valores medios de eficacia y costes de
ambas pruebas y se planted la realizacion de andlisis de sensibilidad
deterministicos para crear distintos escenarios combinando los datos de costes

ICER =

Coste  OSNA — Coste  HIS

Eficacia OSNA — Eficacia _HIS

de las pruebas, rendimiento diagnéstico y porcentaje de ganglios positivos.
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Resultados

Eficacia

La estrategia de busqueda realizada en las bases de datos MEDLINE y
EMBASE identific6 un total de 90 referencias diferentes una vez
eliminadas las referencias duplicadas. Tras la lectura de titulo y resumen
de las referencias identificadas, se excluyeron 79 por no cumplir los
criterios de inclusién establecidos (Figura 2). Finalmente, se seleccionaron
11 referencias por aportar informacién relevante sobre el tema.

Figura 2. Diagrama de flujo de la seleccion de los articulos

Articulos obtenidos en la busqueda - i

Duplicados n=11
n=101

Articulos originales
n=90

- Otros temas que no responden n= 56
a la pregunta de investigacion

Jﬁ e -
- Revisiones narrativas n=7

- Abstracts de congresos n=16

Estudios incluidos en la revisiéon
n=11

Los 11 estudios incluidos en el informe valoraban la eficacia de la
prueba intraoperatoria OSNA frente a la prueba inmuno-histopatolédgica
postoperatoria, considerada hasta el momento como la prueba de
referencia (gold standard) y frente a las pruebas intraoperatorias que se
usan en la actualidad como son la citologia por impronta celular del
ganglio centinela y la tincidn de secciones congeladas del mismo (Tabla 1).
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Tabla 1. Estudios incluidos y comparadores utilizados en cada uno de ellos

Estudio Finalidad Comparador
Tsujimoto et al. Validez analitica. Prueba histopatolégica postoperatoria.
12
2007 Validez clinica (estudio multicéntrico).
Visser et al. Validez clinica. Prueba histopatoldgica postoperatoria.
2008"
Schem et al. Validez clinica. Prueba histopatoldgica postoperatoria.
2009"
Tamaki et al. Validez clinica (estudio multicéntrico).  Prueba histopatolégica postoperatoria.
2009

Feldman et al.
2011

Validez clinica (estudio multicéntrico).

Prueba histopatolégica postoperatoria y
citologia por impronta intraoperatoria.

Snook et al. Validez clinica (estudio multicéntrico).  Prueba histopatoldgica postoperatoria.

2011"

Khaddage et al. Validez clinica (estudio multicéntrico).  Prueba histopatolégica postoperatoria.
18

201 Experiencia como uso rutinario.

Bernet et al. Validez clinica (estudio comparativo) y Prueba histopatolégica intraoperatoria

20112 de impacto de las dos estrategias de  de secciones congeladas.

Bernet et al.

diagnostico en la decision clinica o en
el resultado en pacientes. Estudio a
nivel de ganglios.

Validez clinica (estudio multicéntrico).

Prueba histopatoldgica intraoperatoria

2011" de secciones congeladas, citologia por
impronta e histopatologia
postoperatoria.

Choi et al. Validez clinica. Pruebas histopatolégicas

2010% intraoperatoria de secciones
congeladas y postoperatoria.

Osako et al. Validez clinica (estudio comparativo) Prueba histopatolégica intraoperatoria

2011* y de impacto de las dos estrategias de secciones congeladas.

de diagnéstico en la decisién clinica
o en el resultado en pacientes.
Estudio a nivel de pacientes.

La valoracién de la calidad de los estudios se ha recogido en la Tabla 2,
donde se especifican las caracteristicas de cada uno de ellos, que pudieran
afectar a su validez interna. En los trabajos que valoraron la capacidad
diagnéstica realizando las dos pruebas, OSNA e histopatologia a las mismas
muestras o pacientes para su posterior comparacion de los resultados, el
mayor problema fue el sesgo de muestreo; ya que no se puede realizar
ambos andlisis a la misma muestra. Los ganglios son divididos en secciones
diferentes utilizando secciones alternantes para la prueba OSNA vy las otras
secciones para la histopatologia y/o citologia por impronta. Por consiguiente,
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no es posible una comparacién directa entre los resultados de las dos pruebas.
De ahi, que el andlisis de las discrepancias encontradas en cada estudio sea
de gran importancia y los autores las hayan analizado de forma exhaustiva,
intentando dilucidar o demostrar la existencia de sesgo de muestreo. De esta
manera, los estudios de las muestras que presentaban resultados contradictorios
entre la prueba OSNA y la prueba de referencia, se les realizaban otras
pruebas moleculares para evaluar los resultados del OSNA. Estas otras
pruebas eran generalmente estudios de Western Blot para la proteina
CK-19 y estudios de qRT-PCR. Cuando todas las pruebas moleculares
eran coincidentes se consideraba que la discrepancia entre el OSNA y la
prueba referente se debia a sesgo de muestreo debido a la desigual
distribucién de la metdstasis en la muestra. Los estudios estimaban los
parametros de capacidad diagndstica antes y después de analizar los casos
discordantes. Una vez dilucidados los casos de sesgo de muestreo, los
estudios eliminaban esas muestras de la estimacién, lo que en general
aumentaba la sensibilidad de la prueba OSNA.

TECNICAS MOLECULARES EN LA VALORACION DEL GANGLIO CENTINELA 33



'SOpIUB]Co Sope)nsal so| Jeayubew spand [end o] ‘ouanbad se
sejuaioed ap osawinu |8 osad soljfueb ap opeAs|a oJsLINU UN Uezifeuy

"BZUBHUOD 3P SO[BAIB]UI SO| Jep ou [e (pepioloadsa A pepljigisuas)
SopeWwIIse soonsoubelp saoipul SO ap ugisioald | ensanw oN

"HOd-1HO B| OWo9 sajeuoiolpe
seganid seljo opuezijeal ou ‘J0|g UIS)SaA SJUBIPaW SOSED
9 SO| 8p € BZI[BUE O|0S ‘S8JUBPIOTSIP SOSED SO| 8p [eloied sisijeuy

‘SOpe)Nsal So| slusWeloallp Jetedwod
uapand as ou ol|bueb ap sajualalp S8UOID08S 8p asiejel) [e anb
Jeluswod [e ‘peploioadsa A pepljigisuss ap sodlsoubelp saoipul

s0| ou oJad seganud se| 8Jjus BloUBPIOOUOD ap Solep euody
‘(lopeasesqoislul

pepljiqeueA ap obsas A ensanw 06sas) sauoiooes

sajualayip olad oljbueb owsiw |9 uezijeue sobojored sal} SO

'sopeBaod UB)Sa OU S8I0PEN[EAS SOT
"eo|ul|o ZapIfeA

*(D1) eZUBKUOD BpP
SO[eAIB)UI SO| JEP OU [e SOPE}NSal SNs ap uolsioaid e| esysanw oN

"BpIpaW B| 8P JBPUBRISS 10118
|8 UBWIIS® OU ‘SOpe}NSal SO| 8P PEpP!|IqIoNpoIdal Jewiuod
eied uoioeolyljdwe epeo ap SepIpaw SeleA Jezijeal ou |B
‘sopeynsal so| 8p pepljiqionpoidal | 819gos solep uenode oN

"BOI}J|EUE ZOPI[EA

$9|Iq9p sojund

"HOd-1HO A 10]g uis1ssp Jod s8jueploosip sessanw ap sisijeuy

'SOpE}|NSal sns ap epehsd ugioen|eAs eun
uo9 sejusipuadapul sobojored g Jod sepezijeas seoibojojedolsiy seganid

‘ugloe|qod e| 8p SeoIU|O SeolS|eloRIED SB| 9]UsLaASI] 8q1asa(

"elolesadolsod
eibojoredolsiy e| ‘ependspe ejoualsjal ap eganid | uod eredwo)

‘sejaunuag soljbueb so| e sejusipuodsaliod Sojep SO| Opuesisow
‘sale|ixe sol|bueb ap sisijeue so| ap sope}nsal so| ueso|Bsap saloine so7

'sobojored ¢ 1od opezijeas se oljbueb eped ap o0oibojojedolsiy sisijeue |3
‘uoioe|god e| ap SeDIUJ|O SeONISIIaI0.IED SB| 8jUsWBABI] 8guIsad
‘elioresadoisod

eibojojedossiy e| ‘ependspe elous.sal ap eganid e uod eredwo)

sapany sojungd

/8008 [& 18 49SSIA

2,2002 ‘[e 1@ ojowilns ]

olpnis3

SOpIN|oul SOIPNISa SO| ap PEPIED “Z BlqeL

, ESTUDIOS E INVESTIGACION

INFORMES



"XaWSAS UOD s8s8Ia)ul 8P 0JOIUOD JaUd) UBJe|oap Saioine
s0| ap sounBb|y "sojep so| ap sisifeue A sesysanw ap epibooai
€| ® 0Anquiuoo A oipniss |8 gioueul xawsAg esaidws e

‘sisejsejowoloew A oioiw eted eganid e ap pepioyoadse
A pepijiqisuss | Jewnse ojue) o] Jod opusipnd ou ‘YNSO
egenud e| us siselselswoioew A 0101w anus usnbunsip oN

"BOIWINDO}SIY-ouNWUl & UoIoUl}
op sopejnsal uejozaw anb eA ‘sooibojoredolsy sisijeue so| e
0JUBND U BSNJUOD S8 SBJUBPIOISIP SOSBD SO| 8P Ugodiosap e

'S3)UBPI0DSIP
SOSED SO| Bied YO d-1HD OW09 S8|euoIdIpe seganid uezijesl
ou A j0|g uleisap | eled epez||in ejfojopolaw e| uejjelsp oN
*JOpEeAISSgOIBUI

pepijigelea ap obsas Jagey apand A opeoiidu} Jod ugloenjens
eun ajusawieas Aey ou anb o] Jod ‘esisanw BWSIW B] UBNBAD
ou olad sobojoled ¢ uezijeas o] 0o16g|oredolsly sisiieue |3
‘el}sanw ap obsas |8 alsisiad

‘oaJisenw ap sews|qoid so| Jejosu0d Jeyusiul ap Jesad v

'WYNSO egenud e| ap sjueolqe; ‘xawsAg Jod opeloueuly
any anb eA ‘sasaisiul 8p 0301U09 Jaud} elpod olpnisa |3

'seJ}sanw Se| 9p UoIous}go ap [eJodwa} ooedsa [ uabooal oN
‘00160]03edO)S1y SIsifeue |9

us uauainBlul anb sobojoyed ap osswNU [ elousIsjal UsdeY ON
'SOPE)NSaJ SO| 8P UQISIoaId B 820UOISSP 8S

anb o] Jod ‘saiopewiise so| ep BzuelUOD ap sojeAlsiul eLode ON
"eolBojolsIy B| B 8jusIalp S8 YNSO [ep

opes|| |9 eled Bpez||in ugIoo8s B "YNSO [8p 0aJisenwl ap obsas
|2 B}IAS ou soljbueb og| So| ap 09160]0lsIy 0aJiSenw ap [043U0D |J

