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Resumo

Em 2020, o cancro da mama foi o tumor maligno com maior incidéncia mundial e 0 sequndo
mais letal. O OSNA® classifica a presenca de metastases no ganglio sentinela como
micrometdstases ou macrometdstases. Este método apresenta alta sensibilidade e especificidade
e permite auxiliar a decisdo terapéutica de realizar ou ndao o esvaziamento ganglionar axilar, com o
objetivo de diminuir a morbilidade associada.

O principal objetivo deste trabalho foi conhecer a realidade dos casos em que se realizou
OSNA® no Hospital Pedro Hispano, analisar e interpretar os dados para implementar melhorias nos
procedimentos. Um total de 79 pacientes com metdstases no ganglio sentinela detetadas pelo
OSNA® foram incluidas no estudo.

A andlise permitiu confirmar que o OSNA® é uma metodologia segura na detecdo de
metastases ganglionares quando comparada a técnica convencional, principalmente para a detecao
de micrometdstases. No entanto, nao se verificou nenhum padrao que determinasse um perfil
caracteristico do tipo de metastizacao do ganglio sentinela pelo OSNA®.

Um estudo futuro que integre todas as pacientes com cancro da mama que realizaram o
ensaio molecular OSNA® permitira compreender melhor os perfis clinicos e anatomopatoldgicos

dos tumores associando ao resultado do OSNA®.

Palavras-chave: Cancro da Mama; OSNA; Micrometastase; Macrometastase; Ganglio

sentinela.



Abstract

In 2020, breast cancer was the malignant tumor with the highest incidence worldwide and
the second most lethal. OSNA® classifies the presence of sentinel node metastases as
micrometastases or macrometastases. This method has high sensitivity and specificity and can
help in the therapeutic decision of whether or not to perform axillary lymph node dissection, with the
aim of reducing associated morbidity.

The main objective of this work was to know the reality of the cases in which OSNA® was
performed at Hospital Pedro Hispano, analyze and interpret the data to implementimprovements in
the procedures. A total of 79 patients with OSNA® detected sentinel node metastases were included
in the study.

The analysis confirmed that OSNA® is a safe methodology in the detection of lymph node
metastases when compared to the conventional technique, mainly for the detection of
micrometastases. However, no pattern was found that determined a characteristic profile of the
type of sentinel node metastasis by OSNA®.

A future study that includes all breast cancer patients who underwent the OSNA® molecular
assay will allow a better understanding of the clinical and anatomopathological profiles of the

tumors associated with the OSNA® result.

Keywords: Breast cancer; O0SNA; Micrometastasis; Macrometastasis; Sentinel node.
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1. Introducao
1.1. 0 Cancro da Mama

0 cancro damamatem umaincidéncia estimada de 47,8 casos por cada 100 mil habitantes,
a nivel mundial (Figura 1) e foram registados 2,2 milhdes de novos casos diagnosticados (Figura 2),
tornando-o no tumor maligno mais incidente do mundo, em 2020, sequndo dados da GLOBOCAN.
Este tipo de cancro corresponde ao tumor maligno com a segunda maior taxa de mortalidade
mundial, estimada em 13,6 casos por cada 100 mil habitantes (Figura 1). Em Portugal, esta neoplasia

apresenta incidéncia estimada de 70,8 casos por cada 100 mil habitantes, com 7041 novos casos
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diagnosticados (Figura 2) e uma taxa de mortalidade de 12,7 casos por cada 100 mil habitantes, em
2020 (1).

Figura 1. Taxas de Incidéncia e Mortalidade do cancro da mama. Dados de 2020 a nivel mundial. Adaptado de (1).
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Figura 2. Niimeros de novos diagndsticos de cancros, em 2020, a nivel mundial (A) e em Portugal (B). Adaptado de (1).



O cancro da mama é uma doen¢a multifatorial, sendo conhecidos vdrios fatores que
contribuem para o seu desenvolvimento, tais como ser do género feminino, a idade, a histdria
reprodutiva da mulher, consumo de dlcool, terapéutica hormonal de substituicao, condigdes
benignas da mama e predisposicao genética. Varios fatores podem estar associados ao cancro da
mama, nao estando apenas por um fator de risco envolvido (2 - 4).

Relativamente ao género, a maior percentagem de cancro da mama ocorre no sexo
feminino e apenas aproximadamente 1% ocorre no sexo masculino (4). A doenca surge em qualquer
idade ap6s a puberdade, com taxas crescentes na vida adulta, assistindo-se a um aumento do risco
ao seu desenvolvimento associado ao envelhecimento (3 - 6).

A histdria reprodutiva também é um fator preponderante que influencia o desenvolvimento
de cancro da mama, estando descrito que quanto mais cedo a mulher menstruar e quanto mais tarde
entrar na menopausa, maior € o risco de desenvolver cancro da mama (4, 7). Cada atraso de um ano
na menopausa aumenta o risco de cancro da mama em 3% (7). Varios estudos demonstraram que
a utilizacao da terapia hormonal na menopausa esta associada a um aumento do risco de
desenvolvimento de cancro da mama, embora o seu uso melhore significativamente a qualidade de
vida por aliviar os sintomas da menopausa (7 — 12). A gravidez é um fator protetor, exceto se as
mulheres tiverem o seu primeiro filho em idade avancada. Mulheres que nao tiveram uma gravidez
a termo tém um risco aumentado de cancro de mama. Cada atraso de um ano na menarca ou cada
nascimento adicional diminui o risco de cancro de mama em 5% e 10%, respetivamente (4, 7 - 12).

0 consumo de alcool pode levar aum aumento de niveis de estrogénio, tendo-se verificado
em diversos estudos que a sua ingestao pode aumentar o risco de desenvolvimento de cancro da
mama em cerca de 30% (4, 6, 8). Em individuos obesos, também estd descrito um aumento dos
niveis de estrogénio, o que leva a uma associacao entre um maior indice de massa corporal (IMC) e
0 aumento do risco de desenvolver neoplasia. Assim, devem ser adotadas medidas de estilo de vida
mais sauddvel, para reducao do risco de desenvolvimento da doenca (4, 6, 8,13 -15).

Algumas condic6es benignas da mama podem aumentar risco de desenvolver cancro da
mama, nomeadamente as lesdes proliferativas com atipia, que foram ja associadas a um risco
aumentado, e as alteracdes proliferativas sem atipia, que estao apenas associadas a um risco
ligeiramente aumentado (4,7, 9,16, 17).

A histdria familiar é um importante fator de risco para a incidéncia de cancro da mama (3,
4). As mulheres com cancro da mama na sua familia de primeiro grau e/ou um parente de primeiro
grau diagnosticado antes dos 50 anos em comparacao com as diagnosticadas apds os 50 anos tém
maior probabilidade de vir a desenvolver a doenca (3, 4, 18,19). Quando uma mulher tem histdria
familiar de cancro da mama deve realizar um estudo genético, pois cerca de 5% das neoplasias da

mama sao classificadas como hereditdrias e cerca de 10% a 20% estao associadas a histdria



familiar (18 - 21). Os genes breast cancer 1 (BRCA1) e breast cancer 2 (BRCA2) sdo genes
supressores tumorais que codificam proteinas que estao envolvidas nos mecanismos de reparagao
de erros no dcido desoxirribonucleico (DNA, doinglés Desoxyribonucleic Acid)). Mutacdes nos genes
BRCA1 ou BRCA2 levam ao desenvolvimento do cancro da mama hereditdrio, sao herdados de
forma autossémica dominante, estando associados a um risco cumulativo médio de
desenvolvimento de cancro da mama aos 80 anos de 72% (BRCA1) e 69% (BRCA2) (18 — 21). Orisco
relativo de desenvolvimento de neoplasia da mama em homens com mutacao do gene BRCA1 é de

1% e dos que apresentam mutacao no gene BRCAZ2 varia entre 6 e 8% (20, 21).

1.2. Classificacao histoldgica

A designacao corrente de cancro da mama refere-se a uma neoplasia maligna de origem
epitelial da mama, o carcinoma mamdrio, que tem capacidade de disseminacao e € caracterizado
pela sua heterogeneidade clinica, morfoldgica e molecular (22).

Os carcinomas da mama sao estratificados em varios subtipos através do exame
andtomo-patoldgico, nomeadamente segundo o tipo histoldgico (classificacao da Organizacao
Mundial da Satide [OMS]), o grau histopatoldgico (sistema de Elston & Ellis) e o sistema TNM
(American Joint Committee on Cancer [AJCC]/ The Union for International Cancer Control [UICC]). O
estadio TNM que tem em consideracao a terapia neoadjuvante pré-operatdria, fornece um novo
estadiamento TNM - terapia pds-neoadjuvante TNM (ypTNM) - para realizar o estadiamento de
pacientes (22 - 28).

