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Resumo

No cancro de mamainvasivo, abiépsia do ganglio sentinela é a técnica goldstandardpara aferir
o estadiamento axilar. A tecnologia de amplificacdo num sé passo OSNA® permite a andlise
intraoperatdria do ganglio sentinela, através avaliacao da carga tumoral total (ndmero de
cépias de mRNA da CK19), garantindo rapidez, sensibilidade e menos comorbilidades para as
pacientes.

Este estudo tem como objetivo avaliar a associacao entre a carga tumoral total e a presenca
de metdstases na linfadenectomia axilar, em pacientes com cancro de mama invasivo em
todas as instituicoes do pais que utilizam OSNA®.

Foi elaborado um instrumento de recolha de dados, que foi enviado para doze instituicdes das
quais trés participaram no estudo. Foram recolhidas informacoes referentes a idade das
pacientes, tipo, grau e pTN, carga tumoral total e estado da linfadenectomia axilar.

Numa coorte de 128 pacientes com macrometastases nos ganglios analisados
intraoperatoriamente, apenas 50 (39,1%) apresentaram ganglios axilares positivos, no
entanto a média do valor da carga tumoral total neste grupo foi superior.

Este estudo demonstrou a existéncia de uma relacao significativa entre a carga tumoral total

e o tamanho do tumor na presenca de metastases axilares.

Palavras-chave: Cancro de mama, ganglio sentinela, OSNA®, carga tumoral total,

linfadenectomia axilar



Abstract

In invasive breast cancer, sentinel lymph node biopsy is the gold standard technique for
assessing axillary staging. The One Step Nucleic Acid Amplification (OSNA®) allows for
intraoperative analysis of the sentinel lymph node by evaluating the total tumor load (the sum
of CK19 mRNA copies), ensuring speed, sensitivity, and fewer comorbidities for patients.

This study aims to evaluate the association between total tumor load and the presence of
metastases in axillary lymphadenectomy in patients with invasive breast cancer across all
institutions in the country that utilize OSNA®. A data collection instrument was developed and
sent to twelve institutions, of which three participated in the study. Information was gathered
regarding patient age, type, grade, and pTN, total tumor load, and the status of axillary
lymphadenectomy.

In a cohort of 128 patients with macrometastases in the intraoperatively analyzed lymph
nodes, only 50 (39.1%) presented with positive axillary nodes; however, the mean value of
total tumorload in this group was higher.

This study demonstrated a significant relationship between total tumor load and tumor size in

the presence of axillary metastases.

Keywords: Breast cancer, sentinel node, OSNA®, total tumor load, axillary lymphadenectomy



indice

1. Introducao 1
11.  Cancrode mama 1
1.1.1.  Anatomia e fisiologia da mama 1
1.1.2. Fatores de risco e diagndstico 2
1.1.3. Neoplasia maligna da mama 3
1.1.4. Classificacao histoldgica dos carcinomas invasivos da mama 4
1.1.5. Ganglio sentinela 8
1.2.  One Step Nucleic Acid Amplification (OSNA®) 10
1.2.1. Cutoffe carga tumoral total 13
2. Objetivos 15
3. Métodos 16
3.1. Desenhoexperimental 16
3.2. Instrumento pararecolha de dados dos pacientes 16
3.2.1. Recolha de dados 16
3.2.2.  Critérios de inclusao e exclusao 17
3.2.3. Anonimizacao 18
3.3. Populacao 18
3.4. Anadlise estatistica 19
4. Resultados 20
4.1. Caracterizacao da populacao e amostra 20
4.2. Associacao entre o nimero de copias de mMRNA da CK19 e o estado da

linfadenectomia axilar 23
4.3. Efeitodos parametros clinicopatoldgicos nos valores da carga tumoral total 24
4.4. Efeito dos parametros clinicopatoldgicos na presenca de metdstases axilares 26
4.5. Valorpreditivo dos parametros clinicopatoldgicos na carga tumoral total 27
4.6. Estudodasensibilidade e especificidade de diferentes cutoffs 28
5. Discussao 31
6. Conclusao 35
7. Referéncias Bibliograficas 37

Anexos




Anexo | - Critérios pTNM segundo a 82 edigcao do AJCC Cancer Staging Manual

Anexo Il - Protocolo de recolha de dados

Vi



indice de abreviaturas e acrénimos

AICC - American Joint Committee on Cancer

ASCO - American Society of Clinical Oncology

AUC - Area Under Curve

BRCA - Breast Cancer Gene

CAP - College of American Pathologists

cDNA - Complementary Deoxyribonucleic Acid

CK19- Citoqueratina19

CTT - Carga Tumoral Total

DNA- Deoxyribonucleic Acid

dNTP- Deoxyribonucleotide triphosphate

HER2 - Human Epidermal growth factor Receptor-type 2
IC - intervalos de confianca

ILV - Invasao Linfovascular

Ki-67 - Kiel-67

LDA - linfadenectomia axilar

mRNA — Messenger Ribonucleic Acid

NST - No Special Type

OR - odds ratio

OSNA - One Step Nucleic Acid Amplification

p— Valor prova

RE — Recetores de Estrogénio

RP - Receptores de Progesterona

RT-LAMP - Reverse-transcription Loop-mediated isothermal amplification
SARS-CoV-2 - Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
TILs - Tumour-infiltrating Lymphocytes

ULS - Unidade Local de Saude

WHO-World Health Organization

Vi



indice de tabelas

Tabela 1 - Tipos mais frequentes de carcinomas invasivos da mama e respetivas

caracteristicas, resumo adaptado do Manual de caracterizacao de tumores da mama da WHO

(7). 8
Tabela 2 - Comparacao de diferentes cutoffs encontrados na literatura. Quadro adaptado de
Tomasicchio et al.(62) 14
Tabela 3 — Parametros clinicopatoldgicos analisados neste estudo (n=128). ......c.ccoceevere. 22

Tabela 4 — Comparacao das médias de numero de cdpias em pacientes com linfadenectomia

positiva e negativa 24

Tabela 5 - Efeito dos parametros clinicopatoldgicos nos valores da carga tumoral total. ......25
Tabela 6 - Efeito dos parametros clinicopatoldgicos na presenca de metdstases axilares....26
Tabela 7 - Valor preditivo dos parametros clinicopatoldgicos na carga tumoral total. .............. 27
Tabela 8 — Efeito do pTN e diferentes cutoffs na presenca de metastases axilares. Analise de

odds ratios. 29

Vi



indice de figuras

Figura 1- Anatomia da mama onde € possivel visualizar a sua arquitetura funcional (8). ......... 2
Figura 2 - Carcinoma ductal in situ e invasivo (15). 4
Figura 3 - Sinalizacao do ganglio sentinela. 9

Figura 4 - Tecnologia RT-LAMP. Formacao e amplificacao do cDNA para detecao de mRNA
da CK19 no equipamento OSNA®. Esquema adaptado do guia de formacao OSNA® analisador

RD-210 (Sysmex®) (58) (l
Figura 5 - Caracterizacao dos resultados das andlises OSNA®, 20
Figura 6 - Nimero de ganglios analisados por OSNA® em exame extemporaneo................... 21

Figura 7 - Numero de ganglios linfaticos analisados histologicamente nas linfadenectomias

axilares. 23

Figura 8 — Relacao entre a sensibilidade e especificidade da CTT para predicao de metdstases

axilares. 28




1. Introducao

0 cancro de mama é o tumor mais frequente em mulheres em Portugal (32%), onde morrem
por ano cerca de 1700 mulheres com tumores malignos da mama (24 %) (1-3).

O tratamento de cada paciente varia com o tipo de tumor, grau, envolvimento axilar e presenca
de metastases, para além de critérios clinicos (4,5). A Anatomia Patoldgica e a Imagiologia sao
os meios complementares fortemente envolvidos no diagndstico destas patologias uma vez
que permitem determinar o tamanho do tumor primario, o seu comportamento molecular e
caracterizacao histoldgica, resisténcia/sensibilidade a farmacos e citotéxicos (como terapias
enddcrinas, imunoterapia ou agentes alquilantes, taxanos ou antraciclinas), presenca de
ganglios linfaticos suspeitos e mesmo a existéncia de metdstases a distancia. Assim, com
estes dados, o Senologista/Cirurgido poderd tomar as decisoes terapéuticas mais adequadas
a cada caso (6).

A patologia mamdria é muito vasta englobando lesdes inflamatdrias, nao oncoldgicas,
tumores benignos muito frequentes como os fibroadenomas e neoplasias (7).

Esta dissertacao aborda as neoplasias epiteliais mamdrias malignas, propondo-se a estudar a
relacao da presenca de macrometdstase de carcinoma invasivo da mama em ganglios
linfaticos analisados intraoperatoriamente com a existéncia de metastases na respetiva

linfadenectomia axilar (LDA).

1.1. Cancro de mama

1.1.1. Anatomia e fisiologia da mama

A mama é um érgao par, glandular e funcional. A glandula mamaria pode ser considerada uma
modificacao altamente especializada de uma glandula sudoripara apdcrina. Tal como as
presentes na pele, surge de proliferacdes epiteliais, de origem ectodérmica (7-9).