‘olpnisa |8 usuodwod anb gy¢ so|
ou sol|bueb oz | 0]0S OPUBIBPISUOD BPEWISS S8 peployoadss e

$9|Iq9p sojund

"elouaJaal ap e| A YNSO egenid
©| 21)Ud BIOUEPIODUOD 8p A pepIoyoadss ‘pe SUSS ap SEpIpaW Se| ap
BZUBLUOD 8P SO[BAISJUI SO| OpUEBP SOPE}NSal Shs ap uoisioaid el epody

‘peployoadse ap
se|gel sew sojep Jep eled o0slisanw op 0Bses |8 Je|0uod uejusiu|

‘sepipJad se| opueoyisnl sayusioed ap olny |9 ed1pu|
"sope)nsal so| ap ebalo ugioen|eay
"Sejusioed SO| 8P SEDIUJ|O SEONSII9I0BIED SB| 8P UQIOBWIOUI BJUSSald

"eliojesadolsod
elbojoredolsiy | ‘ependspe elouslsjal ap eganid e uod eredwo)

"HOd-1HO A 10|g uleISa\ J0d SBJUBPIOISIP SesSanwW ap Sisiieuy

‘sonnebau solbueb oz |
sosawd so| ap oallsneyxs sew 02160]01s1y SIsi[eue |9 uezijeal oj|9 esed
‘essanw ap oBsas |9 Jej0Jju0d UBjUSlUl pepIolioadss e| Jewiise eied

"epebad 0AN)Sa SOPE} NSl SO| 8P UQIOBN|[eAS B

‘uoioe|god e| ap SeDIUJ|O SeONISIIaI0.IED SB| 8jUsWBABI] 8guIsad
‘elioresadoisod

elbojoredolsiy | ‘ependspe elouslajal ap eganid e uod eredwo)

sapany sojungd

;,6002 ‘e 1o pjewe]

»600¢C /e }9 Wayds

olpnis3

(uo1oBNUUO2) SOpPIN|dUl SOIPNISa SO 8p peplied "z e|qel

35

ECNICAS MOLECULARES EN LA VALORACION DEL GANGLIO CENTINELA

T



"10]g wislsep |e eied epeziin eibojopolsWw e ue|e1ep ON

‘eozasedesap
91s9 anb ap sojusjul so| ap Jesad e ‘oalisenw ap obses aisixg

'seJ}sanw Se| 9p UoIous}go ap [ejodwa} ooedss |9 uabooal oN

's0||9 a.3ud sopebad uelsa Is A 0o160|oredossly sisiieue
|@ ua usuainBiul enb sobojored ap osawnu |8 eoYIOadse as oN

‘"BZUBJJUOD
ap SO|eAIBIUI SO| Jep ou |e (peproloadsa A pepijiqisuas)
sopewnsa sodlsoubelp saoipul so| ap ugisioaid €| essanw ON

*0u| BOLBWY XeWsAS Jod opelouruly
any anb eA ‘sesalslul 8p 011U Jaud} elpod oIpnise |3

‘eyuosdwi Jod eibojoud el e ayual YNSO eganid
e| esedwo9 as opuend sisijeue oydIp e||elap oS 1U ‘SSjUepIoosIp
SOSED SO| 8P SISI[eue [8p SOPE}NSaJ SO| SOPO} BA}SaNW 8S ON

"Jo|g uialsap | eled epez||in ejbojopolaw e| Ue|[elep oON

‘eozasedesap
91s9 anb ap sojusjul so| ap Jesad e ‘0alsanw ap obses alsixg

"SeJ}Senuw se| ap Uolousiqo ap [eiodws} ooedse |8 uafoosl oN

S9|lq9p sojund

'0IpN}sa |8 ua sopinjoul solbueb A sayusioed ap olny |8 eaIpU|

"0IpNISe |8 Ud SopINnjoul sajusioed so| uod
euoIoB[al SO| A solBueb so| ap seoiBo|oisly Seols|aloRIeD SB| 8g1osa(

"YNSO egenid
B| 9p SOpPE)}|NSa SO e 0}0adsal uod sopebad uoisany sobojored so

"HOd-1HO A 10]g uieisap) Jod selueploosip sessanw ap sisijeuy

*Je|nds|oW BO1UDY} B| UOD OZIIel||Wie)
as Jopebisaaul odinba |9 apuop ase} eiawid BUN OAN} OIPN1SS |3

‘eliojeladoisod ejbojoyedossiy e| ‘ependspe elousiays.l
ap egan.d e| Jopeledwod owod ezjjin anb oAzoadsoid oipnis3

‘SEOIWgPEBOR S8UOION}ISUl 8 Sejeidsoy 8Anjoul ‘0o1uSoINW OIpNIST
"HOd-LHO A 10]g uieisep Jod SejuepIoosIp Selisenw ap sisijeuy

‘ejuoidwil

Jod eibojono A yNSO eganid e| anus A eiouaisial ap el A yNSO egenid
B| 8J1US BIDUBPIOOUOD ‘pepIoNIoadss ‘pepl|IqIsuas ap sepipaw se| ap
BZUBHJUOD 3P SOJBAIS}Ul SO| OPUEP SOPE)NSaI SNS ap uoisioaid e| epody

"WYNSO eganud e| ap A sjusiuanoid

o.jua9 [ap sodlbojojedolsiy sopeynsal so| e ojoadsas sopebad

uoiany anb sajuaipuadapul sobojojed g sousw [e Jod sepenjeas uoian
9puOp BIOUSISB) 8P 0lI0JeIOde| UN B SEPEIAUS UOJaN} SeliSenul Se| Sepo |

‘eaugboiajey Anw sa ugioejqod eyoip anbune ‘uoloduosap
BUOIP B OpUBIPUS]E SOPE}NSal SO| OPUE([BIaP ‘OIpNiSe |8 Ua sopinjoul
sajuaioed so| ap sealeiBowap A seojuljo seonsieioeIed Se| aquIsaq

‘ejuoidwr Jod eibojoyo elojeladoesjul
eqgenud e| A euojeladolsod ejbojojedoisiy e| ‘ependspe elousis)e.l
ap eganud e| Jopesedwod owod ez|jin anb oAoadsoid oipnis3

sauany sojung

1 }10C [e }d joous

o 10T /€ }3 UBWpP|3]
olpnis3

(uo1oBNUUOY) SopIN|dUl SOIPNISA SO Bp peplied "z e|qeL

, ESTUDIOS E INVESTIGACION

INFORMES

36



'YNSO egenud e| ap ajueouqe; ‘xawsAg Jod opeioueuly
any anb eA ‘sasausiul op 0301u0d Jaua} elpod olpniss |3

"YNSO egenid e| ep
oleUlNI OSN |8 Ud sopezijeue sol|bueb ap oJawnu [ BJuswod oN

‘eibojoyedossiy
B| uosenjes anb sobojored ap oiawnu [ 820U0ISAP 8S

‘eozasedesap 91s9
anb ap sojusjul so| ap Jesad e ‘oasanw ap obses alsix]

*S9JUBPIOISIP SOSED 9p Sisljeue |9 esed jo|g UIBISOAN BZI|IIN ON
"BZUBUOD 8P SO[eAISlUl SO| Jep ou e (pepioyioadss A pepijiqisuss)
sopewsa sodisoubelp saolpu; so| 8p uoisioaid e| essanw ON

S9|lq9p sojund

'sejusioed soj e A
sol|Bueb so| e sjualsjel sodlsoubelp sadipu) So| eoyoadsy

"eo|ul|O Zapl[eA 8p OIPNISa |8 U sejauijuad solibued ap oplonpal osewnN

'seganid sequie
ap ope}nsal [e uoloea) us sopehad uoisiAnise salopebiisanul SO

"oleuIn) 0sn ap OIpNIse |8 ud A eolul|d zeplea
ap oIpn}sa [ ua epezijin eibojopolew e| esioaid Bwiio} 8p aquosaq

‘olieUlINI OSN NS
uelpnise ajuswlolalsod A eganid €| ap BoIUl[O Zepl[eA B] Ud Ueljuad ag

"HOd-1HO Jod sejuepiooasip sesisenw ap Sisifeuy

'sajusloed SO| 8P SEDIUID SEONSLISIOBIED SE| 8P UQIOBWIOJUI BJUSSaId
‘euojesadolsod ejbojoredoisiy e| ‘epeNJaPE BlouaIsal

ap eganud e| Jopesedwod owod ez|jin anb oAoadsoid oipnis3

sauany sojung

o 102 ‘e 1@ abeppeyyy
olpnis3

(uoloeNUIIUOD) SOPIN|OUI SOIPNISS SO| ap pepled *Z ejqel

37

ECNICAS MOLECULARES EN LA VALORACION DEL GANGLIO CENTINELA

T



'WYNSO egenud e| ap sjueolqge; ‘xawsAg Jod opeloueuly
any anb eA ‘sasaisiul 8p 0301U09 Jaus} elpod olpnisa |3

'sol|bueb so| ap Sis|[eue [ap SOPE}NSaJ SO| BJISaNW ON
‘oaJisenw ap obsas a1sixg

'sopebad uejsa
S0]s9 IS A sowsiw soj| uos Is ‘0016g|oyedossty sisijeue @
Ua usualAIBlUl anb soBojoled ap 0JaWINU |8 9O0UOISEP 85

‘S91UBpPIOTSIP SOsed
So| ap sisi[eue [ esed HOd-1HD IU 10]g UIBISSM 9ZI[iiN 8S ON

'seJjsanw Se| ap UoIous}qo ap [elodws) oloedss 8 860281 ON
‘10|19 ulaisap |o eled epezijin ejbojopolaw | e|lelap oN
'0IpN1S8 |8 Ua sopinjoul

so||Bueb so| ap seolsus}orIed Sk| Blawos Anw ewio) ap e|jeaq
'61)D Jopedtew [ ezinn

0]|0S ‘S8}JUBPIOISIP SOSED SO| 8P SIsieue [8p YOd-1HO e ug
‘oaJ3sanw ap obsas ajsixg

‘sopebad uelse

S0}s9 IS A sows|w so| uos Is ‘0o160|oyedolsly sisijeue |9

us uauainBul anb sobojoled ap oiswnNuU |8 890U0IS8P 8S

's01s9 op uois1oaud e lu

‘soolsoubelp saolpuj SO| 8p S8I0JeA SO| BJ}SanW ON

‘ol|6ueb epeo

uod ez||Iin BJUSS) 9nb |u ‘opezijin Jopeiedwod [8 0Je[d epanb ou
anb o] Jod ‘eojwinbojsiyounwui 8 elojelsado-jsod ejbojoredolsiy
‘3-H uod sopejebuoo sojuswbely ugioul o eibojoyd eqojbus
olpnisa 8jse us anb ‘eaibojojedossiy eganid e| uod esedwo)

$9|Iq9p sojund

'sajualoed so| ep ugisnjoul | ap [eJodws) ojoedss |9 abooey
“eojwinbojsiyounwul 8 sale|ixe soljbueb so| ap opesss |8