Os carcinomas mamarios sao divididos, por tipo histoldgico, em dois grandes grupos, o
carcinoma in situ e o carcinoma invasor (22). O carcinoma in situ caracteriza-se pela proliferacdo de
células neopldsicas nos ductos mamarios, dando origem ao carcinoma ductal in situ (CDIS), ou nas
unidades lobulares de ductos terminais, dando origem ao carcinoma lobular in situ (CLIS). Estes dois
tipos de tumores sao caracterizados por nao invadir a membrana basal, nao ocorrendo a
disseminacao, pelo que apresentam uma probabilidade de cura superior, nao havendo necessidade
de submeter os pacientes a quimioterapia. O carcinoma invasor tem diversos padroes histoldgicos
e caracteriza-se pela invasao dos tecidos adjacentes aos ductos ou I6bulos mamarios por células
cancerigenas, e assim, tem um grande potencial de disseminacao para outros érgaos. O carcinoma
invasor de nenhum tipo especial (carcinoma invasor NST) é responsavel por cerca de 50% a 75%
dos casos de carcinoma mamario. O carcinoma lobular invasor representa entre 5% a 15% de todos
0s carcinomas mamarios (22, 28 - 31).

No que concerne ao grau histoldgico de um tumor, o sistema de classificacao de Scarff-

Bloom-Richardson modificado por Elston-Ellis, conhecido como o Sistema de Classificacao de



Nottingham (SCN) e recomendado por vdrios organismos profissionais a nivel internacional (OMS,
AJCC, Royal Colégio de Patologistas-UK), contempla a avaliacdo da diferenciacao do carcinoma
mamario (23,24,32). Este sistema utiliza um score obtido pela soma dos valores de trés
caracteristicas histoldgicas: o pleomorfismo nuclear, a taxa mitética e a formacao tubular, onde é
atribuida uma pontuacao de 1 (préximo do normal) a 3 a cada uma das caracteristicas (Tabela 1) (23,

24,32 -34).

Tabela1. Sistema de Classificacao de Nottingham: caracteristicas e respetivos scores.

Caracteristica Score

Pleomorfismo nuclear

Discreto 1

Moderado 2

Acentuado 3
Taxa mitdtica

indice baixo 1

indice moderado 2

indice alto 3

Formacao tubular

Elevada 1
Moderada 2
Reduzida 3

O resultado do somatdrio do score atribuido a cada uma das trés caracteristicas permite
agrupar os tumores em trés graus: grau | (3 a 5), que corresponde a um tumor bem diferenciado;
grau Il (6 a 7), que corresponde a um tumor moderadamente diferenciado; e grau Il (8 a 9), que
corresponde aum tumor pouco diferenciado. Esta classificacao tem valor preditivo terapéutico e um
valor progndstico, onde o carcinoma de grau | apresenta bom progndstico e o carcinoma de grau lll
apresenta pior progngdstico (23, 24, 32 - 34).

O sistema TNM permite o estadiamento para caracterizar a extensao da doenca, através da
avaliacdo dos seguintes parametros: extensao do tumor primdrio (T); auséncia ou presenca de
metdstases em ganglios regionais (N); e a auséncia ou presenca de metdstases a distancia (M) (34
-36).

0 sistema TNM pode utilizar uma classificacao pré-tratamento, uma classificacao clinica
(TNM ou cTNM), uma classificacdo histopatoldgica pés-cirurgia e uma classificacao patoldgica
(pTNM). A avaliacao do tumor primario (T - score 1a 4) baseia-se no tamanho e extensao do tumor,
podendo esta ser estimada pela avaliacao clinica (cT), que compreende exames fisicos e
imagioldgicos (2, 24, 35, 37 - 39).



A avaliacao patoldgica do tumor primario (pT) compreende o nimero, localizacdo e o
diametro dos tumores na peca cirdrgica, o tipo e o grau histoldgico, a avaliacao das margens
cirtirgicas (distancia minima e presenca de CDIS), a avaliacao de invasao vascular e a avaliacao por
imunohistoquimica da expressao de recetores hormonais. Apds o tratamento neoadjuvante, é
efetuada uma avaliacdo da resposta a quimioterapia e da doenca residual (ypT), incluindo a
presenca de CDIS (2, 37-39).

A avaliacao de ganglios regionais (N — score O a 3) inclui a avaliacdo de ganglios axilares,
supraclaviculares e da cadeia mamdria interna ipsilateral. Os ganglios intramamarios sao
considerados como axilares, para categorizacao deste parametro. A avaliacdo clinica (cN) dos
ganglios, para além da palpacao e da ecografia das dreas ganglionares regionais, deve compreender
a realizacao da biopsia citoldgica ou histoldgica guiada por ecografia dos ganglios suspeitos.
Posteriormente, a avaliacao patoldgica (pN) pode ser realizada nos ganglios regionais através da
avaliacao do ganglio sentinela ou através dos ganglios excisados durante o esvaziamento axilar
(aquando metastizacdao do ganglio sentinela durante o exame extemporaneo). Pode ser
acrescentada a avaliacao da resposta a quimioterapia (ypN) e a presenca de doenca residual (2, 37-
39).

A avaliacao de doenca metastatica (M — score 0 a 1) é realizada, em casos de tumores com
um tamanho maior ou igual a 50mm, ganglios axilares clinicamente positivos, tumores
biologicamente agressivos e alteraces analiticas sugestivas de metastizacao. A doenca
metastatica no carcinoma da mama envolve, mais frequentemente, 0 0sso, figado, pulmao, cérebro
e ganglios linfaticos nao regionais. Este diagndstico compreende, por exemplo, uma tomografia
computorizada (TC) do térax, uma ecografia ou ressonancia magnética do abdémen, uma cintigrafia
dssea ou uma tomografia por emissao de positroes com fluorodeoxiglucose (2, 37- 39).

O sistema TNM possibilita a caracterizacao de cinco estadios para o cancro da mama,
designados por niimeros romanos de 0 a IV (Figura 3). De uma forma geral, o progndstico é melhor
guanto menor é o estadio (24, 35, 40, 41).

Embora a classificacao histoldgica se encontre bem estabelecida e validada, permanece
insuficiente para refletir a heterogeneidade bioldgica e clinica do carcinoma mamadrio. O progresso
de técnicas moleculares e da bioinformatica ajuda a compreensao da biologia e do comportamento
do tumor, dividindo em diferentes subtipos moleculares, contribuindo para auxiliar a atribuicao de

diferentes progndsticos e opcoes terapéuticas (42, 43).



1V: Cancro metastatico

lll: Localmente avancgado: tumor >50mm com disseminacao
para tecidos ou ganglios préximos

1l: Localmente avanc¢ado; tumor entre
20mm e 50mm

I: Precoce; tumor <20mm

0: Carcinoma
in situ

Figura 3. Estadiamento do cancro da mama baseado no sistema TNM. Adaptado de (40).

1.3. Classificacao molecular

Os tumores mamadrios sao classificados em quatro subtipos moleculares (Tabela 3),
baseados, essencialmente, no estado de expressao do recetor de estrogénio (RE), do recetor de
progesterona (RP) e do recetor do tipo 2 do Human Epidermal Growth Factor (HER?2).
Adicionalmente, é realizada a avaliacao do indice de proliferacao tumoral, através da avaliacao da
expressao do biomarcador nuclear KI67. Esta caracterizacao permite avaliar os tumores que
respondem a terapias dirigidas, assim como prever o comportamento dos tumores, determinando o
seu progndstico (39, 44, 45).

A expressao de RE ocorre em cerca de 75% de todos os tumores mamarios, sendo o
carcinoma da mama RE positivo o tipo mais prevalente de carcinoma mamadrio diagnosticado em
mulheres (4, 47,48). A expressao do RE, apesar de ter um valor preditivo negativo, tem uma boa
relacao com a eficacia da terapia enddcrina, visto que, ao visar uma melhoria dos resultados clinicos,
aumenta as taxas de tratamento do cancro precoce, melhora as taxas de resposta e permite um
controlo da doenca metastatica (4, 39, 44, 45, 47, 48).

O recetor HER2 é um recetor membranar para fatores de crescimento, estando a sua
expressao associada ao crescimento/proliferacao celular. 0 HER2 esta sobrexpresso em cerca de
12% a 20% dos carcinomas da mama, estando associado a caracteristicas histoldgicas mais
agressivas e a um pior progndstico (42). Contudo, pacientes com tumores HER2* tém uma boa
resposta terapias dirigidas anti-HERZ2, tal como, o Trastuzumab, apresentando uma melhoria da
sobrevida livre de progressao e ainda da sobrevida global, quando combinada com quimioterapiano
cancro metastatico (39, 42, 44, 45, 49,50).



Tabela 2. Classificacao molecular do cancro da mama. Adaptado de (4, 39, 46).