Histologicamente, sao identificados dois tipos de tecido: epitelial e estromal. O componente
epitelial (células cuboides ou cilindricas) reveste os ductos enquanto o estroma, constituido
por tecido conjuntivo e adiposo, envolve os canais e alvéolos secretores. O epitélio glandular é

constituido por um sistema ramificado de canais e ductos que formam entre 15 a 25 unidades



glandulares independentes (lobos). Os lobos estao dispostos radialmente em volta do mamilo

permitindo ligacao ao exterior do corpo pelos canais galactdforos (Figura 1) (8).
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Figura 1- Anatomia da mama onde € possivel visualizar a sua arquitetura funcional (8).
A mama é constituida por um sistema ramificado de canais e ductos que formam os
lobos. Os lobos estao dispostos radialmente em volta do mamilo permitindo ligacao ao
exterior do corpo pelos canais galactéforos (8).

As patologias mais frequentes na mama sao benignas (fibroadenomas, quistos, entre outras),
no entanto, o cancro de mama é a doenca oncoldgica mais prevalente em mulheres de todo o

mundo (1).

1.1.2. Fatores de risco e diagndstico

Em Portugal, a Liga Portuguesa Contra o Cancro é responsdvel, desde 1986, pelo rastreio do
cancro de mama. Este rastreio possibilita um diagndstico precoce de lesées pequenas que
muitas vezes nao sao palpdveis, permitindo tratamentos menos agressivos e invasivos. As
mulheres abrangidas pelo rastreio tém mais de 50 anos e fazem um exame radioldgico
gratuito de 2 em 2 anos, como recomendado pelas normas nacionais e internacionais (4-

6,10,11). Adicionalmente, se a paciente tem historia familiar de cancro, esta monitorizacao deve



ser mais apertada podendo recorrer a ressonancia magnética da mama anualmente além da
mamografia de rastreio (5,11). 0 Programa Nacional para as Doencas Oncoldgicas lancado em
2020 prevé alargar a cobertura destes programas de rastreio para alcancar 90% da
populagdo-alvo no que respeita ao cancro da mama (12). Os rastreios populacionais sao
importantes, uma vez que 20% dos fatores de risco associados a esta doenca sao evitaveis
(5).

Os fatores de risco para o desenvolvimento de neoplasia da mama incluem fatores genéticos
(cerca de 10%) e ambientais (5,13). Uma das sindromes mais frequentes associadas a cancro
de mama, é a Sindrome Hereditaria de Cancro da Mama e Ovario, caracterizada por mutacées
familiares nos genes Breast Cancer (BRCA) 1e BRCA 2 (14). Estes pacientes tém até 85% de
maior risco de desenvolver neoplasias da mama e até 40% de desenvolverem cancro no
ovario, sendo por isso necessario estudar geneticamente a familia e, se possivel, tomar
medidas preventivas como cirurgias redutoras de risco ou aumentar a vigilancia imagioldgica
(5,14). Fatores ambientais como exposicao excessiva a estrogénios (terapia de substituicao
prolongada), obesidade, densidade mamaria, nuliparidade, exposicao a radiacao ionizante, ou
a dieta podem influenciar o desenvolvimento de tumores malignos da mama (5,13).

O diagndstico de cancro de mama baseia-se em evidencias clinicas (nddulo palpdvel,
corrimento mamilar, dor, alteracdes cutaneas, entre outras) e imagioldgicas (recorrendo a
exames mamograficos). Este diagndstico é confirmado por histologia (através de bidpsia eco-

guiada) onde o tumor é caracterizado molecularmente (5,11).

1.1.3. Neoplasia maligna da mama

Muitos carcinomas da mama tém inicio nas células dos ductos e I6bulos e podem ser in situou
invasivos (7,9).

O carcinoma in situ é caracterizado por um agrupamento de células anormais que
permanecem circunscritas ao local de origem, sem capacidade de invasao dos tecidos
adjacentes ou dos vasos sanguineos e linfaticos, ou seja, as células tumorais nao ultrapassam
amembranabasal e permanecem no epitélio. Quando as células tumorais tém um crescimento

para fora dos ductos e lobos, passa a ser considerado carcinoma invasivo (Figura 2) (7,15).
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Figura 2 - Carcinoma ductal in situ e invasivo (15). 0s tumores de mama tém origem nas células dos ductos e
I6bulos e podem ser in situ, se 0 agrupamento de células anormais permanecer circunscrito ao local de origem, ou
invasivos, caso ultrapassem a membrana basal e se expandam para fora destas estruturas (15).

Nos carcinomas invasivos, as células tumorais tém capacidade de metastizar e invadir outras
estruturas podendo disseminar-se por outros 6rgaos (7,9). A disseminacdo do cancro de
mama invasivo ocorre, principalmente, por duas vias: a via hematogénica e a via linfatica. A
primeira ocorre apds invasao dos tecidos adjacentes e nestes casos as células tumorais
entram na circulacao sanguinea e podem estabelecer-se noutros drgaos, como o pulmao,
figado ou 0ssos, formando metdstases a distancia. Na metastizacao por via linfatica as células
tumorais entram na circulacao linfatica através dos vasos préximos do tumor e acumulam-se
nos ganglios (16,17).

A classificacao dos tumores da mama estd amplamente regulada por normas, diretrizes e

recomendacdes, tanto nacionais como internacionais (4,7,11,18-20).

1.1.4. Classificacao histoldgica dos carcinomas invasivos da mama

0 termo carcinoma invasivo da mama refere-se a todas as neoplasias malignas epiteliais dos
elementos glandulares da mama e estas devem ser classificadas pela sua morfologia sequndo
as guias de classificacdo da World Health Organization (WHO) (7). Assim, a classificacao
histoldgica deve identificar o tipo de tumor baseado na arquitetura e caracteristicas do

estroma, o grau histoldgico segundo o Nottingham Combined Histologic Grade, a presenca ou



auséncia de invasao linfovascular (ILV) e se ha associacdo com componente in situ. Outras
caracteristicas que devem ser incluidas na classificacao incluem o tamanho do tumor, a sua
distancia as margens cirdrgicas, caracteristicas moleculares e presenca de Tumour-
infiltrating Lymphocytes (TILs) (5,7,11,21,22).

Os tipos histoldgicos de carcinoma invasivo variam com o padrao celular expressado pelo
tumor em pelo menos 90% da drea observada, ou seja, carcinoma tubular, ductal, lobular ou
mucinoso. Tumores que apresentam um padrao misto ou nao correspondem na sua totalidade
ao mesmo tipo de padrao histoldgico sao classificados como carcinomas de tipo nao especial,
do inglés invasive carcinoma no special type (NST) (7,11).

O Nottingham Combined Histologic Grade confere uma pontuacao de 1a 3 as caracteristicas
da formacao de tubulos e glandulas, ao pleomorfismo nuclear e a quantificacao de mitoses. A
soma das pontuacoes indica o resultado: entre 3 e 5, corresponde agrau1,6 ou7-grau2,e 8
ou 9 grau3(7,22).

A andlise dainvasao linfovascular nao é considerada obrigatdria, porém tem valor significativo
no prognastico das pacientes. Deve ser analisada nos vasos sanguineos e linfaticos na borda
do tumor e deve ser tido em consideracao que a retracao provocada pelo tumor pode
mimetizaraILV (7,11).

A presenca de componente in situ (carcinoma ductal in situ) estd muitas vezes relacionada
com os carcinomas ductais invasivos, e deve ser descrita nos relatérios (22). Um dos modelos
de carcinogénese da mama considera o carcinoma ductal in situ como um precursor de
malignidade (7,11).

0 tamanho do tumor nao s6 vai fazer parte da classificacao patoldgica da American Joint
Committee for Cancer (AJCC) TNM (T para tumor primdrio, N para ganglios linféticos regionais
e M para metdstases a distancia), como representa um fator de risco importante (7,19,21). Este
sistema de classificacao de tumores comecou a ser usado em 1959 e tem vindo a ser
atualizado com o avancos da medicina e ciéncias biomédicas (7,11,18,19,23). Os resultados
podem ser divididos em TNM baseado em evidencias clinicas e imagioldgicas (CTNM) e apds
estudo andtomo-patoldgico (pTNM) (5,23). A classificacao para as metastases a distancia (M)
nao é valida no sistema pTNM, apenas com base em evidéncias clinicas (cMO: sem evidéncia
clinica ou imagioldgica de metdstases a distancia; cMO(i+): ndo ha evidéncia clinica ou
imagioldgica de metastases a distancia, mas ha evidéncia molecular ou microscdpica de

células tumorais circulantes ou depdsitos de células tumorais disseminadas nao maiores que



0,2 mm na medula éssea ou em outros ganglios linfaticos nao-regionais; ou cM1: metastases
adistancia detetadas). Todavia, pM1 pode ser considerado se for confirmada histologicamente
a presenca de metdstases a distancia maiores que 0,2 mm (5,19,23). Com os avancos
terapéuticos, a manutencao da doenca residual tornou-se alvo de estudo. Assim, a
classificacao para a caracterizacao da doenca residual é, segundo este sistema, ypTNM (TNM
apds terapia neoadjuvante) (23). O sistema TNM permite que os profissionais comuniguem da
mesma forma por todo o mundo, garantindo uma padronizacao que reflete a carga tumoral.
Este trabalho vai utilizar a classificacao patoldgica e os critérios estao resumidos no anexo .
A presenca ou auséncia de margens cirdrgicas atingidas pelo tumor vai determinar o tipo de
tratamento a sequir, condicionando severamente a reabilitacdo da paciente (7,11).