‘eOIUI|O UQIOBLIOJUI B] S}UBIPSW UOIBZ|[BUE 8S S9JUBPIOISIP SOSED SOT
"0IpN}ISa |9 Ud sopInjoul

sejusioed so| ap Sed|ul|o A seoleiBfowsap SeonsusloeIed Se| suyad
‘sopezijeue sol|Bueb so| ap uolouny

ua ou A o1pn}sa |8 us sopinfoul sajusioed SO| 8p UIdUN) US BZUBKUOD 8p
sojenalul SNs A s0o1ISQuUBEIP S821puUl SO| 8P SOPE}NSaJ SO| Uelisanw 8S

, ESTUDIOS E INVESTIGACION

‘euojesadolsod A enui ejfojoredossiy uod esedwo) 020102 ‘e 3@ 10YyD

INFORMES

"BIOUBPIOOUOD Bp SajuaIalp sodi sal} eoyoadsa A suyeq

“eojwinbojsiyounwiul 8 Yo d-1HO
‘)09 UJBISBA\ OZI|IIN 8S SOIUBPIOISIP SOSED SO| 8P SISI[BUE |8 Bled « L 102 ‘[e 1o 1ouleg

sapany sojungd olpnis3

(uo1oBNURUO2) SOpIN|dUl SOIPN}Sa SO 8p pepled "z e|qel

38



'SO||@ a4ud sopebad uelss Is A solbueb so| ep
sislfeue |8 uausiABlul anb sobojoled ap osswnNU |8 800U0ISBP 8S

*"BZUBJJUOD Bp
o[ensiul [8 opualbooal ‘sope)nsal so| ap ugisioaid e| epode oN
"SEAIJUIEP SBUOISN|OU0D Jausigo uapand s ou

olpnisa |ap 09160j0pojew oussip [ap anb o] Jod ‘oAoadsold

$8 0410 |8 8nb sesusIW ‘0AIO8dS0.}81 S8 0IpNISe ap 0zeiq un
‘oIpN}se |ap

0zeiq BpED Ud SOPIN|oUl S8jusioed ap 0Jawnu |8 BUOIOUSW ON
‘epejn|oal uoioe|qod e| ap sajeseq Seolis|iajoeled

Se| 8q1I0Sap Ou ‘sajusioed So| ap UQIOEZIIO)Ed[e B)SIXd ON
‘sepe|abuoo sauol00es

ap euojeladoeiul eganid | U0 YNSO eganid g

Jesedwod apuslald anb sozeliq g uoo soibueb ap oipnisy

S9|Iq9p sojund

"eZUBLUOD 8P O[eAIdlUI |8 OpuBIBooal ‘sopeynsal so| ap ugisioaid e| epody

'S8LI0Y00 Se| Ud sopinjoul
sejusioed so| 8p SEIISHBl0BIED SB| B 0JUBND US SBIOUSISMP UB]SIXS ON

'sajuaioed ap OpeAd|S 0JaWNU U0 SOUOY0D
'sol|bueb us ou A sajuaioed us 0|0Ss BAJUSD BS

'0IpN1S8 |8 Ua sopinjoul
sajuaioed so| ap seolu|o A seayeibowsp SedNslIsioeIeD SE| Ul

‘sejusioed ap UQISN|OX8 8P SOLBLO SO| BjUBWIEBIE[O Bule(

‘sepejabuod
S8UO0I008s ap euojesadoeiul eolbojoredolsly eganid | Uod YNSO
©0JUD9) B| Bledwod 8s anb se| ua sajuaJalp sejusioed ap S8uoyod g

'sobojored ap odinba owsiw |9 A 0j0o0}01d owsiw |8 BZI|IIN 8S

‘sepejabuod
S8U01008s ap euojesadoeliu; eolbojojedolsiy eganid | uod eiedwo)

sapany sojungd

1z} 10T /e }9 0YesQ

<} 102 /e }o Julag

olpnis3

(uo1oBNUUO2) SOpPIN|dUl SOIPNISa SO 8p peplied "z e|qel

39

ECNICAS MOLECULARES EN LA VALORACION DEL GANGLIO CENTINELA

T



Los 11 estudios muestran una alta concordancia entre la prueba OSNA y
la prueba de referencia (rango encontrado 91,7%-98,2%), aunque ésta
aumenta tras el andlisis de los casos discordantes. Las discrepancias
encontradas fueron analizadas fundamentalmente mediante pruebas
moleculares adicionales (QRT-PCR y Western Blot) realizadas a los
lisados utilizados para el OSNA con el objetivo de confirmar los resultados
obtenidos por el OSNA.

El estudio de Tsujimoto et al. 2007'? identific 6 muestras discordantes
entre la prueba OSNA vy las pruebas inmuno-histopatoldgicas, detectdndose
4 falsos positivos (con OSNA positiva e inmuno-histopatoldgica negativa)
y 2 falsos negativos (con OSNA negativa ¢ inmuno-histopatoldgica positiva).
Estas discordancias fueron estudiadas mediante Western Blot para comprobar
la presencia de proteina CK19 en los lisados utilizados en la amplificacion.
Estos estudios adicionales confirmaban los datos obtenidos por OSNA en
s6lo 3 casos; los otros 3 no fueron analizados. Estas discordancias podrian
deberse a sesgos de muestreo. De igual modo, encontraron 6 casos donde la
clasificacién segiin la prueba OSNA no concordaba con la clasificacién
inmuno-histopatolégica (OSNA detectaba micrometastasis y la inmuno-
histopatoldgica detectaba macrometastasis).

El estudio de Visser et al. 2008" encontré 18 muestras discordantes
entre los resultados de la prueba molecular OSNA y la prueba de
referencia. Se analizaron mediante Western Blot y QRT-PCR con los
marcadores CK19, FOXA1 y SPDEF para determinar la causa de la
discrepancia. Cuando alguna de estas otras pruebas moleculares
confirmaban los resultados de OSNA los autores consideraron que habia
un sesgo de muestreo y que las células tumorales estaban presentes s6lo
en las secciones de una de las dos pruebas. De esta manera, estimaron
que 7 de los 18 casos serian debidos a problemas de muestreo y el resto los
consideraron discrepancias reales; pero si s6lo se considerara el Western
Blot (deteccién de proteina CK19 en el lisado) como prueba confirmatoria
Unicamente 5 de las 18 discrepancias podrian explicarse como verdaderos
problemas de muestreo.

Schem et al. 2009'* encontraron 28 muestras discordantes que
fueron analizadas siguiendo la misma metodologia que Visser et al. 2009'3;
13 discrepancias podrian deberse a problemas de muestreo y las restantes
15 podrian considerarse como verdaderas discordancias. Si s6lo se tiene
en consideracién los resultados del Western Blot (deteccidon de proteina
CK19 en el lisado) udnicamente 10 de las discrepancias podrian
explicarse por problemas de muestreo. Este estudio aporta informacién
sobre pacientes. Algunas de las 28 discrepancias correspondian a un
mismo paciente, en concreto, 10 de las mismas provenian de 4 pacientes.
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Estudiando estos 4 pacientes (histopatologia negativa y OSNA positivo)
se observaba que las muestras coincidian en los resultados de pruebas
moleculares adicionales (QRT-PCR y Western Blot) con la histopatologia,
en un Unico paciente, sugiriendo por tanto, un verdadero falso positivo.
Los otros tres pacientes presentaban resultados diferentes en las muestras
analizadas, sugiriendo en algunos casos errores de muestreo y en otras,
verdaderas discrepancias dentro del mismo paciente.
Tamaki et al. 2009'5, realizaron dos ensayos clinicos:

1) para determinar la especificidad de la prueba OSNA comparandola
con la prueba de referencia (inmuno-histopatoldgica).

2) para estimar la concordancia entre dichas pruebas.

Para ello, en el ensayo 1 dividieron el ganglio en 4 secciones (a, b, cy d), las
secciones a y ¢ se utilizaron para el lisado de la prueba OSNA 'y las secciones
b y d fueron analizadas completamente con H-E e inmunohistoquimica.
Por el contrario, en el ensayo 2 las secciones a y c¢ fueron utilizadas de la
misma manera que en el 1 pero las secciones ¢ y d se analizaron sé6lo en su
superficie. De esta manera, con el ensayo 1 estimaron la especificidad de la
técnica molecular al hacer un estudio histologico mds exhaustivo, mientras
que la sensibilidad y concordancia entre técnicas la estimaron en el ensayo 2,
donde el estudio histoldgico realizado, se asemejaba a la realidad.

En el ensayo 2 se obtuvieron 32 casos donde existian discrepancias
entre técnica molecular OSNA vy la prueba de referencia. De estos 32 casos,
10 presuntos falsos negativos (OSNA negativo-histopatologia positiva) y
22 presuntos falsos positivos (OSNA positivo-histopatologia negativa). El
andlisis de Western Blot para averiguar la causa de la discrepancias,
mostré que de los 10 falsos negativos, 6 presentaban proteina en el lisado
lo que indicaba discrepancias entre las pruebas moleculares, mientras que
los otros 4 presentaban unanimidad en los resultados moleculares (no se
detectaba proteina en los lisados), por lo que estos ultimos 4 casos podrian
considerarse como posibles sesgos de muestreo. En los 22 presuntos falsos
positivos, 15 presentaban discrepancias entre las pruebas moleculares (no
detectaban proteina y el OSNA daba positivo) y los otros 7 coincidian los
resultados de las pruebas moleculares por lo que estos dltimos podrian
asociarse a problemas de muestreo.

Feldman et al. 2011 identificaron 71 casos discordantes entre la prueba
OSNA vy la histopatologia. De los 71 casos, 31 fueron presuntos falsos
negativos (OSNA negativo-histopatologia positivo) y 38 presuntos falsos
positivos (OSNA positivo-histopatologia negativo) y 2 casos en los que se
modificé la evaluacion histopatoldgica. El andlisis de los casos discordantes
se llevo a cabo mediante Western Blot y QRT-PCR con los marcadores
CK19, FOXA1 y SPDEF permitié resolver 28 de estos casos (39,4%),
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quedando sin resolver 43 casos (60,5%). De los 28 casos resueltos por el
anélisis de los casos discordantes, 19 se debieron al sesgo de muestreo,
mientras que los otros 9 casos el estudio los explica como confusiones en el
emplazamiento de la muestra y cambios en los resultados de la
histopatologia. Entre los casos resueltos por sesgo de muestreo, hay que
destacar 9 casos en los que el OSNA detecté macrometastasis y la
histopatologia fue negativa, dando positivo en las pruebas del andlisis
posterior. De los 29 casos donde OSNA detecté micrometdstasis e
histopatologia resulté negativa, 9 se consideraron problemas de muestreo,
aunque el estudio no detalla los resultados del andlisis posterior.
Finalmente, cabe destacar que entre los 31 posibles falsos negativos, habia
9 casos en los que la histopatologia detecté macrometéstasis y el OSNA fue
negativo, y sélo 1 caso se asocié a problemas de muestreo, considerdndose
los 8 casos restantes como verdaderos falsos negativos. Ademas, en este
estudio se hace un andlisis detallado de los carcinomas lobulares (84
ganglios, 40 pacientes), mostrando los resultados de concordancia y de los
indices diagnésticos (IC 95%: Concordancia 96,4% (89,9-99,3), sensibilidad
88,2% (63,6-98,5) y especificidad 98,5 (92,0-100,0)).