. . . Tipo basal
Parametro Luminal Luminal B Enriquecido (Triplo
A com HER2 P
negativo)
Recetor de
. . . Negativos ou )
Estrogénio e de Positivos Um ou ambos positivos . Negativos
positivos
Progesterona
HERZ2 Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
Kl67 Baixo Indiferente Alto Alto Alto
Grau histoldgico loull Toulll 11} 11}
Resposta Terapia Quimioterapia, Trastuzumab,  Trastuzumab,
L ) o o ~ Quimioterapia
terapéutica hormonal terapia enddcrina quimioterapia
Muito
Prognéstico Favoravel Desfavoravel Desfavoravel .
desfavoravel

A expressao do marcador de proliferacao tumoral KI6 7 também deve ser determinada por
imunohistoquimica (42). O indice KI67 é um relevante biomarcador porque permite avaliar a
agressividade da doenca. Uma expressao elevada de KI67 estd associada a um maior grau
histoldgico do tumor e, para alémdisso, é importante para a adaptacao do esquema terapéutico, pois
a resposta a quimioterapia pode ser alterada consoante a atividade proliferativa de células
cancerigenas. Outros estudos relatam que, apesar de nao existir consenso sobre cutoff ideal que
determine o que é um valor baixo ou elevado, usado para auxiliar as decisoes terapéuticas, o indice
alto de KI67 estd associado a uma maior taxa de recidiva e a uma pior sobrevida (39, 42, 44, 45, 51
- 55).

0 estudo imunohistoquimico também é utilizado na pesquisa de células epiteliais tumorais,
as quais expressam a citoqueratina 19 (CK19), na biopsia tumoral. Esta avaliacdo é imprescindivel
para identificar os pacientes que podem ser alvo de uma avaliacao intraoperatdria do ganglio
sentinela através do ensaio One Step Nucleic acid Amplification (OSNA®), sendo assim, definido um
critério de inclusao, casos positivos para a expressao da CK19, para a realizacao do ensaio OSNA®
intraoperatdrio (56 — 57). Na biopsia do ganglio esta pesquisa € realizada para identificar macro e
micro metdstases de cancro da mama porque a expressao de CK19 é especifica para células
epiteliais de mama, ndo sendo expressa nas células presentes em ganglios linfaticos normais. (39,
56 -59)

A utilizacao de assinaturas multigenes também se tornou mais usual por ter impacto
prognastico e informacao preditiva relativamente a eficacia da hormonoterapia, da terapéutica alvo

anti-HER2 e da quimioterapia neoadjuvante (39, 45).



1.4. Terapiamamadria

O tratamento standard para o carcinoma mamario compreende a cirurgia combinada com
outras terapias, como terapias dirigidas, radioterapia e/ou quimioterapia. O tipo de tratamento
realizado é determinado por uma equipa multidisciplinar médica em conjunto com o paciente e, de
acordo com diversos fatores, como o estadio da doenca, as caracteristicas do carcinoma e a idade
da paciente. A escolha do tipo de cirurgia advém de fatores como a classificacao histoldgica do
tumor, podendo ser uma cirurgia conservadora da mama (tumorectomia, mastectomia segmentar
ou parcial) ou mastectomia radical modificada (60, 61).

Nos carcinomas mamarios em estadios iniciais (I ou Il) realiza-se, numa primeira
abordagem, a cirurgia conservadora da mama. No decorrer da cirurgia, o cirurgiao pode efetuar,
quando necessario, a dissecao ganglionar ou o esvaziamento ganglionar axilar, de forma a verificar
a existéncia ou auséncia de invasao linfdtica. Geralmente, apds este tipo de cirurgia a paciente
realiza radioterapia (60, 61).

A mastectomia radical modificada é realizada, principalmente, nos carcinomas mamarios
em estadio avancado (I1l). Nesta cirurgia é realizada a remocao total damama e o esvaziamento dos
ganglios axilares (60, 61). A remocao de toda a cadeia ganglionar axilar estd associada a uma
morbilidade consideravel acarretando diversos efeitos secunddrios, como dorméncia e linfoedema
no braco (60 - 62).

Esta descrito na literatura um aumento do ndmero de casos diagnosticados em fases
iniciais e com ganglios excisados negativos, pelo que, no sentido de diminuir a morbilidade
associada ao esvaziamento axilar, tém sido adotadas metodologias que permitam a avaliacao
intraoperatdria do ganglio sentinela, com vista a preservacao da cadeia ganglionar axilar sempre

que possivel (60 - 62).

1.5. Ganglio sentinela

0 ganglio sentinela é definido como o primeiro ganglio de uma area ganglionar a receber a
linfa dessa regiao (63). No contexto de um carcinoma mamadrio, as células cancerigenas do tumor,
conjuntamente com a linfa, drenam para a regiao axilar regional, mais precisamente para o ganglio
sentinela. A principal via de disseminacao dos tumores epiteliais é a via linfdtica, embora possa
ocorrer por via sanguinea, dependendo da localizacao do tumor. O estado dos ganglios axilares é um
fator crucial para progndstico do cancro da mama e é utilizado para orientar decisoes terapéuticas

locais, regionais e sistémicas (63- 66)



Aidentificacao do ganglio sentinela para a realizacao do ensaio OSNA® é efetuada através
da injecao de um radiofdrmaco (linfocintilografia) na drea préximo a aréola, nos dias que precedem
a cirurgia, o qual vai drenar para o ganglio linfatico e, durante a cirurgia, este é detetado através de
um detetor de radiacao (64 - 66).

No carcinoma mamario a cadeia ganglionar axilar é acessivel cirurgicamente, pelo que é
possivel estudar a metastizacao do ganglio sentinela através da sua ressecao (lindadenectomia).
De referir que, se o ganglio sentinela esta isento de metastases, os restantes ganglios da cadeia
também estao isentos (64 - 66).

Durante acirurgia, para além da remocao da lesao tumoral, é realizada aremocao do ganglio
sentinela, para avaliacao intraoperatdria. Esta avaliacao pode ser realizada através da aplicacao de
técnicas convencionais, que sdo, a realizacao de um esfregaco citoldgico ou de um imprint e/ou
realizacao de cortes de congelacao, com posterior coloracao de Hematoxilina & Eosina (H&E), que
permite a visualizacdao de ambos ao microscdpio Gtico (64 — 66). Atualmente, em algumas
instituicoes € realizado o ensaio OSNA® nos pacientes em que foi previamente confirmada a

expressao da CK19 na biopsia tumoral.

1.6.  One Step Nucleic Acid Amplification

As técnicas de biologia molecular utilizadas para a avaliacao intraoperatdria da presenca de
metastases no ganglio sentinela efetuam a detecao e a quantificacao da expressao especifica de
um dado acido ribonucleico mensageiro (MRNA, do inglés Messenger Ribonucleic Acid) (59).
Existem duas técnicas passiveis de usar: a metodologia quantitative reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (QRT-PCR), que por incluir varias etapas (extracao de mRNA, purificacao
e sintese de acido desoxirribonucleico complementar (cDNA, do inglés Complementary
Desoxyribonucleic Acid) é mais demorada; e a metodologia One Step Nucleic Acid Amplification
(OSNA®), que é mais rdpida, por ter apenas uma etapa, devido a ser possivel efetuar a amplificacao
de genes sem purificacao de ARN nesta técnica. De referir que na técnica OSNA® a incubacao de
amostras é feita a uma temperatura constante com uma mistura de primers e DNA polimerase (59,
67-72).

0 ensaio molecular OSNA® é utilizado durante o exame extemporaneo para a avaliacdo do
ganglio sentinela e analisa todo o tecido linfatico do ganglio. E um método de diagnéstico molecular
automatizado que utiliza a tecnologia reverse transcription loop-mediated isothermal amplification
(RT-LAMP) como método de amplificacao de acidos nucleicos para detetar a nivel do mRNA o grau

de expressao do gene que codifica a CK19. A quantidade de expressao do mRNA para a CK19 esta



correlacionada com o tamanho dos focos metastaticos presentes no ganglio analisado e o sistema
indica a extensao da carga tumoral metastdtica (69 -72).

Este método utiliza a transcriptase reversa para converter o mMRNA em cDNA e areplicacao
é realizada através do RT-LAMP. Este é um procedimento isotérmico rapido, a reacao ocorre em
cerca de 16 minutos, sem necessitar de purificacao do ARN. A avaliacao da expressao da CK19 é
conseguida através de 6 pares de primers especificos para a mesma sequéncia alvo de cDNA. O
principio da detecao é baseado na libertacao de pirofosfatos que ao interagirem com magnésio,
originam um precipitado de pirofosfato de magnésio, que é detetado/lido por turbidimetria, sendo
usado diretamente o homogeneizado do ganglio. A avaliacao do resultado é consequida pela
comparacao do valor obtido da amostra com uma curva padrao que é realizada com os valores
obtidos para trés calibradores com diferentes concentracdes conhecidas de mRNA para a CK19 (69
-74).