Os subtipos definidos pelos biomarcadores recetores de estrogénio (RE), e Human Epidermal
growth factor Receptor-type 2 (HER2), recetor do tipo 2 do fator de crescimento epidérmico
humano, estao relacionados com perfis gendmicos e transcriptémicos distintos bem como
diferencas significativas na resposta aos tratamentos (7,11,24).

Estes marcadores de progndstico juntamente com os recetores de progesterona (RP), e o
marcador de proliferacao Kiel-67 (Ki-67), ndo s6 caracterizam e subdividem os tumores
mamadrios como fornecem informacoes valiosas sobre o progndstico e terapéutica (7,9,11,24).
A expressao nuclear dos recetores hormonais RE e RP deve ser avaliada por
imunohistoquimica visto serem preditivos de resposta a terapéutica enddcrina. Os tumores
RE-positivos e 0s RE-negativos tém algoritmos terapéuticos diferentes. Segundo as normas
do College of American Pathologists (CAP) através da American Society of Clinical Oncology
(ASCO) recomenda-se que as expressdes destes dois recetores, avaliadas por
imunohistoquimica, acima de 1% nas células tumorais sejam consideradas positivas, enquanto
valores inferiores a 1% devem ser considerados negativos (7,11,24).

O HERZ2 pertence a classe de recetores de fatores de crescimento que regulam a proliferacao
celular, crescimento e sobrevivéncia (24). Em condi¢des normais este recetor encontra-se
com haixa expressao na superficie das células epiteliais da mama. Em alguns carcinomas
invasivos o gene que codifica para o HER2 encontra-se amplificado o que leva a uma
sobreexpressao da proteina na superficie da célula (25). Este aumento de recetores vaiinduzir
a proliferacao e esta relacionado com o aumento da agressividade dos tumores. Atualmente,
ja estao disponiveis terapias dirigidas para este recetor pelo que é imperativo que sejam

testadas (4,22). Tal como os recetores hormonais, 0 HER2 pode ser estudado por



imunohistoquimica sendo os resultados possiveis: 0 e 1+ (negativos), 2+
(intermédio/inconclusivo) e 3+ (positivo). Os resultados com expressao intermédia devem ser
sujeitos a um teste reflexo por hibridacdo in situ (7,11,24). Recentemente comecou a ser
estudado o conceito de HER2-Low, ou seja, um resultado 1+ que devido a heterogeneidade
tumoral, deixa de ser considerado negativo e permite terapéutica com anticorpos conjugados
especificos (26).

Oindice de proliferacao nao é considerado um requerimento para o diagndstico histolégico, no
entanto o seu valor progndstico faz com que seja importante ser aprofundado (22). A proteina
Ki-67 é expressa quando as células estao em divisao e nunca em fase de repouso (fase GO).
Um indice de proliferacao Ki-67 alto (acima de 30% avaliado por imunohistoquimica) significa
que as células estao a dividir-se muito rapidamente indicando agressividade e crescimento do
tumor. Este indice pode também servir de fator preditivo de resposta a quimioterapia (27).
Alteracoes no estroma podem surgir como resposta ao crescimento do tumor. Cada vez mais
é importante estudar o microambiente tumoral. Assim, é possivel encontrar proliferacao
fibrobldstica, escasso tecido conjuntivo ou marcada hialinizacao, bem como necrose e/ou
presenca de TILs, linfdcitos presentes no estroma do tumor que refletem a resposta imune
contra as células malignas (28). A presenca de TILs estd associada com melhor progndstico e
resposta a terapia neoadjuvante pelo que o seu estudo é cada vez mais importante (11,22,28).
Tendo em conta estas caracteristicas histoldgicas e moleculares, de acordo com a WHO, os
tumores invasivos podem ser identificados como carcinoma invasivo NST, carcinoma
microinvasivo, carcinoma lobular, carcinoma tubular, carcinoma mucinoso, carcinoma
invasivo micropapilar, entre outros menos frequentes (7). As principais caracteristicas e

diferencas destes tumores estao resumidas na Tabela 1.



Tabela1-Tipos mais frequentes de carcinomas invasivos da mama e respetivas caracteristicas, resumo adaptado do Manual
de caracterizagao de tumores da mama da WHO (7).

Tipos histoldgicos Principais caracteristicas

Corresponde ao grupo de tumores gue ndo tem uma caracteristica morfoldgica
distinta.
Carcinoma invasivo NST Normalmente definidos pela expressdo dos biomarcadores RE e HER2.

Podem apresentar padrdoes morfoldgicos mistos, medular, com diferenciagao

neuroenddcrina, entre outros.

. L. ) Este carcinoma apresenta menos de 1 mm de tamanho e é definido como pT1mi.
Carcinoma microinvasivo

Tem um grande componente de carcinoma in situ.

Este tipo de tumor apresenta células dispersas individualmente ou em arranjos
A A ) em fila indiana. Esta muitas vezes relacionado com mutacoes germinativas que
Carcinoma lobular invasivo
afetam o gene que codifica a proteina E-caderina. A maioria expressa RE e RP e

tem HER2 com baixa expressao.

Carcinoma invasivo de baixo grau composto por tibulos bem formados com
Carcinoma tubular invasivo limen revestido por uma inica camada de células neopldsicas. E mais frequente

em mulheres com mais de 70 anos.

) A ) A E caracterizado por aglomerados de células epiteliais tumorais suspensos em
Carcinoma mucinoso invasivo

mucinas extracelulares. Macroscopicamente tem aspeto nodular e gelatinoso.

. . . . . Histologicamente é composto por aglomerados pequenos de células malignas,
Carcinoma invasivo micropapilar

formando mérulas. A maioria destes tumores tem grau de Nottingham 2 ou 3.

NST - no special type RE - receptores de estrogénio HER2 - Human Epidermal growth factor Receptor-type 2 RP — Receptores de progesterona

1.1.5. Ganglio sentinela

Para estabelecer um diagndstico mais completo e escolher o tratamento mais adequado, é
necessario estudar o envolvimento da axila e especialmente quando se trata de carcinomas
invasivos (4,11).

Os ganglios linfaticos sao estruturas nodulares, interligadas pelos vasos linféticos, cuja funcao
é filtrar a linfa (removendo microrganismos e toxinas) e sao a principal via de disseminacao
das células tumorais (8).

Dois tercos das pacientes diagnosticadas com cancro de mama que apresentam metastases
linfaticas axilares irdo apresentar metastases noutros drgaos (29).

A presenca de células tumorais nos ganglios axilares, em pacientes com cancro de mama, estd

descrita como fator de mau progndstico. A baixa sobrevida de pacientes com tumores




metastaticos reforca a importancia de perceber os principios da invasao do cancro de mama,
comecando pelos ganglios linfaticos regionais (11).

Durante muitos anos, alinfadenectomia axilar foi o procedimento mais comum para se avaliar
o envolvimento da axila, no entanto, desde os anos 90 que se tem vindo a demonstrar a
importancia do estudo do ganglio sentinela, o primeiro ganglio a drenar do tumor e o que mais
probabilidade tem de apresentar invasao (30). A linfadenectomia axilar apresenta
comorbilidades a longo prazo, sendo a mais frequente o linfedema, que consiste na
acumulacao de linfa nos tecidos superficiais do membro superior operado, levando ao
aumento do volume do mesmo. Esta sequela nao € reversivel, apesar de poder ser atenuada
por tratamentos drenantes e fisioterapia, tornando-se limitante e impactando a qualidade de
vida da paciente (17).

Atualmente, no cancro de mama invasivo, a bidpsia do ganglio sentinela é a técnica

goldstandard para aferir o estadiamento e envolvimento axilar (Figura 3) (4,11,30).

Bidpsia do ganglio sentinela
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Figura 3 - Sinalizacao do ganglio sentinela.E injetado no tumor um corante ou substancia radioativa que se dispersa pela
cadeia linfatica axilar. O primeiro ganglio a receber o corante ou substancia radioativa é chamado de ganglio sentinela e é
removido para analise. Esquematizacao adaptada de Winslow T.

avaliagdo patoldgica dos ganglios regionais (pN) deve ser realizada de diferente forma
consoante o resultado clinico da avaliacao da axila, sendo que pode ser omitida a
linfadenectomia axilar se o resultado do estudo do ganglio sentinela for negativo ou positivo
para micrometdstase (4,31).