Feldman et al. 2011'® también utilizaron la prueba intraoperatoria
citologia por impronta, cuyos resultados se compararon frente a los de las
pruebas OSNA e histopatologia. Para ello, analizaron 532 ganglios centinelas
correspondientes a 272 pacientes. En este punto, el estudio no muestra el
andlisis pormenorizado de los casos discordantes. En la Tabla 3, se muestran
los valores de los indices diagndsticos de ambas pruebas intraoperatorias
comparados con la histopatologia.

Tabla 3. Valores de los indices diagnosticos (%) de las pruebas OSNA y citologia
por impronta (IC 95%) en el estudio de Feldman et al. 2011'S, en relacion con la
prueba de referencia

Concordancia Sensibilidad Especificidad
OSNA Citologia P OSNA Citologia P OSNA Citologia B
93,4* 93,8* NS 63,0* 0,0229 95,8* 99,3* 0,007
(91,0- (91,4-95,7) NS 80,2* (51,5-73,4) 0,018 (93,5-97,4) (98,1-99,9)
95,4) (69,9-88,3) 0,324
97,5 §
95,8 § 85,5 § (95,6-98,8)
(93,7- (75,6-92,6)
97,3)

* Antes del andlisis de los casos discordantes.

§ Después del andlisis de los casos discordantes.

NS: Sin diferencias estadisticamente significativas.

Entre paréntesis se muestran los valores del intervalo de confianza al 95%.
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Snook et al. 20117 localizaron 33 casos discordantes entre la prueba
OSNA vy la histopatologia, que posteriormente analizaron mediante Western
Blot y QORT-PCR utilizando los marcadores CK19, SPDEF y FOXA,
usando el marcador beta-actina como control positivo. Los autores identificaron
21 presuntos falsos positivos (OSNA positivo-histopatologia negativo) y
12 presuntos falsos negativos (OSNA negativo-histopatologia positivo).
En el andlisis de los casos discordantes, los autores consideraron que si
cualquier prueba apoyaba el resultado de la prueba OSNA se consideraba
sesgo de muestreo. Tras el andlisis de estos casos, los autores localizaron
17 casos de problemas de muestreo (4,1%), por lo que solamente 16 casos
se consideraron como verdaderas discrepancias: 10 falsos positivos y 6 falsos
negativos. Los autores aportaron informacién de los indices diagndsticos sobre
pacientes y no solo sobre ganglios (concordancia 93,4%, sensibilidad 89,8%
y especificidad 94,5%).

Khaddage et al. 2011'8 realizaron dos estudios. En el primero, se
centraron en el estudio de la validez clinica de la prueba OSNA, para ello
utilizaron 80 ganglios centinelas de 46 pacientes que fueron estudiados
por histopatologia a 5 niveles. En el segundo estudio se realizé la prueba
OSNA de forma rutinaria, tal y como se realizaria en su implementacién lo
que supone un analisis histopatoldgico a un solo nivel. En este segundo
estudio participaron 197 pacientes, no especificindose el nimero de ganglios
que se analizaron.

En el estudio de validez clinica se localizaron 3 casos discordantes,
2 posibles falsos negativos (OSNA negativo-histopatologia positivo) y
1 presunto falso positivo (OSNA positivo-histopatologia negativo). Tras el
posterior andlisis de los casos discordantes por QRT-PCR, utilizando los
marcadores CK19, FOXA1 y SPDEF, los autores concluyeron que los
posibles falsos negativos se debieron a errores de muestreo y que el presunto
falso positivo era una verdadera discrepancia. Estas tres muestras discrepantes
se traducen a nivel de pacientes en una dnica discrepancia entre el OSNA
y la histopatologia, la prueba OSNA fue positiva y la histopatologia
negativa. Después del andlisis de los casos discordantes, existen pocas
diferencias entre los valores de los indices diagndsticos de la prueba OSNA
por ganglios frente a por pacientes. Ademds, los autores aportaron
informacién de los indices diagndsticos sobre pacientes antes y después del
andlisis de los casos discordantes. Después de dicho andlisis los resultados
fueron: concordancia 97,7 %, sensibilidad 100% y especificidad 97,2%.

En el segundo estudio, los valores de los indices diagndsticos a nivel de
pacientes fueron: concordancia 91,4 %, sensibilidad 100% y especificidad 90,1 %.
En este estudio hubo implicaciéon de ganglios no centinelas siendo del 54%
para macrometdstasis y del 10,3% para micrometéastasis.

TECNICAS MOLECULARES EN LA VALORACION DEL GANGLIO CENTINELA 43



Bernet et al. 2011" incluyeron 181 ganglios centinelas en el estudio.
Los autores mostraron los resultados conforme a 3 niveles de concordancia
entre la prueba OSNA vy la histopatologia.

Nivel I: Existe concordancia cualitativa y cuantitativa. Aquellos casos
en los que se obtienen por ambos métodos el mismo diagnéstico y la
misma clasificacion TNM.

Nivel II: Existe concordancia cualitativa, pero no cuantitativa. Aquellos
casos en los que existe el mismo diagndstico en términos de presencia/ausencia
de células tumorales, pero difieren en el tamafio del tumor.

Nivel III: Existe discordancia. Aquellos casos en los que el diagndstico
difiere cualitativamente.

Los autores observaron 168 casos (92,8%) de concordancia de nivel I,
de los cuales 138 (76,2%) fueron negativos para metastasis y 30 (16,5%)
fueron positivos. De los positivos, 25 casos (13,8%) fueron macrometastasis
y 5 (2,7%) micrometastasis. 3 casos (1,6% ) mostraron concordancia de nivel IT
y 10 casos (5,5%) mostraron concordancia de nivel III, que son los casos
discordantes que se analizaron posteriormente mediante Western Blot y
QRT-PCR con el marcador CK19. De los 10 casos discordantes, 4 fueron
presuntos falsos negativos (OSNA negativo-histopatologia positivo) y 6 fueron
supuestos falsos positivos (OSNA positivo-histopatologia negativo). Después
del andlisis de los casos discordantes, los autores observaron 9 casos de sesgo
de muestreo y un auténtico falso positivo.

Bernet et al. 20112 disefiaron un estudio con 2 brazos, uno en el que se
analizaron 478 ganglios mediante histologia intraoperatoria de secciones
congeladas y otro grupo en el que se analizaron 211 ganglios completos
mediante la prueba OSNA. No es un estudio de capacidad de diagndstico
clasico, al no realizar las dos pruebas a comparar al mismo paciente. El
andlisis histologico localizé 116 (24,2%) casos positivos y 362 (75,7%)
casos negativos para metdstasis. De los 116 ganglios positivos, 75 (64,6%)
fueron macrometastasis, 28 (24,1%) micrometastasis y 13 (11,2%) células
tumorales aisladas. La prueba OSNA detecté 173 (81,9%) ganglios
negativos y 38 (18%) ganglios positivos, de los cuales, 13 (34,2%) fueron
macrometastasis, 18 (47,3%) micrometdastasis y 7 (18,4%) células tumorales
aisladas. No hubo diferencia estadisticamente significativa entre los dos
métodos para la deteccién de ganglios positivos/negativos (P=0,28). Sin
embargo, si hubo diferencias estadisticamente significativas a favor de la
prueba OSNA para la deteccién de micrometéstasis y células tumorales
aisladas (P=0,0001). No obstante, estos resultados deben recogerse con
precaucioén, ya que aunque los pacientes sean de la misma drea geografica
con tumores similares en cuanto al tamafio y grado, y el mismo estado
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clinico axilar, el estudio incluye importantes sesgos resultantes de la
comparacion de 2 grupos de estudio diferentes.

En el estudio de Choi et al 2010° se analizaron 286 ganglios

pertenecientes a 199 pacientes. El objetivo del estudio fue comparar la
prueba OSNA frente a las pruebas histopatoldgicas. En este estudio, los
ganglios fueron analizados por la histopatologia intraoperatoria por
secciones congeladas y por la histopatologia postoperatoria, considerada el
patrén de referencia, que englobaba la tincion con H-E e inmunohistoquimica.
Los casos de micro y macrometdstasis fueron confirmados por uno o ambos
métodos histopatoldgicos.
El estudio muestra los resultados en funcién de los pacientes y no de los
ganglios analizados, mostrando una concordancia del 93% (185/199; IC 95%
0,88-0,96), una sensibilidad de 77,8% (28/34; IC 95% 0,61-0,90) y una
especificidad de 96,3% (157/163; IC 95% 0,92-0,99). Los autores localizaron
14 casos discordantes (14/199, 7,03%), 6 presuntos falsos positivos (OSNA
positivo-histopatologia negativo) y 8 supuestos falsos negativos (OSNA
negativo-histopatologia positivo). Estos casos fueron analizados mediante
la informacién clinica de los pacientes, el estado de los ganglios axilares
y de la evaluacién de la expresién de la proteina CK19 en los focos
metastasicos de los ganglios linfaticos mediante inmunohistoquimica. Los
autores explican que la mayoria de las discordancias son debidas a sesgos de
muestreos y a la incapacidad de la prueba OSNA de detectar metdstasis en
canceres de mama con baja expresion de CK19.

Osako et al. 2011% compararon el método intraoperatorio de histologia

de secciones congeladas con la prueba OSNA para la deteccion de metdstasis
en 2 cohortes de pacientes de 618 y 531 pacientes, respectivamente. No hubo
diferencias estadisticamente significativas entre las caracteristicas clinicas de
los pacientes incluidos en ambas cohortes. La prueba OSNA detecté mayor
nimero de metdstasis en general que la histologia por secciones congeladas
(SC) (OSNA 121 de 531: 22,8%; IC 95%: 19,3%-26,6% / SC 109 de 618:
17,6%; 1C 95%: 14,8%-20,9%; p=0,036). También hubo diferencias
estadisticamente significativas entre ambos métodos en la deteccion de
micrometdastasis (OSNA 46 de 531: 8,7%; IC 95%: 6,5%-11,5% / SC 28 de
618: 4,5%; IC 95%: 3,1%-6,6%; p=0,0064). Sin embargo, no hubo diferencias
a la hora de la deteccién de macrometéstasis.
Cuando se compard la capacidad de detecciéon de metéstasis de cada
método en relacién con las caracteristicas de los pacientes, los principales
resultados fueron que la prueba OSNA fue capaz de detectar mas ganglios
positivos en pacientes mayores de 40 afios, pacientes postmenopausicas, de
tumores sin invasion de grasa y sin invasién linfovascular.
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En la Tabla 4, se muestran los datos sobre las discrepancias
encontradas entre los ganglios analizados en los diferentes estudios, los
datos proporcionados en los mismos y los que se obtendrian al eliminar
posibles sesgos de muestra.