A primeira etapa da técnica consiste na pesagem do ganglio, que deve estar entre 25-
600mg, seguida da sua maceracao e a sua preparacao com o reagente de homogeneizacao, que
estabiliza as moléculas de mRNA e protege-as do efeito inibidor de substancias potencialmente
presentes no tecido homogeneizado. Posteriormente, a amostra é introduzida no sistema
automatizado de detecao em tempo real que garante resultados rapidos, precisos e padronizados.
0 tempo despendido para apresentacao dos resultados depende do nimero de ganglios que estao
a ser analisados, mas no total o teste demora cerca de 30 minutos (69, 71, 72).

Uma das limitacoes desta técnica é o procedimento da amostra usar o ganglio na sua
totalidade, o que ndo permite a posterior reavaliacao do material (57). Para além desta limitacao por
isso, alguns estudos revelam que este método pode dar resultados controversos em pacientes com
terapia neoadjuvante, devido a quimioterapia pode alterar a expressao da CK19. Outras limitacées
sao a impossibilidade de avaliar invasoes extraganglionares associadas a um mau progngstico e a
obtencao de resultados falsos negativos devido a presenca de metastases que tém uma baixa
expressao de CK19, estando descrita em 1,6% a 11,1% dos casos, que é o caso dos carcinomas
mamadrios com fendtipo triplo-negativo (75, 76).

A utilizacao do diagndstico molecular, quando usada em exame intraoperatdrio, evita
cirurgias secundarias causadas por falsos negativos, associados a exames intraoperatdérios com
base em cortes de congelacao e em imprints, apresentando uma taxa média de falsos negativos
dessas técnicas intraoperatdrias de 25% (75, 77).

0 OSNA® evita assim erros de amostragem porque utiliza todo o ganglio homogeneizado e
demonstra eficacia para detecao de metastases em comparagao com o método anatomopatoldgico
convencional (66, 75). Esta técnica permite um aumento na detecdo de micrometdstases (grupos

de células tumorais variando entre 0,2 e 2 mm) e células tumorais isoladas (ITC) ndo maior que 0,2
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mm. Reconhece-se também a sua precisao e confiabilidade dado a diminuicao de erros

relacionados ao observador por ser um procedimento automatizado (36, 66, 72,74, 75, 78).
1.7. Micrometastase e macrometastase

No cancro da mama a disseminacao ocorre desde um estadio inicial e progride para lesao
invasora, com capacidade de metastizacao. A presenca de metastases, € um indicador de
malignidade (79, 80).

A positividade do ganglio sentinela é distinguida em duas categorias pelo OSNA®:
micrometdstase e macrometdstase, sendo indicado proceder ao esvaziamento ganglionar axilar
guando o ganglio linftico apresenta uma macrometdstase (65, 72). Este procedimento pode causar
morbilidades, visto que aquando da dissecao ganglionar ou esvaziamento axilar podem ocorrer
danos no plexo nervoso, o que representa uma preocupacao quando é possivel evitar. Quando é
realizada apenas a dissecao do ganglio sentinela existe menor probabilidade de ocorrer danos no
plexo nervoso e consequentemente um menor risco de ocorrer morbilidades. O resultado positivo
para micrometdstase leva, na maioria das vezes, auma abordagem conservadora da axila (65, 81—
86). Tem sido evidenciado uma diminuicdo significativa no nimero de esvaziamentos
injustificaveis, em cerca de 61,4% a 83,3% dos pacientes submetidos a avaliacao intraoperatdria do
ganglio sentinela, uma vez que estd demonstrado que as ITC apresentam baixo risco de
metastizacao axilar (85).

0 estudo desenvolvido pelo IBCSG Statistical Center (IBCSG Trial 23-01) demonstrou que,
apds um acompanhamento médio de 9,7 anos, a dissecao ganglionar axilar nao é fundamentada
para pacientes com ganglio sentinela micrometastdtico, nao sendo encontrada nenhuma diferenca
na sobrevida livre de doenca, sobrevida global ou recorréncia da doenca (84, 88, 89). Outros
estudos, evidenciam também que a dissecao axilar nao se justifica em pacientes com envolvimento
limitado do ganglio sentinela, desde que os pacientes com cirurgia conservadora da mamarecebam
radioterapia e tratamento adjuvante sistémico (87- 90).

A realizacao da abordagem conservadora da axila quando o resultado do OSNA® é de
micrometdstase pode ser ou nao benéfica, dado que alguns estudos demonstram ser benéfica e
outros estudos relatam que 20% a 30% dos pacientes com ganglios linfdticos negativos vao
desenvolver doenca metastatica do mesmo tumor (62, 65, 86). A realizacao da remocao de todos
0s ganglios axilares nos casos em que o OSNA® tem o resultado de macrometdstase, apesar de ser
0 procedimento recomendado pelas normas internacionalmente estabelecidas, acarreta
morbilidades considerdveis para a paciente e poderao os ganglios removidos nao estar
metastizados o que por si nao causaria disseminacao da doenca. Estudos relatam ainda que a

dissecao axilar nao é necessaria para controlar a doenca a longo prazo e para a sobrevida da
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paciente, mesmo para pacientes com tumores positivos para recetores hormonais de recorréncia
tardia (62, 65, 86, 91, 92). Além disso, em casos de cancro precoce, quase 80% das dissecoes
axilares nao apresentam metastases e, portanto, constituem uma cirurgia de remocao dos ganglios
axilares desnecessaria (83).

A metastizacao ganglionar é um elemento importante de progndstico. A biopsia do ganglio
sentinela permite realizar um estadiamento, mas nao é suficiente para a tomada de decisoes
intraoperatdrias e, por essa razao, sao realizadas outras técnicas durante a cirurgia que permitem
predizer melhor o tumor, tais como, imprint, cortes de congelacdo e mais recentemente 0 OSNA®
(66). A aplicacao de técnicas apenas no ganglio sentinela permite aos patologistas uma maior
concentracao no pequeno nudmero de ganglios removidos, que apresentam uma maior
probabilidade de conter células tumorais, devido a sua caracteristica de serem o primeiro filtro de
drenagem da regiao. Apds a avaliacao da presenca ou auséncia de células neopldsicas e realizada a
classificacao do ganglio sentinela como positivo ou negativo, é feita uma gestao padronizada de
acordo com diretrizes nacionais e internacionais, que orientam dissecao ganglionar axilar em casos
de positividade (66, 93, 94).

Até ao presente, continuam em debate as implicacdes progndsticas e terapéuticas da
micrometdstase em termos de recorréncia local e de sobrevivéncia a longo prazo (66). Alguns
estudos relatam que a detecao de micrometdstases nao afeta o progndstico, mas outros autores
descrevem que essa detecao representa um fator progndstico negativo associado ao aumento do
risco de comprometimento dos restantes ganglios nao sentinela e do aparecimento de metastases
a distancia (95 - 97). Outros estudos referem que as caracteristicas do tumor tém um papel
importante na metastizacao, nomeadamente o seu tamanho, o comportamento bioldgico, a
presenca de invasao linfovascular e o grau histoldgico (98).

Uma técnica de detecao de metdstases é crucial para a detecao e distincao entre ganglios
sentinela negativos, com ITC, com micrometdstases ou macrometastes, tendo em consideracao
gue o tratamento do tecido linfético loco-regional desempenha um papel essencial (66, 94, 99).

A metastizacao ganglionar axilar é destacada como o fator de progndstico isolado mais
importante em pacientes com cancro da mama, mas a metastizacao ganglionar caracteristica de
cada tipo celular de cancro da mama nao esta ainda esclarecida. Continuam a decorrer diversos
estudos no sentido de compreender melhor o comportamento dos tumores e a relacao entre estes

e a presenca de metdstases ganglionares (94, 99).
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2. Objetivos

0 estado do ganglio axilar é um indicador chave no progndstico do cancro da mama. O
método comumente utilizado para estudar o ganglio sentinela durante o exame extemporaneo é o
imprint. Em algumas Instituicoes € utilizado o ensaio OSNA® que contribuiu para o aumento da
sensibilidade na pesquisa de metdstases no ganglio sentinela. Este ensaio quantifica o nimero de
cOpias do mRNA da citoqueratina 19 de forma a indicar metdstases no ganglio sentinela.

Vdrios estudos investigam o impacto que o estado do ganglio sentinela pode ter no
progndstico do paciente, assim como na sua qualidade de vida.

O principal objetivo deste trabalho foi conhecer a realidade dos casos em que se realizou
OSNA® na Unidade Local de Satde de Matosinhos, EPE - Hospital Pedro Hispano, analisar e
interpretar os dados para implementar melhorias nos procedimentos.