Até a implementacao do diagndstico molecular, os Servicos de Anatomia Patoldgica
dispunham de trés métodos para avaliar o ganglio sentinela da mama: 1) processamento
histopatoldgico em parafina, 2) corte de congelacao e 3) estudo citoldgico por imprint. O
primeiro envolve um processamento com a duracao de pelo menos um dia, pelo que quando é

necessaria umarespostaimediata durante a cirurgia, recorria-se ao corte de congelagao, onde



o0 ganglio é congelado rapidamente e seccionado em determinados intervalos num criostato e
as laminas dai provenientes sao coradas, sendo, posteriormente, avaliadas ao microscdpio
pelo Médico Patologista. Apesar desta ser, ainda, a pratica de muitos locais, as divergéncias de
protocolo bem como a incerteza quanto a perda de material, tornam-na pouco reprodutivel e
com baixa sensibilidade. O estudo citoldgico é rapido e util em macrometdstases de grandes
dimensoes, visiveis macroscopicamente, mas nao permite avaliar mais do que duas
superficies de corte do ganglio. Todos estes métodos morfoldgicos tém como principal
limitacao a impossibilidade de avaliar todo o ganglio sentinela (32,33).

Nos dltimos anos tem-se assistido a um crescimento na necessidade de uniformizar estes
procedimentos e com o desenvolvimento tecnoldgico associado aos estudos moleculares
surge uma técnica que garante reprodutibilidade, fiabilidade, sensibilidade e especificidade

(34).

1.2. One Step Nucleic Acid Amplification (OSNA®)

A tecnologia de amplificacao num sé passo OSNA®, da Sysmex® permite a analise
intraoperatdria do ganglio sentinela da mama, fornecendo resultados rapidamente (34).

Os equipamentos OSNA® RD-100i e RD-210 utilizam um método de amplificacdo isotérmica
de Deoxyribonucleic Acid (DNA) mediada por loop, Reverse-transcription Loop-mediated
isothermal amplification (RT-LAMP), pesquisando Messenger Ribonucleic Acid (nRNA) da
citoqueratina 19 (CK19), com a adicdo de uma reacao mediada pela transcriptase reversa no
inicio da amplificacao (Figura 4). O RT-LAMP foi desenvolvido no inicio dos anos 2000 pela
empresa japonesa Eiken Chemical Co. Ltd (35), e veio revolucionar a detecao de material
genético sem recurso a termocicladores e de forma muito mais especifica e rapida. Esta
tecnologia é frequentemente utilizada em pesquisas rapidas de DNA viral em varias infecoes,
nomeadamente a infecdo pelo Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) (36-39).

A tecnologia OSNA® foi descrita pela primeira vez em 2007 por Tsujimoto et al. (40),
comparando métodos convencionais de andlise de ganglios sentinela intraoperatoriamente
com apesquisa de marcadores moleculares. Dos varios marcadores estudados pela equipa de
Tsujimoto, a CK19, marcador de células epiteliais nao presente em ganglios linfaticos normais,

foia que obteve resultados mais precisos. Além disso, outros autores avaliaram a presenca de
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CK19 nos varios tipos de tumor da mama e estabeleceram uma relacao entre a expressao
desta proteina pelo tumor (avaliada por imunohistoquimica na biopsia mamadria) e a sua
presenca nos ganglios linfaticos metastizados (40-42). A CK19 é expressa na maioria dos
tumores de mama, no entanto, deve ser sempre confirmada por imunohistoquimica na biépsia
de diagndstico. Casos em que a CK19 é negativa, ou seja, 0 tumor nao expressa esta proteina,
nao devem ter os ganglios sentinela estudados por OSNA®, ja que pode induzir falsos

negativos (41-43).

A Acaodatranscriptase reversa domRNA da CK19 . . .
1e 2 - Na primeira reacao, a cadeia de cDNA & formada

) pela  acao da  transcriptase  reversa  em

@ mRNA 5 ' - 3 . .
e . ==Y complementaridade com o mRNA presente. Esta reagao
utiliza jé os primers internos (FIP e BIP) limitando o

@ mRNA 5 N = 3 tamanho da cadeiade cDNA formad o
cDNA 3 - g
5

B. Amplificacdo do cDNA 3 - 0 primer FIP liga-se a sequéndca complementar no
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extremidade 5, ocorre a mesma reacao iniciada pelos

3 = AW .
@ cDNA P = sEm primersBIP e B3
FIP
DNA polimerase
@ ONA 3 = e 4 -0 F3liga-se a extremidade 3' da sequéncia de cDNA,
F3 1 < L . . .
5 2 - W3 iniciando a sintese da cadeia complementar e libertando a
recém-formada pelo FIP.
LF SN m B
® ona : 5 3NN
o ) LB . . .
. 5 — Devido a complementaridade dos dominios DNA da
Construcao do LAMP
cadeia formada,as extremidades formam um Joop.
C. CiclosLAMP

——

C 2 .
53§'> » ) T
4 [Z“v‘ )

Nl = S As estruturas em loop criadas pelos primers FIP e BIP
—_— T .
 — servem como moldes para os primers de loop (LF e LB),
4 \D L .
LF( que aceleram a amplificacao. O processo continua de
forma ciclica e em cascata, com as estruturas em Joop a
FIP: Forward Inner Primer LF: Farward Loop Primer serem amplificadas repetidamente. A reacdo ocorre a
BIP: Backward Inner Primer LB Backward Loop Primer uma temperatura constante (isotérmica), entre 60-65°C.
F3:Forward Quter Primer [l ou W Dominio DNA/RNA
B3:Backward OQuter Primer N ou 222 Dominio complementar

Figura 4 - Tecnologia RT-LAMP. Formacao e amplificacdo do cDNA para detecao de mRNA da CK19 no equipamento
OSNA®. Esquema adaptado do guia de formacao OSNA® analisador RD-210 (Sysmex®) (58)
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Os estudos conduzidos por Tsujimoto et al. e confirmados por outros autores posteriormente,
comprovam que o ensaio OSNA® é especifico, sensivel e reprodutivel (33,40,44-52).
Analisando amostras de mRNA da CK19 com e sem a presenca de lisado de ganglio linfatico
comprova que este ensaio amplificaa CK19 independentemente do contetido ganglionar, além
disso, comparacao com amostras com DNA gendmico purificado de ganglios linfaticos provou
que apenas o MRNA da CK19 é amplificado, garantindo a especificidade deste método (40).

0 exame extemporaneo de ganglio sentinela é benéfico para o paciente ja que elimina a
necessidade de recorrer novamente ao bloco operatdrio, no entanto a variabilidade de
observacao entre Patologistas nos métodos histoldgicos, bem como as consequéncias das
técnicas, podem ter resultados menos objetivos (32,33,53-55).

O OSNA® apesar de ter um custo de implementacgao superior as outras técnicas apresentadas,
fornece um diagndstico intraoperatdrio preciso e evita testes adicionais, levando a uma
reducao de custos por paciente a longo prazo, quer em cirurgias posteriores como em
tratamento de comorbidades associadas (56-58).

Este método analisa todo o ganglio linfatico e permite dentro da mesma corrida a avaliacao de
mais do que um ganglio, podendo assim ser incluidos ganglios satélite, sem acréscimo de
tempo de espera (34). A metodologia OSNA® segue um protocolo especifico, recomendado
pela marca, igual para todas as instituicoes, tornando-a reprodutivel e padronizada: o ganglio
é homogeneizado num tubo com Lynorhag® um reagente que estabiliza as moléculas de
mRNA e protege-as da acao das ribonucleases, formando o lisado OSNA®, que é entao
analisado no equipamento (59,60). No fim da amplificacao, os resultados sao apresentados
sob aforma quantitativa (niimero de cépias de mMRNA de CK19 por uL de amostra) e qualitativa
(negativo, micrometdstases e macrometdstases) e indicam, de forma sucinta e de facil
interpretacao, o envolvimento axilar da paciente (34,40). De acordo com as guidelines
existentes, uma macrometdstase é definida por um foco metastdtico com = 2 mm de maior
eixo (11,23), assim assume-se que no ensaio OSNA® esta dimensao corresponda a quantidade
de mRNA de CK19 presente em 23mm?3do foco metastético (40).

Uma limitacdo deste ensaio é a destruicao dos ganglios linfaticos nao permitindo estudos
microestruturais como a avaliagdo da extensao extracapsular nos casos positivos (5,61).
Como tal, ja se encontram a decorrer estudos de expressao génica com o lisado OSNA® com o
objetivo de identificar novos biomarcadores relacionados com o microambiente tumoral nos

ganglios linfaticos (61).
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1.2.1. Cutoff e carga tumoral total

O primeiro cutoff definido parao método OSNA®foi o de Tsujimoto et al, em que >5000 cdpias
de mRNA da CK19/ pL corresponde a macrometdstase; entre 250 e 5000 a micrometastase
e <250 cépias de mRNA da CK19/ pL auséncia de metastase (40).

Varios autores (33,45,51,52) propuseram alteracdes a estes valores uma vez que estudos
complementares mais recentes promovem a apreciacao da carga tumoral total (CTT) como
fator preditor de metdstases em ganglios linfaticos nao sentinela. A CTT em ganglios
analisados por OSNA® foi descrita pela primeira vez em 2013, por Peg et al. como sendo a
soma da quantidade de cdpias de mRNA de CK19 presente em todos os ganglios positivos
analisados e esta foi, também, a primeira vez que o cutoff utilizado foi questionado, sendo
sugerido um novo de 15000 cdpias (33). Em 2017, Nabais et al, num estudo retrospetivo numa
instituicao portuguesa, sugeriu um cutoff de 190 000 cdpias numa amostra de 58 pacientes
(Tabela2) (52).