Tabla 4. Discordancias entre OSNA y pruebas inmuno-histopatolégicas en muestras

de ganglios

Estudio

Tsujimoto et al.
2007

Visser et al.
2008"

Schem et al.
2009"

Tamaki et al.
200911"

Feldman et al.
2011

Snook et al.
2011"

Khaddage et
al. 2011

Bernet et al.
2011™

Proporcion de casos

discordantes
% (N)

1,8% (6/325)

5,2% (18/346)

8,2% (28/343)

7,1% (32/450)

6,6% (69/1044)e

8% (33/412)

3,75% (3/80)

5,52% (10/181)

Proporcion no
explicada por
muestreo
% (N)
50% (3/6)
72,2% (13/18)
64,3% (18/28)
65,6%(21/32)
72,4% (50/69)
48,5% (16/33)

33,3% (1/3)

10% (1/10)

Proporcion de
falsos positivos
% (N)

1,5% (4/267)*

5,4% (15/279)*
3,64% (10/274)

11% (26/237)*
7,86% (18/229)

5,9% (22/370)*
4,13% (15/363)

4,2% (38/906)*
2,25% (20/888)

6,5% (21/323)*
3,2% (10/312)

1,6% (1/63)*
1,6% (1/63)

4,1% (6/144)*
0,71% (1/139)

Proporcion de
falsos negativos
% (N)

4,4% (2/45)*
4,7% (3/64)*
4,7% (3/64)

1,9% (2/106)*
0% (0/104)

12,5% (10/80)*
7,9% (6/76)

22,4% (31/138)*
21,9% (30/137)

16,6% (12/72)*
9,09% (6/66)

11,7% (2/17)*
0% (0/15)

10,8% (4/37)*
0% (0/33)

1 Solo se analizan 3 de las 6 discrepancias. Se desconoce si las otras 3 son errores de muestreo o0 no.
* Posibles sesgos de muestreo. En negrita se indican los datos estimados de falsos positivos y negativos
una vez eliminados los posibles sesgos de muestreo (verdaderas discrepancias).

+1 Ensayo clinico 2.

« Sin tener en cuenta los 2 cambios de la evaluacién histopatoldgica.

Los resultados de los estudios en cuanto a los indices de calidad de la
prueba diagnéstica OSNA vienen resumidos en la Tabla 5.
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Tabla 5. Resumen de los resultados de la prueba molecular OSNA para la deteccion
de metastasis en ganglios axilares en pacientes con cancer de mama

Estudio n n
ganglios

Tsujimot
etal. 20072 101 325
Visser
etal. 2008 32 o
Schem
etal. 2000 %3 S
Tamaki 341 124
etal.2009'° 164" 450
Feldman
etal. 2011 A8 [t
Snook
et al. 2011" A “ilz
Khaddage
etal. 2011 59 e
Bernet
etal. 2011" ) 181

Comparacion

histopatologia
a 3 niveles

histopatologia
a 5 niveles

histopatologia
a 5 niveles

histopatologia
a 3 niveles

histopatologia
a 3 niveles

histopatologia
a5 niveles

histopatologia
a5 niveles

histopatologia
a1 nivel

Concordancia Sensibilidad

Total 95,5%

98,2%

. ++ 85%(34/40)
SLN 96,3% + 60%(3/5)
Total 95,3%

94,8% ++94,3%(50/53)

+ 45,4%(5/11)

Total 98,1%

91,7% ++92,7%(90/97)

+ 0%(0/9)
95,0% (IC 95%
75,1-99,9%)

87,5% (IC 95%
78,3-93,8%)’"

92,9% (IC 95%
90,1-95,1%)"

77,5% (IC 95%

93,4% (95% IC 69,7-84,2)*
91,7-94,8)* 82 7%}
95,8%" ++81% (77/95)*
+ 27,9%(12/43)*
84,6%*
92%* 91,7%*
96%"° ++98% (48/49)°
+ 33,3% (9/27) %
88,2%*
96,3%* 1 00%§
98,7%* ++84,6%(11/13)*
+0% (0/3)*
89,2%*
94,5%* 1 00%§
99,45° ++100%(32/32) ¢

+ 100%(10/10) ¢

Especificidad

98,5%

94,6%

89,0%

97,1% (IC 95%
91,8-99,4%)

94,1% (IC 95%
91,0-96,3%)'"

95,8% (IC 95%
94,3-97)*

97,7%*

93,7%*
96,9%°

98,4%*
98,4%"°

95,8%*
99,3%*

SLN (sentinel lymph node); ++ macrometastasis; + micrometastasis; 1 ensayo 1; 1+ ensayo 2;
* antes del andlisis de los casos discordantes; ¥ después del andlisis de los casos discordantes.

A continuacion, en la Tabla 6 se pueden observar los valores de los indices
de la prueba molecular OSNA en relacién con los pacientes analizados

en los estudios.
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Tabla 6. Resultados de la prueba molecular OSNA para la deteccion de metastasis
en pacientes con cancer de mama

Estudio n Concordancia Sensibilidad Especificidad
Saoox etal 194 93,4% ° 89,8% ° 94,5% °
Khaddage et al. 46 93,5%* 80,0%* 97,2%*
2011 97,7%° 100% ° 97,2%°
Choi et al. 199 93%* 77,8%* 96,3%*
2010* (0,88-0,96) (0,61-0,90) (0,92-0,99)

* Antes del andlisis de los casos discordantes; * Después del andlisis de los casos discordantes;
Entre paréntesis se muestran los valores del intervalo de confianza al 95%.

En algunos de los estudios localizados!'®!7:1*202! se midi6 el tiempo en la
realizacién de la prueba OSNA como una de las variables de resultado.
Sin embargo, en cada caso los autores de cada estudio especifican la
acepcion de tiempo que han utilizado como resultado.

Feldman et al. 2011'° definieron el tiempo de respuesta desde la
homogenizacion de los ganglios hasta la obtencion del resultado. Para este
resultado utiliz6 187 ganglios de 92 pacientes. La media intercuartilica para
1, 2 y 3 ganglios fue de 33, 39,6 y 45,2 minutos respectivamente.

Snook et al. 2011"7 midieron el tiempo desde el principio de la
preparacion del ganglio hasta el final del anélisis por la prueba OSNA para
193 pacientes. El tiempo medio fue de 32 (22-97) minutos para 1 ganglio,
42 (30-73) minutos para 2 ganglios, 51 (38-73) para 3 ganglios y 62 (46-90)
minutos para 4 ganglios.

Bernet et al. 2011 midieron el tiempo transcurrido desde la
recepcion del ganglio hasta la obtencién del informe intraoperatorio en 55
ganglios. Este estudio se dividi6 en 3 fases, en la dltima de ella en la que se
analizaron 29 ganglios, se redujo dicho tiempo a una media de 31 (23-35)
minutos. No obstante, la duracién media del prueba OSNA de este estudio
(55 ganglios) fue de 39,6 (26-70) minutos.

Choi et al. 2010% definieron el tiempo de respuesta como el tiempo que
transcurre desde la homogenizacion y la obtencion del resultado. La media
de tiempo para los 199 pacientes fue de 39 minutos, siendo 35,2 minutos
para pacientes con 1 ganglio, 44,8 minutos con 2 ganglios, 50,4 minutos con
3 ganglios y 50 minutos con 4 ganglios.

Osako et al. 2011?' definieron el tiempo de respuesta como el tiempo
transcurrido desde la llegada del ganglio al laboratorio hasta la obtencién del
resultado. La mediana y la media del tiempo de respuesta de la prueba OSNA
en la evaluacion de 461 pacientes fueron de 41 y 43 minutos, respectivamente.
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Eficiencia econdmica

Con las estrategias de busqueda utilizadas se obtuvieron tan sélo 2
referencias en EMBASE (Nizar et al. 2010 y Nishimura et al. 2009%), 1 en
MEDLINE (Guillén-Paredes et al. 2011°) y un informe de evaluacién de
tecnologias sanitarias®. Finalmente sélo un trabajo cumpli6 los criterios de
inclusién y ha sido incorporado a la revision.

Se trata del trabajo de Guillén-Paredes et al. 2011 donde los autores
analizaron la eficiencia econémica de anélisis del ganglio centinela segtn el
método OSNA frente al estudio histopatoldgico postoperatorio diferido
(biopsia el ganglio centinela, BSGC) mediante el anélisis de los costes
econémicos de la aplicacién intraoperatoria del método OSNA en
comparacion con el estudio histoldégico e inmunohistoquimico convencional
diferido, llevado a cabo en un hospital espafiol.

El andlisis econémico se realiz6 de forma retrospectiva con los dos
grupos comparados:

- Grupo 1 pacientes tratadas con Biopsias del Ganglio Centinela
(BSGC) intervenidas entre el 15 octubre 2008 y el 14 de mayo 2009,
45 pacientes fueron incluidas.

- Grupo 2 tratadas con OSNA intervenidas entre el 15 de mayo y el
15 de diciembre de 2009, se incluyeron 35 pacientes.

Ambos grupos fueron comparables en todas la variables (tamafio tumoral,
tipo histolégico, nimero de ganglios centinelas y resultados de la BSGC),
no encontrandose diferencias estadisticamente significativas excepto en la edad,
mayor en el grupo 1 frente al grupo 2 (61,89 vs. 55,54 afios de media).

Los costes considerados, obtenidos del departamento de contabilidad
analitica del hospital fueron:

1. Coste medio de un dia de estancia hospitalaria en la planta del
servicio Cirugia General y Digestivo: 133,29 €/dia.

2. El coste por minuto de intervencién (incluyendo sala de operaciones,
instrumental habitual, personal de enfermeria, auxiliares, celadores,
2 cirujanos y un anestesista) considerado fue de 9,3 €/min.

3. El andlisis de un ganglio centinela, segtin la técnica convencional se
considerd con el mismo coste en los dos grupos: 235 €/ganglio.

4. El coste del andlisis del ganglio centinela mediante la técnica
OSNA fue de 190€ para 4 muestras.

Los resultados mds relevantes fueron que la estancia media
hospitalaria fue de 2,44 dias para el grupo 1 (sumando la primera y la
segunda intervencion cuando fue necesaria) frente a 1,54 dias en el grupo 2
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(OSNA) siendo estadisticamente significativa la diferencia (p<0,001). Los
costes globales medios por paciente de ambas intervenciones fueron de
1.425 € en el grupo 1 y de 1.012,58 € en el grupo 2. En la tabla 7 se desglosan
cada uno de los costes considerados.

Tabla 7. Resultados de Guillén-Paredes et al. 2011°

Costes medios Gé;'gg G(;;':\JOAZ Diferencia
Estancia hospitalaria 325,22 € 205,53 € -119.69
Quiréfano 774,54 € 617,05 € -157,49
Laboratorio 352,5 € 190 € -162,50
TOTAL 1.452,25 € 1.012,58 € -439.67

Se afirmaba que, dadas las elevadas sensibilidad y especificidad del método
OSNA (95,3% y 94,7% respectivamente), la rapidez y los costes, puede
concluirse que el andlisis intraoperatorio de ganglio centinela mediante el
método OSNA supuso un ahorro de costes significativo frente al estudio
convencional, que permite en el mismo acto operatorio la cirugia axilar en
caso necesario evitando una segunda intervencién para linfadenectomia, y
por tanto, con disminucién de tiempo de intervencion quirdrgica asi como
disminucién de la estancia media hospitalaria.