Paratal, procedeu-se aumaavaliacao retrospetiva dos casos em que foirealizada a técnica
do OSNA® e a uma comparacao dos seus resultados com os obtidos em técnicas convencionais de
avaliacao de ganglios sentinela e ganglios nao sentinela. Nos casos selecionados foram avaliadas
possiveis associacoes entre 0s resultados obtidos pela técnica OSNA® (presenca de

micrometdstases ou presenca de macrometastases ganglionares) e parametros clinicopatoldgicos.
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3. Materiais e Métodos
3.1. Amostra

Neste estudo foram recolhidas informacdes de pacientes com cancro da mama
acompanhadas no Servico de Anatomia Patoldgica (SAP), na Unidade Local de Salde de
Matosinhos, EPE - Hospital Pedro Hispano, entre os anos de 2015 e 2021. Foram incluidos no
estudo pacientes do sexo feminino com resultado positivo para metastizacao ganglionar na
avaliacdo intraoperatdria do ganglio sentinela através do ensaio OSNA® e cuja expressao da CK19
foi confirmada previamente por imunohistoquimica em biopsia tumoral mamaria.

As informacoes clinicopatoldgicas foram recolhidas das bases de dados do SAP. Foi
identificado o ano de realizacao do OSNA® e a idade da paciente aquando o diagndstico. Foram
recolhidas informacdes sobre os antecedentes familiares de cancro da mama ou ovario e, nas
pacientes que realizaram avaliacao do estado mutacional do BRCA1 e BRCAZ, foi recolhido o
resultado obtido. Nas pacientes com presenca de metdstases de carcinoma da mama foi registado
o0 ano em que foram diagnosticadas e a localizacao da metdstase e, da mesma forma, foi recolhida
adata em que foramregistados casos de recidiva de carcinoma da mama. O tipo de terapia realizado
pelas pacientes também foi considerado. Relativamente as caracteristicas tumorais, os dados
recolhidos foram o diagndstico (segundo a 0.M.S.), o grau histoldgico, o tamanho do tumor, a
expressao dos recetores hormonais, HER2 e KI67 e a classificacao molecular. No que concerne a
avaliacao dos exames extemporaneos, recolheu-se o resultado do OSNA® (micrometdstase ou
macrometdstase), o niimero de ganglios enviados para OSNA®, o tamanho do maior ganglio enviado
para OSNA® e o resultado do imprint. Foram consideradas as informacoes acerca da realizacdo ou
nao de esvaziamento axilar, do nimero de ganglios enviados para andlise em parafina resultantes
do esvaziamento axilar e o respetivo resultado da analise histoldgica.

Para o tratamento dos dados, alguns parametros foram agrupados, nomeadamente a
idade, o tamanho do tumor, tamanho do ganglio e a expressao do KI67. No caso da idade das
pacientes aquando do diagndstico foram definidos trés grupos, ou seja, pacientes com idades
menores de 30 anos, compreendidas entre 0s 30 e 50 anos, e maiores de 50 anos. Na avaliacao do
tamanho do tumor e do ganglio foram definidas duas categorias, tendo sido utilizado o valor
mediano como ponto de corte. Na avaliacao da expressao do KI67 os casos foram distribuidos em
dois grupos amostrais consoante a percentagem de células que expressam do marcador K167,

nomeadamente no grupo “inferior a 30%" ou no grupo “igual ou superior a 30%".
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3.2. Realizacao do exame extemporaneo e OSNA®

0 exame extemporaneo € realizado durante a cirurgia mamaria e envolve a remogao e
andlise do ganglio sentinela, podendo ser excisados mais do que um ganglio axilar linfatico. Os
ganglios a analisar foram transportados sem fixador até ao SAP, tendo sido, na maioria das vezes,
realizados imprints, além do OSNA®, que foram corados pela coloracao de Hematoxilina-Eosina e
avaliados microscopicamente. No ensaio OSNA®, o tecido adiposo foi separado do ganglio, sendo
este pesado, homogeneizado e colocado no Analisador RD-100i ou no Analisador RD-210 (Sysmex
Corporation® Kobe, Japao). Este equipamento realiza a andlise através da metodologia RT-LAMP,
indicando o nimero de cdpias de mMRNA de CK19 com base numa curva de calibracao e classificando

o resultado em trés categorias diferentes (Tabela 3).

Tabela 3. Categorizagao dos resultados de acordo com o niimero de cGpias de CK19 obtida no RD100i/RD-210 (Adaptado do Guia de
formagao OSNA® da Sysmex Corporation®) (72).

CK19 Q. CK19 SQ. CK19 C. (cCp/pL) Classificagao da Metdstase Ganglionar
Positivo (++) >5.0E+03 Macrometastase

Positivo (+) 2.5E+02 - 5.0E+03 Micrometdstase

Negativo ) <2.5E+02 Negativo

Q.: Qualitativo; SQ.: Sinal-qualitativo; C: Carga tumoral cCp: Cépias

Nos exames extemporaneos em que foram recebidos mais do que um ganglio para a
realizacao do OSNA®, o resultado determinado foi definido pelo ganglio que apresentou maior
ndmero de cdpias de mRNA de CK19.

Nos casos em que foi realizado o esvaziamento axilar, os ganglios foram submetidos ao
procedimento convencional histoldgico e foi feita a andlise em cortes de parafina corados pela

coloracao de rotina Hematoxilina-Eosina, para avaliacao da presenca de células tumorais.

3.3. Analise estatistica

Os resultados foram expressos sob a forma de frequéncias absolutas e relativas. Os dados
foram tratados estatisticamente no software IBM Statistical PaCKage for the Social Scienses
(SPSS) para o Windows® versao 28.0 (SPSS Inc, llinois, Chicago). Os resultados foram estimados
usando o intervalo de confianca de 95% e o nivel de significancia admitido foi de 0,05.

Foram verificadas as possiveis associacdes entre os resultados do ensaio OSNA®,
micrometdstase e macrometdstase, e todos os parametros recolhidos relativamente a amostra em
estudo, descritos anteriormente. A avaliacao da associacao entre as varidveis categdricas foi
estudada através da aplicacao do teste de Qui-quadrado, enquanto a associacao com as variaveis

numeéricas baseou-se no teste T para amostras independentes.

15



4. Resultados
4.1. Caracterizacao daamostra

Neste estudo foram selecionados 79 casos de pacientes do género feminino que
preencheram os critérios de inclusao definidos. A maior frequéncia de casos foi observada nos anos

de 2019 e 2021, com 19 casos em cada ano (Tabela 4).

Tabela 4. Distribuicao das frequéncias absolutas e relativas do ndmero de casos por ano.

Ano de realizacao do OSNA® Nudmero de casos (%)

2015 5(6%)

2016 0(0%)

2017 17 (22%)

2018 15 (19%)

2019 19 (24%)
2020 4(5%)

2021 19 (24%)

Total 79 (100%)

A idade média das pacientes selecionadas foi de 58 anos, com valor mediano de 57 anos,
valor minimo de 28 anos e valor maximo de 84 anos. O escalao etario a partir dos 50 anos foi o que
apresentou maior frequéncia de casos, tendo apenas uma paciente apresentado idade inferior a 30

anos (Figura 4).
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Figura 4. Distribuicao do nimero de casos por escalao etario.

Dos casos estudados, 30 pacientes (38,0%) apresentaram antecedentes familiares de
cancro da mama, nao tendo sido possivel recolher dados relativos aos antecedentes familiares de

quatro pacientes (5,1%). Das 30 pacientes, 11 (36,7%) realizaram testes genéticos para pesquisa de
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mutacdes no gene BRCA1e BRCA2, sendo que uma (9,1%) apresentou resultado positivo para uma
variante de significado incerto do gene BRCA2 (Ser1205del) e as restantes nao apresentaram
mutacdes para ambos os genes. Dos 45 casos (57,0%) que nao apresentaram antecedentes
familiares, quatro pacientes (8,9%) realizaram o teste genético, identificando-se apenas um caso
com o resultado positivo para uma variante de significado clinico desconhecido relativamente ao
gene BRCAZ2.

Da amostra em estudo, trés pacientes (3,8%) foram diagnosticadas com metdstases
mamarias noutros 6rgaos (Tabela 5), diagndstico esse realizado posteriormente a avaliacao do

ganglio sentinela pelo ensaio de OSNA®.

Tabela 5. Follow upe avaliagao da metastizacao.

Ano de diagndstico de metdstase
Ano de realizagdo do OSNA® Localizacao da metastase mamaria
mamaria
2015 2020 Figado
2017 2019 Osso
2017 2021 Osso

Foi também observado que trés pacientes (3,8%) apresentaram recidiva local da doenca,
sendo que, nenhuma destas pacientes tinha sido submetida a avaliacao intraoperatdria pelo ensaio
OSNA® na cirurgia anterior. As primeiras cirurgias ocorreram em 2008, 2016 e 2018, tendo sida
diagnosticada a recidiva em 2019 (as duas primeiras) e em 2020, altura em que se realizou cirurgia
com avaliacdo intraoperatdria. Antes da cirurgia 29 das pacientes (36,7%) realizaram quimioterapia

neoadjuvante.