Recentemente, um dos estudos com mais impacto na avaliacao da CTT como fator preditivo
de metastases nas linfadenectomias, o estudo PORTTLE, realizado em varias instituicoes do
pais com uma amostra superior a 500 pacientes, determinou como novo cutoff as 30 000
cépias (Tabela 2) (51).

Para além de confirmar a eficacia e precisao da metodologia OSNA®, Tomasicchio et al,
definiram um cutoff de 9150 cdpias com uma amostra de 1339 pacientes, com uma
sensibilidade de 94% e especificidade de 67,3%, sendo o grupo de trabalho com resultados
estatisticamente mais significantes (Tabela 2)(62).

Outro estudo importante, o NEOVATTL, aferiu o valor preditivo e prognostico da CTT em
pacientes que fizeram terapia neoadjuvante, concluindo que uma CTT superior a15 000 cépias
era preditiva de envolvimento axilar e que superior a 25 000 cdpias estava associada a maior
risco de recorréncia da doenca (63).

Ainda no estudo da CTT, um conjunto de instituicoes espanholas realizou o projeto MOTTO
cujo objetivo foi avaliar o impacto do subtipo molecular do tumor de mamana CTT, para prever
a afetacao dos ganglios axilares, nao tendo encontrado evidencias suficientes para considerar

o subtipo molecular para decisoes terapéuticas (64).
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Os autores supracitados concordam que a CTT é a medida que melhor espelha a realidade
axilar e que os cutoffs utilizados devem ter em consideracao outras caracteristicas dos

pacientes, havendo muita variabilidade nos valores propostos.

Tabela 2 - Comparacdo de diferentes cutoffs encontrados na literatura. Quadro adaptado de Tomasicchio et al(62)

Estudo N decc-g;gsfi <) Método
Tsujimoto et al (40) 5000 Maximal copy
Tomasicchio etal(62) 202 9150 Maximal copy
Deambrogio etal(65) 117 7700
Pina et al (47) 197 5000 Maximal copy
Peg et al (33) 697 15000 CTT
Nabais et al(52) 58 190 000 CTT
Fougo et al(51) 579 30000 CTT
Terrenato et al (66) 172 2150* CTT

++ macrometdstases; CTT — carga tumoral total; * cutoff para negativos
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2. Objetivos

Este projeto tem como objetivo principal estabelecer uma relacao entre a carga tumoral total,
avaliada por OSNA®, em ganglios linfaticos axilares de pacientes com cancro de mama, com a
existéncia de metdstases nas respetivas linfadenectomias. Especificamente, com este
trabalho pretende-se avaliar a possibilidade de definir um novo cutoff de copias de mRNA de
CK19, que seja preditivo de metdstases nas linfadenectomias axilares.

Um outro objetivo do presente estudo é averiguar a associacao entre os dados
clinicopatoldgicos das pacientes e o numero de cépias de mMRNA da CK19 que apresentam nos
ganglios analisados por OSNA® e a presenca de metastases axilares, pretendendo testar a

eficdcia destas caracteristicas clinicas como fatores preditores de envolvimento axilar.
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3. Métodos

3.1. Desenho experimental

Este projeto consiste num estudo observacional, retrospetivo e sem intervencao, ou seja, sao
recolhidos dados passados, sem manipulagao ou intervencao nas varidveis.

Este estudo pretende avaliar a associacao entre o nimero de cdpias de CK19 existente nos
ganglios positivos analisados por OSNA® e a existéncia de metdstases axilares nas
linfadenectomias das mesmas pacientes em todas as instituicdes que dispdem desta

metodologia em Portugal.

3.2.Instrumento para recolha de dados dos pacientes

O instrumento utilizado para a recolha de dados dos pacientes neste projeto consiste num
documento informativo, o protocolo de dados de recolha (Anexo Il), que foi enviado a todas as
instituicoes participantes no estudo. Este documento detalha os dados necessarios para a
investigacao, bem como as diretrizes sobre como obté-los de maneira sistematica e
padronizada. A elaboracao deste instrumento teve como objetivo garantir a consisténcia e a
qualidade das informacoes recolhidas, facilitando a comparacao e a analise dos dados entre
as diferentes instituicoes.

0 documento inclui umallista especifica de dados clinicopatoldgicos a seremregistados: idade
das pacientes (no momento da andlise OSNA®), tipo histoldgico do tumor, status RE, RP, HER2
e Ki-67, pTN, Grau de Nottingham, nimero de ganglios analisados por OSNA®, resultado
quantitativo da analise molecular (CTT), ndmero de ganglios axilares analisados na

linfadenectomia axilar e numero de ganglios positivos nesta.

3.2.1.Recolha de dados

Os dados para este trabalho foram recolhidos através da criacao de mapas de pacientes com
diagndstico nos softwares internos dos Servicos de Anatomia Patoldgica participantes
utilizando como filtro as codificac6es usadas em cada Servi¢o, como a topografia de mama e
ganglio linfatico e o tipo de exame (bidpsia, peca oncoldgica, exame extemporaneo). Estas

informacoes foram agrupadas numa tabela Excel.
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Estasinformac6es foramrecolhidas entre abril e julho de 2024 com a colaboracao de recursos

humanos selecionados pelos Servicos participantes.

3.2.2. Critérios de inclusao e exclusao

A amostra escolhida consiste em pacientes do género feminino diagnosticadas com cancro de
mama invasivo e submetidas a cirurgia com exame intraoperatdrio por OSNA®, cujo resultado
tenha sido positivo para macrometastase usando o cutoff definido por Tsujimoto et al. (39) e
que tenham realizado linfadenectomia axilar; entre 01 de janeiro de 2018 e 31 de dezembro de
2023 (6 anos).

Apos revisao sistematica, foram excluidos pacientes do género masculino, por nao existirem
estudos suficientes que garantam a reprodutibilidade do OSNA® nestes pacientes.
Excluiram-se pacientes com patologia mamaria ndao invasiva, por nao apresentarem critérios
para realizacao da técnica OSNA®, e tumores bilaterais, uma vez que nao tendo acesso aos
processos clinicos dos pacientes nao seria possivel recolher informacao sobre o
comportamento tumoral nas duas mamas em todas as instituicoes.

0 equipamento RD-100i (Sysmex®), exclusivamente, apresenta uma funcionalidade em que
recorre a amostras inibidas para colmatar resultados ambiguos. Como este resultado s6 pode
ser consultado no equipamento nao seria possivel recolher as informacdes necessarias para
o estudo, assim estas amostras foram excluidas.

Foram também excluidas as pacientes com resultados que apresentem células tumorais
isoladas, pois nestes casos o equipamento fornece uma estimativa de niimero de c6pias (<250
cdpias) e ndo o valor concreto.

Nao se consideram para este estudo pacientes que nao tenham sido submetidas a
linfadenectomia axilar ou que nao apresentem o valor da CTT.

Dos casos reunidos apenas os que obtiveram resultados positivos para macrometastase
foram caracterizados histoldgica e molecularmente.

Algumas informacdes foram consideradas essenciais (CTT e estado da linfadenectomia) e
outras opcionais. Nos parametros de caracterizacao das pacientes (biomarcadores, pTN e
Grau de Nottingham) foi permitida a falta de informacao, sendo esta designada por “sem

informacao”.
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3.2.3. Anonimizacao

A anonimizacao foi realizada através da eliminacao de dados identificativos, como o nome dos
pacientes, nos arquivos Excel enviados pelas instituicdes participantes. Este processo foi
conduzido pelos Servicos de Anatomia Patoldgica envolvidos na pesquisa, garantindo que as
informacoes recolhidas fossem desassociadas de qualquer identificacao pessoal.

Em algumas instituicoes foi assinado um termo de responsabilidade, a garantir que seriam
cumpridos os principios éticos e normas estabelecidas pela Comissao de Etica em Satide da
instituicao, garantindo a confidencialidade dos dados utilizados no projeto, observando os
preceitos da Declaracao de Helsinquia, da WHO, da Uniao Europeia e do Regulamento Geral de

Protecao de Dados.

3.3.Populacao

A populacao alvo deste estudo é composta pelas instituicdes que utilizam a metodologia
OSNAE® para a andlise de ganglios sentinela da mama intraoperatoriamente. O contato foi
estabelecido por via eletrénica com todos os Diretores e Coordenadores dos Servicos de
Anatomia Patoldgica de 12 instituicdes publicas do pais, que sao reconhecidas pela utilizacao
desta metodologia: Unidade Local de Satide (ULS) Arco Ribeirinho (hospital do Barreiro), ULS
Sao José (hospital Sao José), ULS Almada-Seixal (hospital Garcia da Orta), ULS Alto Minho
(hospital de Viana do Castelo), ULS Matosinhos (hospital Pedro Hispano), ULS Sao Joao
(hospital Sao Joao), Centro Hospitalar Universitario Santo Antdnio, ULS Viseu Dao-Lafdes, ULS
Coimbra, ULS Lezitia (hospital distrital de Santarém), ULS Alentejo Central (hospital de Evora)
e ULS Santa Maria (hospital Santa Maria). Para a realizacao da pesquisa, foi enviado o
instrumento de recolha de dados, previamente descrito, as as instituicoes que manifestaram
interesse em participar.