Aunque los autores afirmaron en la metodologia y en el titulo que
realizan un anélisis coste-beneficio, realmente este trabajo es un andlisis
comparativo de costes. No se indicd la perspectiva de andlisis, aunque
puede afirmarse que el estudio se realiza desde la perspectiva del sistema
de salud, considerando Unicamente los costes directos sanitarios y, por
tanto, no se consideraron costes indirectos ni pérdidas de productividad.
En ninglin momento se valoran econémicamente las consecuencias clinicas
maés alla del coste de estancia hospitalaria, es decir, la parte de beneficios
del pretendido andlisis coste-beneficio, por ello este trabajo no puede
considerarse una evaluacién econdémica completa, ni por ende, un andlisis
coste-beneficio. No se presentaron valoraciones econdémicas de las
complicaciones asociadas a las intervenciones en cada grupo o las
consecuencias a més largo plazo. Al tratarse de un andlisis a corto plazo no
requirio la aplicacién de una tasa de descuento. No se realizé andlisis de
sensibilidad deterministico ni probabilistico.
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Analisis econdmico propio

En el andlisis coste efectividad realizado, los datos de costes de cada
opcidn fueron extraidos del estudio de Guillén Paredes et al. 2011°, {inico
estudio localizado y vdlido por realizarse en el entorno del Sistema
Nacional de Salud de Espafia que se resumen en la tabla 8. Para introducir
una posible variabilidad que pueda ajustar el andlisis a distintos centros se
consideré una variaciéon de hasta un £20% de coste de las pruebas,
estableciéndose un coste minimo y maximo de ambas pruebas.

Tabla 8. Costes considerados en el modelo

Media* Minimo Maximo
OSNA 1.012,58 € 810,06 € 1.2155€
- Hospitalizacion 205,53 €
- Intervencion y andlisis 807,05 €
Histopatologia (HIS) 1.452,22 €
- Hospitalizacién 325,22 € 1.161,78 € 1.742,66 €
- Intervencion y andlisis 1.127,04 €

* Tomado de Guillén-Paredes et al. 2011°.

La informacién considerada en el modelo sobre porcentaje de ganglios
positivos (Tabla 9) se ha tomado de un estudio realizado por la Universidad
de York para la prueba GeneSearch™ como método de diagndéstico alternativo
(Cutress et al. 2010%).

Tabla 9. Porcentaje de ganglios positivos

Media Minimo Maximo

Ganglios positivos 28% 26% 32%

Tomado de Cutress et al. 2010%.

Los datos de rendimiento diagndstico fueron extraidos de aquellos
articulos de la presente revision sistemdtica que comparaban el andlisis
molecular intraoperatorio del ganglio centinela mediante OSNA con
respecto a la prueba histopatoldgica a 5 niveles!*!*!718 (Tabla 10), de forma
que se ha creado un rango de valores posibles que puede tomar la
sensibilidad de la prueba OSNA frente a histopatologia para la evaluacién
econémica. Es importante sefialar que dado que se compara con el gold
standard nunca serd superior OSNA al gold standard en términos de
eficacia comparada, a lo sumo, serd una sensibilidad de 100% que
resultaria igual al gold standard (cuando toma el valor 1 en el modelo).
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Tabla 10. Sensibilidad de OSNA frente a histopatologia (después de analisis de
casos discordantes)

Visser et al. Schem et al. Snook et al. Khaddage et al. Media (rango)
2008 2009 20117 2011 9
Sensibilidad 0,953 0,981 0,917 1 0,9585 (0,917-1)

I
Se asume 100% sensibilidad para la prueba histopatolégica (gold standard)).

Con los datos del caso base para el anilisis (datos medios de coste y
eficacia, Tabla 11) encontramos que la prueba OSNA obtiene una eficacia
en términos de deteccion menor que la histopatologia pero también un
coste menor. Por tanto, en el plano coste-efectividad nos encontrariamos
en el cuadrante sudoeste y un resultado del ratio coste-efectividad
incremental (ICER) de 35.537 euros por caso positivo detectado.

Tabla 11. Resultados en términos coste-efectividad del caso base

Coste Eficacia Incremento Incremento ICER € por caso
Coste Eficacia positivo detectado
HIS 1.425,52 0,28
OSNA 1.012,58 0,26838 -412,94 -0,01162 35.537

Elaboracion propia.

La evaluacién incluyé andlisis de sensibilidad deterministicos para los
costes con los valores de la Tabla 8, porcentaje de ganglios positivos segtin
los datos de la Tabla 9 y sensibilidad de las pruebas diagnésticas con el
rango de la Tabla 10. En total se construyeron 81 escenarios con las
diferentes combinaciones de los valores posibles para la sensibilidad
(minima, media y méxima), porcentaje de ganglios positivos (minimo,
medio y maximo), coste de HIS (minimo, medio y maximo) y coste de
OSNA (minimo, medio y méximo).

El resultado de los 81 escenarios creados para el modelo ofrece un
ICER promedio de 15.275,29 euros por caso positivo detectado con la
prueba OSNA frente a la histopatologia (desviacion estandar 19.402,79 €) y
un rango de valores de -6.943 € a 83.429,10 € por caso positivo detectado. La
representacion en el plano coste-efectividad (Figura 3) muestra los
escenarios. Puede verse cuando la eficacia se considerd idéntica entre las
pruebas, los datos se encontraban sobre el eje vertical. El resto de escenarios
se sitdian en los cuadrantes a la izquierda (I y IV) con seis escenarios donde
se indica menor eficacia y mayor coste de la prueba OSNA (cuadrante II) y
el resto con menor coste para OSNA (cuadrante IV).
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Figura 3. Plano Coste-efectividad de los 81 escenarios de comparacion creados

Plano Coste-Efectividad

Cuadrante Il

Costes

Cuadrante IV

Efectividad

Cuadrante |

Cuadrante Il

Elaboracion propia.
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Discusion

En la valoraciéon de la capacidad diagnodstica de una técnica o prueba
deben evaluarse la validez analitica, la validez clinica y la utilidad clinica.

La validez analitica nos muestra la capacidad de la prueba de medir
lo que queremos medir, la validez clinica nos indica si la prueba clasifica
bien a los pacientes, en su condicién de sano/enfermo para su tratamiento
y por ultimo la utilidad clinica nos aporta el impacto que dicha prueba
tiene en la salud de la poblacién.

Validez analitica

En cuanto a la validez analitica de la prueba OSNA, es fundamental
seleccionar el pardmetro de medida més adecuado, por ello la eleccién del
marcador idoneo para detectar la metédstasis es un factor de gran
importancia. En un estudio previo con QRT-PCR en el que analizaron 90
ganglios independientes se observé que la sensibilidad del diagndstico con
el marcador de CK19 fue del 94,1% vy su especificidad del 98,6% con una
concordancia del 94,1% con las pruebas inmuno-histopatolégicas!!.

En el estudio de Tsujimoto et al. 2007'? estudiaron 6 marcadores con
el fin de encontrar un marcador especifico para la detecciéon de metdstasis
en el cincer de mama, de esos 6 marcadores descartaron 2 por no
presentar una alta expresion en tejido tumoral y 1 porque se expresaba de
forma relativamente alta en tejido sano. De los otros tres marcadores,
seleccionaron finalmente el CK19 por presentar mayor nivel de expresion
en ganglios positivos y mayor ratio de expresién entre ganglios positivos y
ganglios negativos. Realizaron esta selecciéon de marcadores en un estudio
con 11 ganglios positivos y 15 negativos de 26 pacientes, lo que a priori
parece un tamafio de muestra escaso. Ademds, Alvarenga et al. 2011%
evidenciaron que la mayoria de los casos de cdncer de mama fueron
positivos para CK19, independientemente del tipo histolégico, por lo que
la prueba OSNA se podria utilizar en todos los tipos de cancer de mama
con un ratio potencial bajo de falsos negativos. Este marcador CK19
también se ha empezado a utilizar en la deteccion de metdstasis en
ganglios en pacientes con cancer gastrico y colorrectal®’-28,

Por otra parte, se desconoce la reproducibilidad de la prueba al no
presentar datos repetitivos de las medidas, por lo que no se puede valorar
la robustez de la prueba ni la precision de dichas medidas al no aportar
informacion sobre los errores de las mismas.
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La técnica molecular OSNA permite diferenciar entre micrometastasis
y macrometastasis, en funcién de la cantidad de marcador presente en los
lisados. Se establece que los limites entre micrometastasis y macrometéstasis
son de 2,5x10%-5x10° y de >5x10° copias/ul de ARNm de CK19 respectivamente,
considerando un ndmero <2,5x10? copias/ul de ARNm como un resultado
negativo’. Esta clasificacion se ve afectada por el sesgo de muestreo ya que
el nimero de copias ampliadas dependerd del nimero de células afectadas
que se encuentren en la seccion de ganglio utilizada pudiendo, de esta
manera, presentarse discrepancias a la hora de la clasificacion de la
metdéstasis entre la prueba OSNA y el andlisis inmuno-histopatolégico.

La Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO) indica que las
células tumorales aisladas (ITC del inglés isolated tumor cells) tienen una
importancia clinica desconocida, y no hay datos suficientes para recomendar
el tratamiento apropiado, incluida la diseccion de ganglios linfaticos axilares,
basdndose en su localizacién'. Por esta razdn, las células tumorales aisladas
detectadas histopatoldgicamente se consideré como resultado negativo'. Al
contrario que las técnicas histopatoldgicas, la prueba OSNA no permite
detectar células tumorales aisladas, aunque algunos estudios clasifican como
presencia de células tumorales aisladas cuando el ntimero de copias de CK19
por ul estd entre 100 y 250>, si bien esto no estd validado. Dentro de la
controversia existente en la importancia de las células tumorales aisladas,
estudios recientes han asociado la presencia de dichas células con una
reduccién de la tasa de supervivencia libre de enfermedad a 5 afios y que el
tratamiento adyuvante mejoraba la supervivencia de estos pacientes®*. En
este caso, si se consideraran las células tumorales aisladas como casos
positivos de presencia de metéstasis, las sensibilidades mostradas por los
estudios incluidos serian inferiores a las estimadas.

Una de las limitaciones de la técnica es que la cantidad de ARN en el
lisado congelado de muestras de ganglios para un posterior andlisis de los
casos discordantes, puede disminuir afectando al resultado de la prueba
OSNA, disminuyendo el nimero de copias del ARNm de CK19 por
microlitro. La disminucién de cantidad de ARN puede deberse al efecto
congelacién-descongelacion, al almacenamiento en buffer de homogeneizacion
y al aislamiento del ARN como paso previo para las QRT-PCRY. Sin
embargo, la prueba OSNA presenta la ventaja que se puede analizar el
ganglio completo, lo que disminuiria la proporcién de falsos negativos,
mientras que en la histopatologia para disminuir dicha proporcién seria
necesario analizar multiples niveles del ganglio, lo que conllevaria mayor
consumo de tiempo y recursos. Ademds, la histopatologia se basa en el
aspecto morfolédgico de las células malignas y no de la expresioén genética,
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que es sin duda mds preciso, mds cuantificable y en principio menos
propenso a la variacion entre los observadores.