4.2. Caracterizacao dostumores

Na Tabela 6 encontra-se a caracterizacao dos tumores dos casos estudados, pela
avaliacao de cortes em parafina dabiépsiamamadria. O tumor mais prevalente é o carcinomainvasor
NST (83,5%) e o menos prevalente é o carcinoma ductal in situ (1,3%). E de realcar que,
relativamente ao indice KI67, mais de metade (64,9%) dos tumores do estudo apresentaram uma
percentagem bhaixa de células marcadas (<30%). O subtipo luminal A destacou-se como sendo o

subtipo molecular mais frequente na amostra (80,5%).
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Tabela 6. Frequéncias absolutas e relativas dos casos categorizados em cada um dos parametros utilizados para caracterizagdo dos

tumores.
. ’ Ntmero total de
Parametro Categoria Numero de casos (%)
casos analisados
Carcinoma ductal in situ 1(1,3%)
Classificagdo histoldgica Carcinoma invasor NST 66 (83,5%)
79
(0O.MS) Carcinoma lobular invasor 10 (12,7%)
Carcinoma papilar 2 (2,5%)
| 9(12,3%)
Grau histoldégico Il 47 (64,4%) 73
] 17 (23,3%)
<18 41(54,7%)
Tamanho do tumor (mm) 75
>18 34(453%)
Expressao do Recetorde  Positivo 73(94,8%) .
estrogénio Negativo 4(5,2%)
Expressao do Recetor de Positivo 55 (71,4%) .
progesterona Negativo 22 (28,6%)
Positivo 14 (18,4%)
Amplificacdo do HER2 76
Negativo 62 (81,6%)
Percentagem de células <30% 50(64,9%) .
marcadas para KI67 >30% 27 (35,1%)
Luminal A 62 (80,5%)
Luminal B 1(14,3%)
Classificacdo molecular 7
Enriquecido com HER2 1(1,3%)
Tipo basal (Triplo negativo) 3(3,9%)
4.3. Caracterizacao do exame extemporaneo

No que diz respeito ao resultado do OSNA®, da totalidade dos 79 casos, 37 (46,8%) foram
considerados micrometdstases, enquanto 42 (53,2%) corresponderam a macrometdstases.

0 ntimero de ganglios enviados para 0 exame extemporaneo (Tabela 7) variou entre 1e 7,
tendo-se registado 30 casos (38,0%) com envio de apenas um ganglio. O tamanho médio do ganglio
ou do maior ganglio enviado para OSNA® foi de 16,49mm (mediana=15,00mm; minimo=3mm,;
mdximo=35mm). No momento da cirurgia foi observado que mais de metade das pacientes (58,6%)
apresentaram o maior ganglio enviado para extemporaneo com um tamanho menor ou igual a
15mm. Em relacdo ao tamanho do maior ganglio enviado para OSNA® ndo se verificou uma

associacao deste com o resultado obtido no OSNA® (Tabela 8).
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Tabela 7. Caracterizagao do nimero de ganglios enviados para exame extemporaneo.

30(38,0%)
28 (35,4%)
9 (1,4%)
7(8,9%)
2 (2,5%)
2 (2,5%)
7 1(1.3%)
Total 79 (100%)

Al U M W NV

Tabela 8. Frequéncias absolutas de parametros avaliados na caracterizagao do exame extemporaneo e sua associagao com o0s

resultados do ensaio OSNA®.

2 10 18
3 7 2
Numero de ganglios 4 4 3 0,521 79
5 1 1
6 2
7 0 1
Tamanho do maior <5 n 18
ganglio enviado para 0,097 79
OSNA® (mm) >15 26 24
Positivo 10 25
Resultado do imprint *0,013 75
Negativo 25 15
Realizagao de Sim 15 37
*<0,001 79
esvaziamento axilar Nao 22 5
Positivo para
Andlise histoldgica dos ) . 3 14
células neoplasicas
ganglios em cortes de 0,214 52
Negativo para
parafina 12 23

células neoplasicas

*Valor estatisticamente significativo
OSNA®: One Step Nucleic Acid Amplification

Durante o exame extemporaneo do ganglio sentinela, nos 75 casos (94,9%) em que foi
realizado imprint, observaram-se 35 casos positivos (46,7%) e 40 negativos (53,3%) para presenca

de células malignas. Relativamente a distribuicdo dos resultados do OSNA® em casos de imprint



positivo ou negativo (Figura 5 e Tabela 8), observa-se que resultados negativos no imprint estao,
na sua maioria, associados a casos de micrometdstases, enquanto os resultados positivos no
imprint estao associados a macrometdstases, sendo as diferencas observadas estatisticamente

significativas (p=0,013).
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Figura 5. Distribuigdo dos resultados do ensaio OSNA® pelo resultado do imprint.

Relativamente ao procedimento do esvaziamento ganglionar da cadeia axilar, esta
metodologia foi adotada em 52 dos casos (65,8%), onde 15 das pacientes (28,8%) que realizaram
este procedimento apresentaram um resultado de micrometdstase e 37 pacientes (71,2%)
apresentaram macrometastase. De realcar que a maioria das doentes com macrometastase
realizou o procedimento e, contrariamente a maioria das doentes com micrometastases nao
realizou o procedimento (p<0,001).

A média do nimero de ganglios retirados do esvaziamento axilar foi de 11,31, com o valor
mediano de 11, valor minimo de 1ganglio retirado e valor maximo de 31 ganglios retirados. O niimero
de ganglios removidos através do esvaziamento axilar e enviados para avaliacao em parafina esta
correlacionado com o resultado de OSNA® (p<0,001), verificando-se que sdo enviados mais
ganglios quando se detetam macrometdstases.

Do total de casos de esvaziamento realizados, apds avaliacao histoldgica em parafina dos
ganglios, 35 casos apresentaram resultado negativo para células neopldsicas (67,3%) e enquanto
17 apresentaram resultado positivo para células neopldsicas (32,7%) nao se correlacionando esta
avaliacdo com o resultado do OSNA® (p=0,214), observando-se que as macrometastases
apresentam maior nimero de casos em ambos os resultados. Na Figura 6 encontra-se arelacao do
resultado do ensaio OSNA®, com o niimero de casos em que foi realizado esvaziamento axilar e a

sua avaliacao histoldgica definitiva em parafina.
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Figura 6. Resultado definitivo apds andlise em cortes de parafina dos ganglios resultantes do esvaziamento axilar.

4.4. Associacaodoresultado do ensaio OSNA® com os dados clinicopatoldgicos

A Tabela 9 sumariza a distribuicao do ndmero de casos de micrometdstases e
macrometdstases pelos parametros avaliados, assim como o resultado da avaliacao estatistica
relativa as potenciais associacoes.

Nao foi verificada qualquer associacao entre o resultado do ensaio OSNA® e os parametros
avaliados, com a excecao da expressao do indice KI67.

Apesar de nao ser estatisticamente significativo verificaram-se algumas tendéncias, que
se passam a descrever. Foi observada a presenca de um maior niimero de macrometdstases nas
pacientes com mais de 50 anos, sendo que, a maioria das doentes nao tem antecedentes familiares
de cancro da mama ou ovdrio. Relativamente as pacientes que apresentaram presenca de
metastases de carcinoma mamario, a paciente com metdstase hepatica tinha tido um resultado de
micrometdstase nao tendo realizado esvaziamento axilar, enquanto as restantes duas realizaram
este procedimento cirdrgico mais radical. Relativamente as duas ultimas pacientes, uma obteve um
resultado de micrometastase e outra de macrometdstase, ambas com resultado positivo para
células neopldsicas nos ganglios analisados em parafina. Na avaliacao da recidiva de carcinoma da
mama o ensaio OSNA® foi realizado apds o diagndstico de recidiva, sendo que a primeira paciente
teve o resultado de micrometdstase e as restantes pacientes de macrometastases. A paciente com
micrometdstase nao realizou esvaziamento ganglionar, tendo sido realizado nas outras duas
pacientes. Na andlise definitiva dos ganglios em cortes de parafina foi observado um resultado

positivo para células neoplasicas e um resultado negativo no outro caso.
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Em relacao a classificacao molecular dos tumores existe um maior nimero de
macrometdstases no subtipo molecular luminal A.

A percentagem de células marcadas para K167, quando comparada nos dois grupos com
resultados diferentes no ensaio OSNA®, é maioritariamente baixa nas macrometdstases e alta nas
micrometdstases, tendo-se verificado diferencas estatisticamente significativas entre os dois

grupos (p=0,022).

Tabela 9. Frequéncias absolutas de parametros avaliados e sua associagao com os resultados do ensaio OSNA®,

<30 1 0
Idade da paciente na
30-50 7 n 0,439 79
altura do diagndstico
>50 29 31
Antecedentes Sim 13 17
familiares de cancro 0,887 75
Nao 22 23
da mama ou ovario
Presencade Sim 2 1
metastases de 0,483 79
Nao 35 Al
carcinoma da mama
Recidiva de Sim 1 2
0,418 79
carcinomadamama  Nao 36 40
Terapia para Sim 14 15
carcinoma da mama
0,845 79
(Quimioterapia Nao 24 26
neoadjuvante)
Carcinoma ductal in situ 1 0
Carcinomainvasor NST 31 35
Diagndstico (0.M.S)  Carcinoma lobular 0,722 79
4 6
invasor
Carcinoma papilar 1 1
| 6 3
Grau histolégico Il 18 29 0,262 73
[} 9 8
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Tabela 9. (Continuacao) Frequéncias absolutas de pardmetros avaliados e sua associagao com os resultados do ensaio OSNA®.