Este projeto, com o protocolo de recolha de dados acima mencionado, foi submetido a para
aprovacao na ULS Arco Ribeirinho e aceite com parecer favordvel da Comissao de Eticaparaa
Saude, do Encarregado de Protecao de Dados Pessoais, do Responsdvel da Academia de
Formacao e Gabinete da Qualidade, da Unidade de Investigacao Clinica e do Conselho de

Administracao.
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Algumas instituicoes optaram por validar o parecer ético da ULS Arco Ribeirinho, enquanto

outras solicitaram a emissdo de pareceres de suas respetivas Comissdes de Etica.

3.4. Analise estatistica

Os dados foram codificados, organizados e agrupados num documento Microsoft Office Excel
e tratados estatisticamente no software IBM Statistical Package for the social Sciences
(SPSS) versao 29.0.1.0.

Foi realizada uma analise de frequéncias, medida de tendéncia central (média) e dispersao
(minimo e maximo) nos parametros analisdveis.

Foiusado o Teste T paraamostras independentes paraverificar se a diferenca entre os valores
da CTT no grupo de pacientes com LDA negativa e positiva é estatisticamente significativa.

A correlacdo entre as varidveis categdricas e as variacoes dos valores da CTT (varidvel
numeérica) foi avaliada através do coeficiente de correlacdo de Spearman (para varidveis com
dois grupos) e o teste ANOVA (para varidveis com mais de dois grupos), uma vez que estes
dados nao sequem uma distribuicao normal (segundo teste Shapiro-Wilk).

Para analisar a associacao entre os parametros clinicopatoldgicos e o estado da LDA foi
utilizado o teste do Qui-quadrado de Pearson (para varidveis categdricas).

Para a analise da sensibilidade e especificidade da CTT com os resultados das
linfadenectomias foi construida uma curva Receiver Operating Characteristic (ROC) e foi
aplicado um modelo de regressao logistica.

Foram considerados estatisticamente significativos valores prova (p) de p <0,05, com

intervalos de confianca (IC) de 95%.
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4. Resultados

4.1. Caracterizacao da populacdo e amostra

0 niimero de respondentes ao instrumento de recolha de dados foram 3 (25%), sendo que 5
(42%) aguardam autorizacao das respetivas comissdes de ética para futura insercao no
estudo.

Foram recolhidos dados de 1223 pacientes, das quais 958 (78%) correspondem a casos com
andlise OSNA® negativa e 265 (22%) a positiva. Destes, 123 (46%) apresentaram

micrometastases e 142 (54%) macrometdstases (Figura 5).

Micrometdstases Macrometdstases
416% 54%

B Resultado OSNA® positivo M Resultado OSNA® negativo

Figura 5 - Caracterizacdo dos resultados das andlises 0SNA®. Dos dados recolhidos (n=1223), 78% (n=958) correspondem
aresultados 0SNA® negativos e 22% (n=265) a positivos. Destes positivos, 46% (n=123) correspondem a micrometdstases

enquanto 54% (n=142) correspondem a macrometastases.

Este estudo incidiu sobre as pacientes com resultados positivos para macrometastase (142)
na andlise do ganglio sentinela pelo método de OSNA®, das quais 14 foram excluidas por falta
deinformacao sobre a CTT ou estado da linfadenectomia, dados considerados essenciais para
o estudo.

Assim, das 128 pacientes estudadas (Tabela 3), a média de idades foi de 59,41 (+12,75) anos.
A idade minima representada neste estudo foi 28 anos e a maxima 88. O grupo etario mais
representado situa-se entre 0s 50 e 0s 69 anos, o que representa 53,9% da populacao deste

estudo.
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A recolha dos parametros clinicopatoldgicos revela que o tipo de tumor mais frequente é o
carcinoma invasivo de tipo ndo especial com 100 (78,1%) pacientes. Os tumores de maiores
dimensdes (pT2: Tumor > 20 mm mas < 50 mm de maior eixo) representaram 42,2% da
amostra com 54 pacientes. Neste estudo foram unidas as categorias de pNO e pN1 por
existirem divergéncias na redacao dos relatérios uma vez que alguns patologistas
consideraram o ganglio sentinela como parte do pN e assim classificaram como pN1a(sn) e
outros nao, colocando pNO. Assim 84 (65,6%) pacientes tinham pNO ou pN1. No grau de
Nottingham, observou-se que 66 (51,6%) das pacientes apresentam grau 2. Importa referir
que nesta populacao, 106 (82,8%) pacientes apresentam status HER2 negativo, 120 (93,8%)
apresentam RE positivo e 108 (84,4%) RP também positivo. No parametro do indice de
proliferacao, 65 (50,8%) das pacientes apresentaram resultado intermédio, ou seja, entre 5%
e 30% de células marcadas com o anticorpo Ki-67 (Tabela 3).

No OSNA® foram analisados em média 2,23 (+1,21) ganglios, sendo o maximo registado 7
nddulos, por paciente. Em exame extemporaneo (intraoperatdrio) 43 (34%) pacientes tiveram
um ganglio removido e analisado por OSNA®, 40 (31%) removeram 2 ganglios e 45 (35%)

analisaram 3 ou mais ganglios (Figura 6).

W 1ganglio M™2ganglios ™3 ou maisganglios

Figura 6 - Nimero de ganglios analisados por OSNA® em exame extemporaneo. 34% (n=43) dos pacientes tiveram

apenas um ganglio analisado intraoperatoriamente, 31% (n=40) analisaram dois ganglios e 35% (n=45) analisaram 3 ou

Na avaliacao das linfadenectomias axilares foram analisados em média 11,47 (+6,14) ganglios
por paciente e 78 (60,9%) destes pacientes nao apresentaram metdastases axilares (Tabela 3).
No conjunto de pacientes com metdstases axilares (50 pacientes, correspondente a 39,1% da
amostra), estima-se uma média de 1,20 (+2,64) ganglios positivos por linfadenectomia. Nas
linfadenectomias axilares positivas, 29,7% das pacientes apresentam até 3 ganglios

metastizados e apenas 9,4% tem 4 ou mais (Figura 7).

21



Tabela 3 — Parametros clinicopatoldgicos analisados neste estudo (n=128).0s parametros de caracterizacdo da amostra

foram categorizados e agrupados. As idades das pacientes foram agrupadas em faixas etdrias (menos de 49 anos, 50 a 69

anos e mais de 70 anos). Os tipos de tumor foram categorizados em NST, lobular e outros. Os parametros do TNM foram

agrupados pelos seus niveis, assim como o grau de Nottingham. Os biomarcadores e as linfadenectomias foram separados

em positivos e negativos.

Parametros Clinicopatoldgicos n %

[ 49 anos] 29 22,7
Idades (ao diagnéstico) [50-69] 69 539
[270] 30 234

Carcinoma Invasivo NST 100 781

Tipo de Tumor Carcinoma Lobular Invasivo 20 15,6
Outro 8 6,3

S/ info 23 18,0
T(TNM) pT1 37 28,9
P pT2 54 422
2pT3 14 10,9

S/ info 23 18,0
pN (TNM) pNO ou pN1 84 65,6
2pN2 21 16,4

S/ info 28 219

Gra G1 16 12,5

N G2 66 516

G3 18 141

S/ info 12 94
HER2 Negativo 106 828

Positivo 10 78

S/ info 4 31

RE Negativo 4 31
Positivo 120 938

Biomarcadores S/ info 6 47
RP Negativo 14 10,9
Positivo 108 844

S/ info 4 31

Baixo 23 18,0

Ki-67
Intermédio 65 50,8
Alto 36 281
Negativa 78 60,9
Linfadenectomia axilar .

Positiva 50 391

NST - tipo ndo especial, S/ info - Seminformagao, HER2 — Human Epidermal growth factor Receptor-type 2, RE - Recetores de Estrogénio, RP — Recetores de Progesterona
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Figura 7 - Nimero de ganglios linfaticos analisados histologicamente nas linfadenectomias axilares. 60,9% (n=78) dos
pacientes que tiveram linfadenectomia negativa, ou seja, sem ganglios positivos. 29,7% (n=38) apresentaram até 3 ganglios

positivos e em 9,4% (12) identificaram-se 4 ou mais ganglios com metastases.

4.2.Associacao entre o nimero de cdpias de mRNA da CK19 e o estado da

linfadenectomia axilar

Para verificar se existiam diferencas estatisticamente significativas entre os valores de CTT e
a presenca de metdstases nas respetivas LDA, foi realizado o teste paramétrico T Student
para amostras independentes (Tabela 4) com o objetivo de comparar as médias de CTT dos
grupos com LDA positiva e negativa, uma vez que estes dados sequem uma distribuicao
normal. Foram considerados estatisticamente significativos valores de p<0,05.

Assim os resultados do teste indicam uma diferenca significativa nos valores da CTT entre os
grupos com linfadenectomia negativa e positiva (p=0,026).