Validez clinica

En cuanto a la validez clinica de la prueba OSNA, los estudios
encontrados realizan la valoracién de la prueba frente al patrén de
referencia (técnica inmuno-histopatoldgica post-operatoria) y frente a
otras pruebas intraoperatorias disponibles (impronta celular y tincién con
hematoxilina-eosina de fragmentos congelados de tejido). Segin los datos
aportados por los estudios incluidos en este informe, la sensibilidad
estimada de la prueba molecular OSNA en ganglios axilares esta
comprendida en un rango entre 77,5%-98,1% previo al andlisis de los casos
discordantes, mientras que la estimada para la impronta celular en el
estudio de Feldman er al. 20116 es del 63% (IC 95% de 51,5%-73,4%)
coincidiendo con el metanilisis de Tew et al. 20057, y para la de fragmentos
congelados es del 76% (IC 95% de 65%-84%)"*'. No se ha podido obtener
los valores de los indices diagndsticos de esta técnica de los estudios
incluidos en esta revision, debido al diferente disefio metodoldgico de los
estudios que incluyen dicha técnica y que no separan sus resultados del
andlisis histopatoldgico postoperatorio.

Seglin estos datos, la prueba molecular es mas eficaz que las
alternativas intraoperatorias en la deteccion de metdstasis en los ganglios
en pacientes con cancer de mama. Si bien, lo datos aportados por los
estudios de la prueba OSNA estdn basados tanto en ganglios centinelas
como en ganglios axilares, los datos de las otras pruebas intraoperatorias si
estdn estimados especificamente para el ganglio centinela. Ademads, los
resultados de los estudios muestran que la prueba OSNA presenta mayor
sensibilidad en la deteccidn de macrometdstasis que de micrometdstasis.

Los estudios muestran una alta concordancia entre la prueba OSNA
y la pruebas histopatoldgicas, encontrdndose dicha concordancia en un
rango comprendido entre 91,7% y 98,2%.

Al igual que ocurre con cualquiera de las otras pruebas histopatoldgicas,
la presencia de falsos positivos en la prueba OSNA implicaria el riesgo de
realizar, de manera innecesaria, disecciones axilares completas a pacientes
con cancer, lo que conllevaria un aumento en la morbilidad de estos
pacientes y un detrimento de su calidad de vida. Por el contrario, los falsos
negativos de la prueba implicarian no realizar una intervencién en fase
temprana del cdncer, empeorando la prognosis, esperando los resultados
de las pruebas postoperatorias y someter al paciente a una segunda
intervencion para la diseccidn axilar completa.
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Todos los estudios de valoracién de la capacidad diagnéstica del OSNA
en los que se realizan las dos pruebas, (la de interés y la de referencia),
presentan discrepancias en muchos casos debidas al sesgo de muestreo. Este
sesgo surge al tener que dividir la muestra en varias secciones para sus
respectivos andlisis, poniendo de manifiesto el problema de muestreo
existente en todos los estudios identificados. Esto afecta a la concordancia
entre las pruebas, asi como a las estimaciones de los indices diagndsticos de
la prueba OSNA. De hecho, como se observa en la Tabla 5, la eliminacién
de los sesgos de muestreo implicaria un posible aumento de la sensibilidad y
especificidad de la prueba. La propia prueba de referencia presenta
problemas de muestreo ya que no se analiza todo el ganglio sino secciones
del mismo y esto introduce una posible alteraciéon en los resultados. La
posibilidad de analizar la totalidad del ganglio mediante pruebas moleculares
evitaria el sesgo de muestreo aunque en el andlisis se consumiria toda la
muestra no pudiéndose realizar otras técnicas confirmatorias. Los estudios
comparativos que valoraron la prueba OSNA usando los ganglios completos
frente a la prueba intraoperatoria de histopatologia de secciones congeladas®
y frente a la prueba de referencia de histopatologia postoperatoria?> mostraron
que en estos casos el OSNA detectaba un mayor porcentaje de metdstasis
que la otra prueba intraoperatoria y el mismo porcentaje de casos positivos
que la prueba de referencia postoperatoria. Estos resultados corroboran los
obtenidos en los estudios donde existia sesgo de muestreo. Por lo tanto, las
técnicas moleculares podrian mejorar las detecciones de metdstasis al evitar
los sesgos cometidos por el muestreo, si bien, son necesarios mds estudios y
con datos sobre un mayor nimero de pacientes con el fin de poder valorar
de manera més apropiada la eficacia de dichas pruebas.

Entre los estudios localizados los hay de cardcter preclinico donde no
se aportan resultados sobre los pacientes y 3 de ellos!”#% donde se muestran
los resultados de la prueba OSNA sobre pacientes. Algunos estudios
utilizan un gran nimero de ganglios pero pocos pacientes; asi el estudio de
Visser et al. 2008" incluye 346 ganglios pero sélo 32 pacientes; en este
estudio encontraron 18 resultados discordantes entre las pruebas, pero se
desconoce el niimero de pacientes afectados por estas discordancias. Si
estos 18 ganglios corresponden a 18 pacientes, la proporcién de pacientes
con diagndstico confuso seria de mds del 56% mientras que si
pertenecieran a un Unico paciente la proporcion de pacientes afectados
seria de sélo 3,1%. Mientras que el estudio de Tsujimoto et al. 2007'? s6lo
presenta discordancias en 6 muestras e incluye 101 pacientes.

Por el contrario, excepto Khaddage et al. 2011 que incluye un
ntimero reducido de pacientes (46), Snook et al. 2011"7 y Choi et al. 2011%
estudian un ndmero considerable de pacientes, 194 y 199, respectivamente.
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Desde el punto de vista de los pacientes y no de los ganglios, los valores
de sensibilidad oscilaron entre 77,8-80% antes del analisis de los casos
discordantes y entre 89,8-100% después de dicho andlisis. A su vez, los
valores de especificidad oscilaron entre 96,3-97,2% antes del analisis de los
casos discordantes y entre 94,5-97,2% después de dicho analisis. En el
andlisis por pacientes se observa que la sensibilidad de la prueba OSNA
disminuye un poco, mientras que la especificidad se mantiene en el mismo
rango. Se hace necesaria informacion sobre la poblacién y no sélo sobre los
ganglios para poder hacer una valoracion més exacta de la prueba a nivel
clinico. En el caso especifico de Snook ez al. 2011 identificaron 13 pacientes
después del andlisis de los casos discordantes, en los que los resultados de
la prueba OSNA e histopatologia difirieron. Entre ellos, 8 pacientes se
clasificaron con ganglios positivos segin la prueba OSNA y por lo tanto se
les tendria que realizar la diseccion axilar innecesaria y someterlo a terapia
adyuvante adicional. Por otro lado, los cinco pacientes que se clasificaron
con ganglios negativos segtn el resultado de la prueba OSNA no se les
someteria a diseccion ganglionar ni posterior terapia adyuvante, si la
decision del clinico se basara en este resultado. No obstante, con el
aumento de la comprensién del cdncer de mama, debido al éxito de
terapias dirigidas, la confianza en el estado de los ganglios linfaticos, como
el tinico factor determinante en las estrategias terapéuticas adyuvantes esta
disminuyendo. La informacién bioldgica, como estrégenos, progesterona y
receptores de HER2, y el indice de proliferaciéon Ki67 estd influyendo cada
vez mas en estas decisiones, por lo que hubiera sido poco probable que a
estos cinco pacientes se le hubiera retenido la terapia adyuvante a causa
del resultado negativo de la prueba OSNA.

Los resultados obtenidos en los diferentes estudios localizados en esta
revisién son confirmados por el estudio de Frere-Belda et al. 20122, Es un
estudio reciente localizado posteriormente a la fecha de finalizaciéon de
busqueda en el que analizaron 503 ganglios, obteniéndose una sensibilidad
de 80,9% (IC 95% 69,0-89,8%) y una especificidad de 93,9% (IC 95%
91,2-96,0%), aumentando los valores de estos pardmetros después del
andlisis de los casos discordantes. De los 503 ganglios, 350 fueron también
analizados por histopatologia intraoperatoria de secciones congeladas,
mostrando una sensibilidad de 63,6% (IC 95% 40,6-82,8%) y una
especificidad de 100% (IC 95% 97,7-100%), y 163 por citologia por
impronta, obteniéndose una sensibilidad de 47,1% (IC 95% 22,9-72,2%) y
una especificidad 100% (IC 95% 97,5%-100%). Mediante el anélisis de los
pacientes se obtuvo una sensibilidad de 78,6% (IC 95% 63,1-89,7%) y una
especificidad de 88,0% (IC 95% 82,4-93,3%), aumentando los valores de
los indices diagndsticos tras el andlisis de los casos discordantes.
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Feldman et al. 2011, que es el estudio que incluye mayor nimero de
pacientes y ganglios, obtuvieron valores de sensibilidad més bajos que el
resto de los estudios anteriores, sin embargo el valor de especificidad esta
localizado en el rango de valores hallados para este indice en el resto de los
estudios. Las razones por las que el valor de sensibilidad fue mas bajo que
el resto de los estudios fueron las siguientes: evaluacién Unicamente de
ganglios centinelas; cortes a intervalos de 1 mm y no a 2 mm, lo que provoca
un examen histopatolégico mas detallado; y un gran nimero de micrometastasis.
Por lo tanto, la mayor probabilidad de sesgo muestreo, junto con la mayor
probabilidad de deteccion de micrometdstasis en ganglios centinelas en
comparaciéon con los ganglios linfaticos axilares, muy probablemente
contribuy¢ a las diferencias en los resultados. Ademas, al utilizar intervalos
de 1 mm, la probabilidad de localizar casos discordantes en la deteccién de
micrometdastasis serd mayor que para macrometastasis, como asi resulta, ya
que éstas serdn localizadas por un método u otro, pero no por ambos.

Se observa cierta variabilidad en la proporcién de discordancias en
los estudios localizados, aunque en todos los estudios dicha variabilidad
estd por debajo del 10%. En el caso concreto de Khaddage et al. 20118
debido al hecho de que todo el ganglio, excepto la parte central 1 mm, fue
analizado por OSNA, la proporcién de material sin investigar y de riesgo
asociado de los errores de muestreo se redujo bastante.

Los estudios localizados coinciden en la alta especificidad de la prueba
OSNA, indicando la baja probabilidad que posee este método en la
obtencién de falsos positivos. Sin embargo, la sensibilidad de la prueba a
nivel de pacientes se ve muy afectada por las posibles discrepancias entre
pruebas, variando entre 77,8-80%, lo que indica que podria obtenerse un
nuimero relativamente alto de falsos negativos.

El tiempo estimado para la evaluaciéon de un ganglio con la técnica
OSNA, segtn los estudios localizados, se aproxima a los 35-40 minutos,
coincidiendo practicamente con el andlisis intraoperatorio de secciones
congeladas que tiene una duracién de 30-40 minutos®. Aunque, el tiempo
en la realizacion de la prueba es importante, posee mayor importancia la
deteccion de metdstasis con mayor exactitud.

Utilidad clinica

Hasta el momento, se desconoce la utilidad clinica de la prueba OSNA. No hay
estudios que aporten informacién sobre el impacto de la prueba en la salud de
los pacientes. Son necesarios ensayos clinicos prospectivos para determinar si
esta nueva prueba realmente mejora el prondstico de los pacientes con ciancer
de mama y su calidad de vida. Se desconoce el impacto de esta prueba sobre
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resultados como cirugias evitadas, disecciones de ganglios axilares innecesarias,
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global.