Tamanhodotumor <18 21 20
0,485 75
(mm) >18 13 21
Expressao do Positivo 34 39
Recetor de 0,219 7
. Negativo 3 1
estrogénio
Expressao do Positivo 26 29
Recetor de 0,396 7
Negativo M "
progesterona
Amplificacao do Positivo 7 7
0,741 60
HER2 Negativo 22 24
Percentagem de <30% 19 31
células marcadas *0,022 7
230% 18 9
paraKI67
Luminal A 28 34
Luminal B 5 6
Classificacao Enriquecido com
1 0 0,792 7
molecular HER2
Tipo basal (Triplo
p p > 1

negativo)

*Valor estatisticamente significativo
OSNA®: One Step Nucleic Acid Amplification



5. Discussao

Nesta instituicao 100% dos casos de metastizacao ganglionar detetada através do ensaio
OSNA® (n=79) ocorreram no sexo feminino, o que esta de acordo com a literatura, uma vez que o
maior niimero de casos de cancro da mama ocorre neste género (3 - 6).

0 ndmero de ganglios linfdticos sentinela metastizados diagnosticados pelo ensaio
OSNA® sofreu um aumento do ano 2015 para o ano 2017, com uma auséncia da realizacao da
técnica no ano 2016, o que pode justificar o aumento de casos registado em 2017. No ano 2020
houve um decréscimo do nimero de casos detetados, podendo estar associado a um menor nimero
de cirurgias realizadas em consequéncia da situacao pandémica ou a um aumento dos casos
negativos face aos outros anos, pelo que seria pertinente avaliar o niimero de cirurgias realizadas
por ano, por forma a compreender esta diminuicdao dos casos positivos para metastizacao
ganglionar.

Neste estudo, mulheres com menos de 50 anos apresentaram uma menor frequéncia de
diagndstico de cancro da mama, o que estd de acordo com os dados da literatura, uma vez que o
cancro da mama em mulheres jovens é menos incidente e afeta entre 4 a 6 % de mulheres com
menos de 40 anos (100), pelo que, as mulheres com mais de 50 anos correspondem ao maior
numero de casos deste estudo, o que demonstra a eficiéncia do Programa de Rastreio de Cancro da
Mama implementado, que é dirigido a mulheres assintomaticas com idade compreendida entre os
50 e os 69 anos (101). O rastreio poderd ser a origem de um maior niimero de casos nestas idades
em comparac¢ao com outras faixas etdrias. Uma revisao deste programa podera ser ttil no sentido
de uma detecao do cancro da mama em grupos etdrios mais baixos e, consequentemente, num
estadio mais precoce da doenca.

De todos os casos, apenas duas pacientes (2,5%) apresentaram mutacdes no gene BRCA2.
Da totalidade da amostra apenas em uma paciente (1,3%) com antecedentes se verificou a presenca
de mutacao no gene BRCA2, o que estd em consonancia com outros estudos, pois é conhecido que
uma mutacao genética € identificada em <30% dos casos de pacientes com histdria pessoal e/ou
familiar sugestiva de cancro da mama hereditdrio (21). De realcar que o ndmero de pacientes com
mutacgoes neste gene podera ser, na realidade maior, uma vez que o estado mutacional da grande
maioria (81,0%) da amostra é desconhecido.

Durante a recolha dos dados deste estudo foram detetadas trés pacientes com
metastizacao noutros 6rgaos, sendo duas delas dsseas. O local mais comum de metastizacao para
o cancro da mama é 0 0sso e ocorre em cerca de 80% dos casos de cancro da mama (102). De duas
pacientes com micrometdstases, uma realizou esvaziamento ganglionar e a outra nao, podendo
assim depreender que a realizacao do esvaziamento nao evitou a metastizacao. A paciente com

macrometdstase realizou esvaziamento ganglionar e o resultado da avaliacao dos ganglios
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enviados para andlise histoldgica foi positivo para células neoplasicas, pelo que, nesta situacao de
presenca de metdstases ganglionares o procedimento de esvaziamento ja nao pdde prevenir a
metastizacao. O nimero de casos de metastizacao é muito baixo e o percurso da doenca nao
depende s6 do tipo de metdstase ganglionar, por isso, seria necessdrio alargar a amostragem de
forma a poder extrair conclusdes mais fidedignas relativamente a este parametro.

Compreender melhor o padrao de recorréncia e as taxas de sobrevivéncia de acordo com 0s
subtipos do cancro da mama podera ser vantajoso para a aplicacao de um tratamento mais
individualizado. As trés pacientes que apresentaram recorréncia da doencarealizaram umaprimeira
cirurgia conservadora e nenhuma realizou o OSNA®, pelo que, a realizacao desta técnica poderia
apresentar vantagens nestes casos, uma vez que, se apresentassem uma macrometdstase,
confirmava-se um comportamento agressivo do tumor, com maior probabilidade de recidiva da
doenca.

A administracao de quimioterapia neoadjuvante é uma estratégia pré-operatdéria comum
para tumores localmente avancados, de forma a diminuir o tamanho do tumor antes da realizacao
da cirurgia e ndo inviabiliza a realizacdo do OSNA®. No entanto, de acordo com a literatura, a
quimioterapia primaria pode modificar os padrdes de drenagem linfdtica na axila (103 - 106). Neste
estudo, o nimero de macrometdstases e micrometdstases detetado em pacientes que realizaram
ou nao quimioterapia neoadjuvante é muito semelhante, sugerindo que a realizagao da terapia nao
beneficia os doentes no que diz respeito ao grau de metastizacao ganglionar axilar.

No que diz respeito a caracterizacao dos tumores, da amostra estudada o carcinoma
invasor NST foi o tipo histolégico mais frequente (83,5%), sequido do carcinoma lobular invasor
(12,7%), resultados que estao em concordancia com os estudos que apontam o carcinoma da mama
invasor NST como o tipo mais comum de carcinoma invasor da mama (75 - 80%), sequido do
carcinoma lobular invasor (31,107).

0 grau histoldgico do cancro da mama é um fator de progndstico importante (108). Um
estudo mostrou uma associagao entre o grau histoldgico do tumor e ainvasao de ganglios linfaticos,
mas nao conseguiram concluir sobre o tipo de relacdo existente entre estes parametros (109). No
presente estudo também nao foi possivel aferir qualquer relagao entre o grau histoldgico e presenca
de micrometdstases ou macrometastases.

O tamanho do tumor foi anteriormente correlacionado com metdstases ganglionares
significativamente maiores (110). No presente estudo também se observou uma tendéncia
semelhante, apesar de ndo validada estatisticamente, apresentando mais casos de
micrometdstases com tamanho do tumor <18 mm e mais casos de macrometdstases com tamanho

do tumor>18 mm.
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A avaliacao imunohistoquimica por rotina do indice KI6 7 nao é recomendada pela American
Saciety of Clinical Oncology (ASCO) nem pela National Comprehensive Cancer Network (NCCN)
porque nao existem dados sobre efeitos das varidveis pré-analiticas da amostra. ANCCN também
nao expressainformacoes sobre o papel de progndstico do KI67 no cancro damama. Varios estudos
relataram uma baixa reprodutibilidade, principalmente no subgrupo de tumores com atividade de
proliferacao intermedidria, como entre 15% e 30%, havendo falta de consenso sobre a definicao de
baixa versus alta expressao e um ponto de corte apropriado (53, 110 — 112). Por essa razao, foi
utilizado o valor de 30% como ponto de corte, definindo dois grupos, indice KI67 baixo (<30%) e alto
(>30%). Apesar de terem sido encontradas diferencas estatisticamente significativas entre o valor
deste indice e a presenca de macro ou micrometastases, sabendo que os tumores com um maior
indice KI67 geralmente apresentam um comportamento mais agressivo, nao seria de esperar
encontrar um indice baixo na maioria das macrometastases. Outro estudo que avaliou o indice KI67
em diferentes subtipos moleculares e histoldgicos encontrou um alto indice KI67 nos subtipos
HER2" e triplo negativo (112), que no presente estudo correspondiam a um pequeno nimero de
casos, e ainda no carcinoma medular, que nao estava representado na amostra deste estudo. O
mesmo estudo ndo encontrou associacao significativa do indice KI67 com metdstases ganglionares
(112). O presente estudo é maioritariamente representado pelo subtipo molecular Luminal A, sendo
este associado aumindice KI67 menor (4, 39, 46), podendo contribuir para a explicacao da presenca
de um indice <30% na maioria dos casos, quer micrometdstases quer macrometastases.
Relativamente a verificar-se uma tendéncia oposta aquela que seria de esperar, a explicacao pode
estar relacionada com o ponto de corte utilizado.