A média de CTT do grupo com metdstases axilares (812144,60 + 1932075,05) foi
significativamente maior que a média do grupo negativo (175167,44 + 480183,15), apesar
disso, os desvios padrdes elevados indicam variabilidade dentro dos valores estudados em

cada grupo.
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Tabela 4 — Comparagdo das médias de niimero de cdpias em pacientes com linfadenectomia positiva e negativa.
Foi realizado o teste T Student para comparar as médias dos valores de CTT dos dois grupos de pacientes (LDA

positiva e negativa). O valor p sublinhado refere-se ao valor estatisticamente significativo (p<0,05). E observada

uma diferenca significativa nos valores da CTT entre os grupos com linfadenectomia negativa e positiva.

LDA n Média Desvio Padrao p
Negativa 78 17516744 48018315
CTT 0.026
Positiva 50  812144,60 1932075,05

4 .3.Efeito dos parametros clinicopatoldgicos nos valores da carga tumoral total

Procurou-se compreender o impacto que as caracteristicas bioldgicas e tumorais podem ter
na variacdo do nimero de copias de mRNA da CK19 nos ganglios analisados por OSNA®.

Foi utilizado o coeficiente de correlacao de Spearman (para varidveis com dois grupos) e teste
ANOVA (para varidveis com mais de dois grupos) para analisar estes parametros, visto que
estes dados ndo sequem uma distribuicao normal (teste Shapiro-Wilk p<0.05).

Foi analisada a correlacao existente entre os parametros clinicopatoldgicos com a variacao
dos valores de CTT (Tabela 5), ou seja, se ha oscilacdes significativas no valor de nimero de

cdpias de mRNA da CK19, consoante existéncia de determinadas caracteristicas.
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Tabela 5 - Efeito dos parametros clinicopatoldgicos nos valores da carga tumoral total.

0 valor p sublinhado refere-se ao valor estatisticamente significativo (p<0,05). O coeficiente de
correlacdo de Spearman foi utilizado para varidveis categdricas com dois grupos e o teste ANOVA
para varidveis com mais de dois grupos em relacdo a uma varidvel numérica (CTT). O tnico

parametro com efeito na variacao dos valores da CTT foi o estado das linfadenectomias (p<0,001).

Coeficiente de

Parametro p
correlacao
Idade -0,120 0,892
HER2 0,019 0,834
RE 0,097 0,276
RP 0,01 0,900
Ki-67 0,044 0,619
CcTT

Tipo de Tumor -0,013 0,886
pT (TNM) 0,060 0,504
pN (TNM) 0,011 0,233
Grau -0,015 0,870
LDA 0,293 <0,001

Das varidveis estudadas, apenas o estado da linfadenectomia foi considerado
estatisticamente significativo (p<0,001). As outras varidveis ndao mostram correlacdes
significativas (p>0,05), sugerindo que ndo ha relacdo estatisticamente relevante entreelas e a

carga tumoral total.
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4.4. Efeitodos parametros clinicopatoldgicos na presenca de metastases axilares

Verificou-se a existéncia ou nao de associacao entre as variaveis do estudo e a presenca de
metdstases nas linfadenectomias axilares com o teste do Qui-quadrado de Pearson (Tabela

6). Foi escolhido este teste visto que a LDA é uma variavel categdrica.

Tabela 6 - Efeito dos parametros clinicopatoldgicos na presenca de metastases axilares
Os valores p sublinhados referem-se aos valores estatisticamente significativos

(p<0,05). O teste do qui-quadrado de Pearson foi utilizado para avaliar a associacao entre
os parametros clinicopatoldgicos e a presenca de metastases nas linfadenectomias. O

pT (p=0,022) e pN (p<0,001) apresentam significado estatistico.

Parametro Qui-quadrado p

Idade 0,301 0,860

HERZ2 0,044 0,978

RE 0,709 0,702

RP 4220 0,121

LDA Ki-67 3,779 0,286
Tipo de Tumor 3,230 0,199

pT (TNM) 9,601 0022
pN (TNM) 29,167 <0,001

Grau 2,821 0,420

LDA - linfadenectomia axilar, HER2 — Human Epidermal growth factor Receptor-type 2, RE - Recetores de Estrogénio, RP —

Recetores de Progesterona, CTT - Carga tumoral total

Os resultados sugerem que caracteristicas tumorais, nomeadamente o pT (p=0,022) e 0 pN
(p<0,001) sao fatores importantes a serem considerados na avaliacdo da presenca de
metdstases axilares. As outras caracteristicas tumorais nao mostraram uma influéncia
significativa (p>0,05).

OpNeraesperado que fosse considerado estatisticamente relevante, uma vez que representa

o estado da axila, ou seja, o valor de pN representa a invasao nos ganglios regionais.
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4.5.Valor preditivo dos parametros clinicopatoldgicos na carga tumoral total

Para avaliar o impacto que as caracteristicas do tumor podiam ter nos valores de CTT,

realizou-se uma regressao linear (Tabela 7).

Tabela 7 - Valor preditivo dos parametros clinicopatoldgicos na carga tumoral total. O valor p sublinhado refere-se ao valor
estatisticamente significativo (p<0,05). A regressao linear permitiu averiguar o valor preditivo dos parametros
clinicopatoldgicos, sendo que o Unico estatisticamente significativo foi 0 estado dos ganglios linfaticos regionais (pN) com

p=0,012.

Parametro Coeficiente (B) Desvio Padrao p
Idade 82049586 171415,049 0,633
HER2 -261703127 315822,365 0,409
RE 124663,986 410819,854 0,762
RP -154155,478 334493506 0,646
CTT Ki-67 321622,899 175416,107 0,069
Diagndstico -335709,699 212901157 0118
pT (TNM) -49844,866 177019,329 0,779
pN (TNM) 773879483 302792198 0,012
Grau -191006,762 144257625 0,188

CTT - Carga tumoral total, HER2 — Human Epidermal growth factor Receptor-type 2, RE - Recetores de Estrogénio, RP — Recetores de Progesterona,

Com base nos resultados, a unica variavel que tem um efeito significativo na CTT é pN
(p=0,012). As outras varidveis nao sao significativas (p>0,05), indicando que ndo tém um efeito
preditivo significativo nos valores de carga tumoral total, ou seja, as caracteristicas
clinicopatoldgicos nao fazem aumentar os valores de CTT.

0 parametro Ki-67, que representa o indice de proliferacao do tumor, estd préximo de ser

significativo (p=0,069), apesar de ndo o ser.
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4.6. Estudo da sensibilidade e especificidade de diferentes cutoffs

Usando apenas a CTT como valor preditor de metastases, foi elaborado um estudo de

sensibilidade e especificidade através da curva ROC (Figura 8).
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Figura 8 — Relacao entre a sensihilidade e especificidade da CTT para predicao de metdstases axilares. Curva ROC

com AUC=0,673 (p=0,001, com IC 95% 0,571 - 0,775).

0 resultado da curva ROC foi uma area under curve (AUC) de 0,673 (p=0,001, com intervalos
de confianca de 95% com limite inferior de 0,571 e superior 0,775).

Foram selecionados trés cutoffs com base nos valores de sensibilidade e especificidade
fornecidos pela andlise ROC: 10 000 cdpias (sensibilidade 92,0%, especificidade 85,9%),
20 000 cdpias (sensibilidade 80,0%, especificidade 73,1%), e 30 000 cdpias (sensibilidade
72,0%, especificidade 654%), e realizadas regressoes logisticas para verificar se
apresentavam alteracoes estatisticamente significativas na presenca de metastases axilares.
Foi realizada uma andlise univaridvel (para analisar o efeito de cada varidvel
independentemente) e multivaridvel, utilizando apenas as varidveis que apresentaram

significado estatistico nas andlises anteriores (Tabela 8).
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Tabela 8 — Efeito do pTN e diferentes cutoffs na presenca de metdstases axilares. Analise de odds ratios. Os

valores p

sublinhados referem-se aos valores estatisticamente significativos (p<0,05). Os parametros sombreados correspondem a

categoria de referéncia para a OR. Na regressao logistica univaridvel e multivaridvel observa-se que o pT apresenta

significado estatistico, na analise independente, e podem ser analisadas as OR (OR=2,765 1C95% 1,136-6,729); o pN é

avalidvel tanto individualmente como em conjunto com os outros parametros (p<0,001) como era esperado. Os cutoffs

selecionados nao apresentam significado estatistico pelo que nao é possivel assumir que hd uma probabilidade maior de

ter linfadenectomias positivas se os valores forem superiores a referéncia.