Hay que tener en cuenta que los tratamientos actuales recomendados en
las gufas de practica clinica estdn basados en criterios histologicos y no
moleculares. No hay datos a largo plazo sobre la evolucion de los pacientes con
ganglios negativos desde el punto de vista histopatolégico e inmunohistoquimico,
pero positivos desde el punto de vista molecular, pNO (mol +). Estos pacientes
que potencialmente podrian ser reclasificados mediante el uso de andlisis
molecular, debido a la mayor precisiéon del reflejo de la carga tumoral. Se
necesita investigacioén adicional para determinar la historia natural y tratamiento
6ptimo de estos pacientes con respecto a terapias adyuvantes'’. La relevancia
clinica de los ganglios centinelas histopatologia negativo/OSNA positivo
necesita ser evaluada en estudios a largo plazo®.

La prueba OSNA aumenta la capacidad de deteccién de metéstasis
en ganglios en relacién con la histopatologia de secciones congeladas,
principalmente la deteccion de micrometdstasis. Sin embargo, no estd muy
claro el impacto clinico de estas micrometastasis, es decir, existe controversia
sobre si hay que realizar una diseccién axilar completa en pacientes con
micrometdstasis y si ésta tiene impacto en el prondstico de los pacientes.
Una de las razones de esta controversia se debe a que la histopatologia no
es un método estandarizado, y su capacidad para medir el volumen total de
la metdstasis con exactitud, particularmente en las metéstasis de pequefio
volumen, es limitada. No obstante, el seguimiento de la cohorte evaluada con
el OSNA, debido a que utiliza el ganglio completo y de forma estandarizada,
puede desvelar el impacto clinico de las micrometéstasis.

La actual estadificacién ganglionar del American Joint Committee on
Cancer (AJCC) se basa en los resultados de examenes histopatoldgicos,
pero debido a que no estdn normalizados y que estan limitados en su
capacidad para detectar metdstasis con precisiéon debido a la observaciéon
parcial de un ganglio, puede ser posible establecer un nuevo sistema de
estadiaje de ganglios utilizando los resultados de la prueba OSNA?34,

La prueba OSNA, como cualquier otro método diagnéstico, presenta
ventajas e inconvenientes. Entre las ventajas destaca que es un método
estandarizado con alto grado de automatizacién, objetivo, sensible,
especifico, con capacidad de calcular con exactitud el volumen de las
metastasis, intraoperatorio evitando segundas intervenciones y que puede
utilizar el ganglio entero, disminuyendo de este modo los sesgos de
muestreos. Entre los posibles inconvenientes se pueden citar los siguientes:

- No aporta informacién sobre la localizaciéon ni la evaluacién
morfoldgica de las lesiones.
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- Existen casos de expresiones de ARNm de CK19 sin enfermedad
neoplasica, originando falsos positivos. Por otro lado, se obtienen
falsos negativos, ya que existe un pequefio porcentaje de tumores
CK19 negativos. El hecho de que la prueba OSNA est4 diseflada
para usar todo el ganglio, estos casos no podrian ser analizados
para su correcto diagndstico. Se ha establecido que el 98,2% de los
adenocarcinomas de mama expresan CK19'°.

- No es conveniente utilizar este método en pacientes sometidas
previamente a cirugia mamaria, ya que la CK19 que se expresa en
las células epidérmicas, al migrar éstas al interior de la mama con
las maniobras quirdrgicas y llegar al ganglio centinela, podria ser
detectada por el método OSNA e interpretar el resultado como un
falso positivoS.

En cuanto a los resultados de eficiencia econdémica, el Gnico estudio
incluidos en la revisién y realizado en el marco del Sistema Nacional de
Salud espaiiol afirma que merece la pena la utilizacién de OSNA. Nuestros
resultados sugieren que puede ser mds econdmico pero en muchos
escenarios este beneficio econdémico requiere de una disminucién de
eficacia. Si bien estos resultados son matizables por dos aspectos
importantes. El primero, el hecho de comparar frente a gold standard es
inicialmente una dificultad puesto que a lo sumo se igualard la eficacia de
la prueba, nunca mejoraria si se considera un 100% de sensibilidad para el
patrén de referencia. El segundo son los costes considerados en el estudio
de Guillén-Paredes et al. 2011 que son una tnica fuente y pueden variar en
funcién de consideraciones de perspectiva del andlisis, tiempos de intervencion
y formas de contabilizacién de los costes.

La ASCO recoge en sus recomendaciones sobre la biopsia del ganglio
centinela, en estadios tempranos de cdncer de mama, que las técnicas
moleculares deben ser evaluadas dentro de ensayos clinicos controlados
antes de ser aplicadas de forma rutinaria en el manejo de los pacientes!.

Es importante resaltar, que hasta el momento una de las dos pruebas
moleculares existentes en el mercado (GeneSearch™) ha sido retirada del
mercado por la propia compafiia que la comercializaba y la otra prueba
(OSNA) solamente dispone informacién procedente de 11 estudios financiados
algunos de ellos por la compafifa Sysmex, fabricante de dicha técnica.
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Conclusiones

e La técnica molecular intraoperatoria OSNA presenta una alta
concordancia, sensibilidad y especificidad frente al anadlisis
histopatoldgico postoperatorio considerado el patrén de referencia.

e Presenta mayor sensibilidad que las pruebas intraoperatorias
convencionales de impronta y tincidn de cortes congelados.

e No se conoce la utilidad clinica y por lo tanto el beneficio en salud
de la prueba OSNA. Son necesarios estudios prospectivos para
determinar si esta nueva prueba realmente ayuda al prondstico de
los pacientes con cdncer de mama.

e Con la limitada informacién sobre eficiencia econdémica disponible y
las estimaciones realizadas, la prueba OSNA podria ser considerada
una alternativa al andlisis histopatolégico que ahorraria costes, si
bien presenta menor capacidad diagnéstica.
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Anexos

Anexo 1: Estrategias de busqueda

Ovid-MEDLINE (hasta julio 2011)

1. *Breast Neoplasms

2. ((breast* or mamma*) and (cancer* or neoplasm* or tumor* or
tumour* or carcinoma* or metastas?s)).ti.

3. or/1-2

4. (*Lymphatic Metastasis/di or Sentinel Lymph Node Biopsy/) and
(Keratin-19/ or Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction/)

5. (Osna* or "one-step nucleic acid amplification" or CK19-
Osna).ti,ab.

6. ((sentinel or lymph* or axillar*) and node* and metastas*).ti. and
((quantitative and (RT-PCR or reverse?transcripta*)) or QRT-PCR
or RT-LAMP or (loop?mediated and isothermal?amplification)).
ti,ab.

7. or/4-6

8. and/3,7
"Sensitivity and Specificity"/ or "Predictive Value of Tests"/ or
(sensitiv* or specific* or (predictive adj2 value*) or likelihood or
((false or true) adj2 (positiv* or negativ*))).ti,ab.

10. 8 and 9

EMBASE (hasta julio 2011)

1.
2.

'breast cancer'/exp/mj

breast*:ti OR mamma®*:ti AND (cancer*:ti OR neoplasm*:ti OR
tumor*:ti OR tumour*:ti OR carcinoma*:ti OR metastas?s:ti)

#1 OR #2
'nucleic acid amplification'/de

osna*:ab,ti OR 'one-step nucleic acid amplification':ab,ti OR 'ck19
osna':ab,ti
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70

sentinel:ti OR lymph*:ti OR axillar*:ti AND node*:ti AND
metastas*:ti AND (quantitative:ab,ti AND ('rt per':ab,ti OR
reverse?transcripta®:ab,ti) OR 'qrt pcr':ab,ti OR 'rt lamp':ab,ti OR
(loop?mediated:ab,ti AND isothermal?amplification:ab,ti))

#4 OR #5 OR #6

‘cancer diagnosis'/de OR 'sensitivity and specificity'/de OR
'sensitivity analysis'’/de OR 'diagnostic accuracy'/de OR
'diagnostic error'/exp OR sensitivity*:ab,ti OR specificit*:ab,ti OR
(predictive:ab,ti AND value*:ab,ti) OR likelihood:ab,ti OR
(false:ab,ti OR true:ab,ti AND (positiv*:ab,ti OR negativ*:ab,ti))
#3 AND #7 AND #8
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Anexo 2: STARD listado de comprobacion
de estudios de pruebas diagnodsticas

Section and Topic

Item
#

T
TITLE/ABSTRACT/
KEYWORDS

INTRODUCTION

METHODS

Participants

Test methods

Statistical methods

1

10

11

12

13

T
Identify the article as a study of diagnostic accuracy (recommend

MeSH heading 'sensitivity and specificity’).

State the research questions or study aims, such as estimating
diagnostic accuracy or comparing accuracy between tests or across
participant groups.

The study population: The inclusion and exclusion criteria, setting and
locations where data were collected.

Participant recruitment: Was recruitment based on presenting
symptoms, results from previous tests, or the fact that the participants
had received the index tests or the reference standard?

Participant sampling: Was the study population a consecutive series
of participants defined by the selection criteria in item 3 and 47? If not,
specify how participants were further selected.

Data collection: Was data collection planned before the index test and
reference standard were performed (prospective study) or after
(retrospective study)?

The reference standard and its rationale.

Technical specifications of material and methods involved including
how and when measurements were taken, and/or cite references for
index tests and reference standard.

Definition of and rationale for the units, cut-offs and/or categories of
the results of the index tests and the reference standard.

The number, training and expertise of the persons executing and
reading the index tests and the reference standard.

Whether or not the readers of the index tests and reference standard
were blind (masked) to the results of the other test and describe any
other clinical information available to the readers.

Methods for calculating or comparing measures of diagnostic
accuracy, and the statistical methods used to quantify uncertainty
(e.g. 95% confidence intervals).

Methods for calculating test reproducibility, if done.
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Section and Topic

Item
#

RESULTS

Participants

Test results

Estimates

DISCUSSION

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

When study was performed, including beginning and end dates of
recruitment.

Clinical and demographic characteristics of the study population (at
least information on age, gender, spectrum of presenting symptoms).

The number of participants satisfying the criteria for inclusion who

did or did not undergo the index tests and/or the reference standard;
describe why participants failed to undergo either test (a flow diagram
is strongly recommended).

Time-interval between the index tests and the reference standard,
and any treatment administered in between.

Distribution of severity of disease (define criteria) in those with the
target condition; other diagnoses in participants without the target
condition.

A cross tabulation of the results of the index tests (including
indeterminate and missing results) by the results of the reference
standard; for continuous results, the distribution of the test results by
the results of the reference standard.

Any adverse events from performing the index tests or the reference
standard.

Estimates of diagnostic accuracy and measures of statistical
uncertainty (e.g. 95% confidence intervals).

How indeterminate results, missing data and outliers of the index tests
were handled.

Estimates of variability of diagnostic accuracy between subgroups of
participants, readers or centers, if done.

Estimates of test reproducibility, if done.

Discuss the clinical applicability of the study findings.
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