Segundo a literatura, mais de 50% dos casos de cancro da mama apresentam perfil
molecular Luminal A, sendo o subtipo molecular mais prevalente, seqguido do subtipo luminal B com
uma prevaléncia média de 15%, o subtipo HER2* com uma prevaléncia de 15%, e o subtipo triplo-
negativo entre 10% a 20% (43, 114). Na amostra do estudo, o subtipo molecular mais comum
observado também é o luminal A (80,5%), valores concordantes com o descrito na literatura. Em
geral, o subtipo luminal A esta associado a um progndstico mais favoravel, com uma sobrevida em
5 anos superior a 80% (114,115).

De acordo com outro estudo efetuado na mesma instituicao entre o ano 2009 e 2011, em
10,1% dos casos, foram enviados mais de 5 ganglios, 0 que poderia estar relacionado com um grande
ndmero de pacientes poder ter mais do que um ganglio sentinela (116). No presente estudo, entre o
ano 2015 e 2021, s6 foram enviados mais de 5 ganglios em 3,8% dos casos e mais de 3 ganglios em
15,2% dos casos. Dado que o OSNA® foi implementado na instituicao para realizar a avaliacao
intraoperatdria do ganglio sentinela e sabendo que esta técnica apresenta uma elevada

sensibilidade e especificidade para a detecdo da totalidade das metdstases ganglionares, com

26



sensibilidade entre 91,7% a 97,7% e especificidade entre 93,4% e 99,3% (69, 71,117, 118), pode ser
colocada a hipdtese de que os cirurgides tenham mais confianca nos resultados, tendo reduzido o
numero de ganglios enviado para analise.

Na andlise dos ganglios pela técnica de imprint, tendo em consideracdo que todos os casos
apresentaram metastizacao ganglionar pelo OSNA®, era presumivel que ndo existissem diferencas
estatisticamente significativas quando correlacionada com micrometdstases e macrometastases.
No entanto, mais de metade dos casos (53,3%) apresentou imprint negativo, o que demonstra uma
baixa sensibilidade deste método para detecao de metastases comparativamente ao OSNA®. A
maioria dos casos com imprint negativo (40 casos) correspondeu a casos de micrometdstase (25
casos) e nos casos com imprint positivo (35 casos) a maioria correspondeu a casos de
macrometastase (25 casos). 0 imprint consiste na compressao da drea cortada do ganglio sentinela
sobre uma lamina de vidro (119) e, por isso, as macrometdstases sao mais faceis de ser detetadas
por esta técnica do que as micrometastases porque apresentam maiores dimensaes, facto que
aumenta a probabilidade da superficie de corte ter células neoplasicas e que sejam decalcadas
estando presentes no imprint. Esta técnica tem vindo a ser substituida por apresentar limitacoes,
sendo uma delas o baixo niimero de células para avaliacao e uma baixa sensibilidade para detecao
de micrometdstases (87,120, 121) o que também foi observada no presente estudo.

A pertinéncia do esvaziamento axilar é motivo de discussao quando o ganglio sentinela estd
metastizado e, por esse motivo, é fundamental diferenciar as pacientes com cancro da mama, de
acordo com o tipo de metastizacao ganglionar que possuam: micrometastase ou macrometastase.
De acordo com estudos anteriores, a probabilidade de haver ganglios nao sentinela metastizados é
inferior a 11% quando se esta na presenca de um tumor de tamanho igual ou inferior a 20 mm,
unifocal e sem invasao vascular linfatica, pelo que estes pacientes nao devem ser submetidos ao
esvaziamento axilar (122). Estimaram ainda que numa amostra de pacientes com o ganglio
sentinela metastizado, cerca de 20% apresenta tumores com estas caracteristicas (inferior a 20
mm, unifocal e sem invasao vascular linfdtica) e, por essa razao, uma em cada cinco pacientes com
0 ganglio sentinela metastizado nao deve ser submetida ao esvaziamento axilar, dado que existe
uma reduzida probabilidade de os restantes ganglios estarem metastizados (122). Um estudo
randomizado, concluiu que o esvaziamento ndo oferece vantagem em pacientes com apenas
micrometdstases no ganglio sentinela, pois apds um acompanhamento médio de cerca de 10 anos
nao verificaram diferencas entre as pacientes que realizaram o esvaziamento e as que nao
realizaram no que concerne a sobrevida livre de doenca, o que reforca a nao realizacao do
esvaziamento em pacientes com envolvimento minimo do ganglio sentinela (88, 89).

Das quinze pacientes com micrometdstases que realizaram esvaziamento, doze nao

tiveram presenca de células neoplasicas na avaliacao em parafina dos ganglios excisados, pelo que
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nestes casos nao foijustificada a realizacao do esvaziamento ganglionar axilar. No presente estudo,
quase todas as pacientes com macrometdstase foram submetidas a esvaziamento axilar, embora
se tenha verificado que a maioria das pacientes nao apresentaram presenca de células neoplasicas
nos ganglios excisados e avaliados em parafina. O principal motivo para o resultado dos cortes em
parafina ndo ser concordante com o resultado do OSNA® é que os ganglios utilizados para avaliacao
em parafina ndo sao os mesmos que foram submetidos ao OSNA®, mas sim os ganglios que se
seguem na cadeia linfatica e que sao o resultado do esvaziamento axilar e, portanto, podem
apresentar uma diferente representacao de células neopldsicas. Outro motivo que pode explicar
esteresultado é que a avaliacao dos ganglios em parafina nao é representativa, tendo em conta que
nao sao realizados cortes da totalidade do ganglio, podendo levar a resultados falso negativos.

O presente estudo apresenta algumas limitacoes, tais como: o tamanho da amostra ser
pequeno (=79) e por isso ter interferido com a confianca da pesquisa na sensibilidade de detecao e
identificacao de diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos estudados; o ensaio
OSNA® nao estar implementado na instituicdo ha tempo suficiente para permitir um
acompanhamento das pacientes em termos de recorréncia tumoral e sobrevida livre de doenca.

0 OSNA® é um método de detecao molecular com valores de corte estabelecidos para
discriminar o ganglio negativo (menos de 250 cépias de mRNA de CK19/uL), de micrometdstases
(250-5000 cdpias de mRNAde CK19/uL) ou macrometastases (mais de 5.000 cépias de mRNA
de CK19/uL) (69). Um estudo mostrou que ao utilizar o ponto de corte tradicional do OSNA® muitas
pacientes sao submetidas a esvaziamento axilar sem os restantes ganglios nao sentinela estarem
positivos (123). Por isso, este estudo sugere novo corte para personalizar os tratamentos cirdrgicos
e evitar procedimentos invasivos desnecessarios. O valor de corte proposto foi de 9.150 cGpias de
mRNA de CK19 para utilizar em pacientes com tamanho tumoral <20 mm e com grau histolégico

mais baixo (Gl) para evitar um tratamento cirtrgico axilar desnecessdrio (123).
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6. Conclusao

0 cancro da mama é uma doenca muito prevalente que apresenta heterogeneidade clinica,
morfoldgica e bioldgica. Esta complexidade dificulta a determinagao e implementacao de guidelines
e condutas clinicas que sao imprescindiveis para a aplicacao de tratamentos apropriados.
Consequentemente é relevante compreender e encontrar padroes que possam guiar decisoes
clinicas.

0 ensaio OSNA® ao analisar o estado de metastizacao do ganglio sentinela permite o
progndstico intraoperatdrio, tendo um papel importante no auxilio da decisao para o tratamento
cirdrgico axilar, podendo evitar uma segunda cirurgia para realizar o esvaziamento ganglionar axilar.

Com este estudo foi possivel conhecer as caracteristicas das pacientes acompanhadas na
Unidade Local de Sadde de Matosinhos, EPE - Hospital Pedro Hispano por cancro da mama e
confirmar que o OSNA® é uma metodologia mais segura na detecao de metdstases ganglionares
quando comparada a técnica convencional, principalmente para a detecao de micrometastases. No
entanto, nao se verificou nenhum padrao que determinasse um perfil caracteristico do tipo de
metastizacao do ganglio sentinela pelo OSNA®.

Um estudo futuro randomizado controlado que integre todas as pacientes com cancro da
mama que realizaram o ensaio molecular OSNA®, com o intuito de aumentar a amostra e incluir os
casos negativos para o OSNA® serd importante para ser possivel avaliar uma possivel associacao
dos resultados do OSNA® com os obtidos com os do imprint e com os obtidos pela andlise dos
ganglios do esvaziamento em parafina. Um acompanhamento mais prolongado no tempo podera
ser vantajoso pois permitird compreender melhor os perfis clinicos e anatomopatoldgicos dos
tumores associando ao resultado do OSNA®, poderdo ser estudados mais casos de recidiva e
metastizacao, por forma a garantir um resultado mais seguro e uma menor morbilidade para as

pacientes.
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