LDA Analise
Anadlise univariavel
n (%) multivaridvel
Parametr
n=128 POS NEG  OR(IC95%) p OR (1C95%) p
0
S/ info 9(7,0) 14(10,9)
2765 2341
pT (TNM) pT1 9(7,0) 28(219) 0,025 0,105
(1136-6,729) (0,836-6,556)
>pT2 32(25) 36 (28,1)
s/info 9(7,0) 14(10,9)
26773 24551
pN(TNM)  pNO/pN1 22(172)  62(48,4) <0,001 <0,001
(5,762-124,393) (5179-116,372)
>pN2 19 (14,8) 2(16)
crT <10000 437 186
1,888 1247
10000 (0,566-6,296) 301 (0,222-7,022) 0802
cdpias >10000 46(359) 67(523) : ' ' :
crT <20000 0078  21064)
1474 1,670
20000 (0,627-3,464) 31 (0,265-10,523) 0583
cdpias >20000 40(313)  57(44,5) ' ' ’ '
aT <30000  14(109)  27(17)
1361 0,744
30000 (0,628-2,951) 435 (0,167-3,304) 0657
copias >30000 36(2817)  51(39,8) ’ ' ’ '

LDA - linfadenectomia axilar, POS - positivo, NEG — negativo, OR — Odds Ration, IC95% - Intervalos de confianga 95%, CTT — carga tumoral total, s/info — sem informagao

Na andlise univaridvel, o parametro do tamanho do tumor pT, tem uma odds ratio (OR)

de 2,765, sugerindo que a probabilidade de um resultado positivo na LDA é aproximadamente
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2,8 vezes maior para tumores de maiores dimensdes (>pT2) em relacao aos tumores menores
(pT1) (p=0,025). No entanto, na andlise multivaridvel, o efeito nao € significativo (p=0,105).
Tanto na analise univaridvel quanto na multivariavel, o parametro pN esta fortemente
associado a um aumento significativo na probabilidade das LDA serem positivas, com OR
de 26,773 e 24,551, respetivamente, e valores p altamente significativos (p<0,001). Esta
associacao ja era esperada visto o pN representar a invasao dos ganglios regionais.

No cutoffde 10 000 cdpias, 4 (3,1%) das 128 pacientes tém valores de CTT abaixo das 10 000
cépias e linfadenectomia positiva e 67 (52,3%) tém valores superiores a referéncia e
linfadenectomia negativa. Com o aumento do cutoff observa-se uma subida nesta variagcao
com10 (7,8%) pacientes com CTT inferior a 20 000 c6pias com LDA positiva e 57(44,5%) com
carga tumoral total superior a 20 000 cdpias, mas linfadenectomia negativa. No grupo com
CTT inferior a 30 000 cdpias ha 14 (10,9%) pacientes com linfadenectomia positiva e 51
(39,8%) com mais de 30000 cdpias e LDA negativa. Pela andlise univaridvel e multivariavel é
possivel verificar que estes cutoffs nao sao estatisticamente significativos, apresentando
valores prova acima de 0,05, ou seja, nao é possivel assumir que hd uma probabilidade maior

de ter linfadenectomias positivas se os valores forem superiores ao valor de referéncia.
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5. Discussao

A abordagem conservadora da axila eleva a importancia do estudo do ganglio sentinela, quer
seja pré-operatdria (imagioldgica e com recurso a hiépsias de agulha fina), intraoperatdria ou
pds-operatdria (32). A remocao cirdrgica do ganglio para andlise histoldgica nao
extemporanea é mais morosa e cerca de 20% envolvem uma segunda cirurgia (32). Assim o
melhor método € aquele que é efetuado durante a cirurgia mamaria, limitando a exposicao da
paciente a outras cirurgias complexas.

A introducao do conceito da CTT em substituicao da utilizacao como referéncia de apenas o
valor do ganglio com mais cdpias de mRNA da CK19 trouxe uma consciencializacao sobre a
importancia do valor do numero de cdpias aquando da tomada de decisao de se fazer
esvaziamento axilar (46,51,64).

A preferéncia pela andlise do ganglio sentinela em vez do esvaziamento axilar foi inicialmente
desenhado para um conjunto de pacientes que se inserem em caracteristicas proprias
previstas no estudo clinico randomizado ACOSOG Z0011, onde nao era previsto a utilizacao de
tratamentos neoadjuvantes antes da analise dos ganglios sentinela (67). Atualmente, muitas
pacientes que sao submetidas a remocao do ganglio sentinela ja fizeram algum tipo de
tratamento neoadjuvante (68).

0 OSNA® é um método molecular para detecao de mRNA de CK19 em ganglios linfaticos com
eficacia verificada por varios autores e em uso desde 2007 por muitas instituicoes
(32,33,40,48,69). Este método demonstra maior capacidade em detetar micrometastases,
provando ser mais sensivel que os métodos convencionais (imprint citoldgico e histopatologia)
(46,70,71). E também uma metodologia automatica, reprodutivel e rdpida diminuindo os
tempos de resposta e garantindo a padronizacao da técnica (46,71). Estudos recentes
demonstram a eficacia desta metodologia nao s6 em cancro de mama como também noutros
tumores (72,73). E de esperar que esta tecnologia se torne rotina em grande parte dos centros
0 que torna importante garantir que traz beneficios para os pacientes a longo prazo (57,74).

O cutoff utilizado para a analise OSNA® pela maioria das instituicdes ainda é o definido por
Tsujimoto et al, baseado na correlacao entre o nimero de cépias de CK19 e o tamanho
histoldgico das metdstases, assim, menos de 250 cépias/pL corresponde a auséncia de
metdstase, entre 250 e 5000 cdpias/pL a micrometdstase e mais de 5000 cdpias/|L a

macrometdstase (40).
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Foram contactadas 12 instituicoes portuguesas que dispoem da metodologia OSNA®, das
quais 3 forneceram dados para o projeto e 5 estao a aguardar resposta das respetivas
comissoes de ética.

Este estudo analisou 128 pacientes com nimero de cdpias de CK19 igual ou superior a 5000
nos ganglios linfaticos analisados intraoperatoriamente com OSNA®, antes da realizacao das
linfadenectomias axilares. Destas pacientes, 78 (60,9%) nao tinham ganglios positivos nos
esvaziamentos axilares. Esta discrepancia ja estudada por varios autores levou muitos
autores a questionar o cutoff utilizado, adicionando outros fatores preditivos de envolvimento
axilar na decisao médica (47,51,52,62,69).

A maioria das pacientes neste estudo apresentou carcinoma invasivo de tipo nao especial
(78,1%), sendo o segundo mais frequente o carcinoma lobular invasivo (15,6%). Importa referir
que nos hiomarcadores, 106 (82,8%) pacientes apresentaram status de HER2 negativo, e 120
(93,8%) e 108 (84,4%) pacientes apresentaram RE e RP positivos, respetivamente. Estes
resultados significam, habitualmente, melhor prognostico e agressividade baixa (13,75). A
pouca representatividade de tumores de diferentes tipos dificultou a correlacao entre as
caracteristicas histoldgicas e os valores da CTT ou o estado da linfadenectomia.

Ha uma associacao entre o nimero de cdpias de mRNA da CK19 e o estado da linfadenectomia
axilar. Ao compararmos as médias de CTT dos pacientes com LDA positiva com os negativos,
observamos que apesar da média ser significativamente superior no grupo com LDA positiva,
levando a crer que valores mais elevados de CTT podem estar relacionados com metdstases
axilares, os desvios padroes demonstram que estes valores sao muito varidveis dentro dos
grupos. Assume-se que existe relacdao entre o valor da CTT e a existéncia de metastases
(p=0,026) no entanto também existe muita variabilidade de valores dentro do grupo positivo e
negativo. O estudo do efeito da LDA nos valores da CTT também foi significativo (p<0,001)
confirmando o teste anterior.

Os parametros clinicopatoldgicos com efeito significativo na presenca de metdstases axilares
foram o tamanho do tumor (pT) e os ganglios regionais (pN). O pT apresentou uma associacao
significativa com a existéncia de metdstases axilares (p=0,022), ou seja, quanto maior o
tamanho do tumor mais possibilidade ha das LDA apresentarem invasao. Este achado é
consistente com os diversos artigos ja publicados sobre o tema (51,62). Pela andlise das odds
ratio, foi possivel mostrar que uma paciente com um tumor pT2 ou superior apresenta 2,8

vezes mais possibilidade de ter linfadenectomia positiva do que uma paciente com um tumor
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pT1(p=0,025). O pN, apesar de estatisticamente apresentar significancia para a presenca de
metdstases nas LDA (p<0,001), ndo tem valor preditivo uma vez que se haseia em
caracteristicas pds-cirdrgicas (estadiamento patoldgico) e ja reflete o estado positivo da
linfadenectomia, sendo aconselhada a utilizacao de evidencias clinicas (cN) para a selecao de
pacientes para OSNA® (4).

Na carga tumoral total, o parametro com valor preditivo foi apenas o pN (p=0,012), no entanto
o indice de proliferacao (Ki-67) apresentou um valor prova p=0,069, que apesar de nao ser
estatisticamente significativo estd préximo do valor de significancia p<0,05. Estudos
aprofundados seriam necessarios para correlacionar os indices de proliferacao mais elevados
com valores de CTT maiores.

A analise da sensibilidade e especificidade do cutoff conduzida neste projeto levou a uma
curvaROCcomumaAUCde 0,673 o que estd de acordo com as construidas por outros autores
(Deambrogio (65): n=194, AUC= 0,69; Pifiero Madrona (76): n=797, AUC=0,69; Shimazu (77):
n=623, AUC=0,69; Fougo (51): n=579, AUC = 0,630), confirmando a relacao forte entrea CTT e
as metastases axilares.

Os valores de 10 000, 20 000 e 30 000 cdpias selecionados neste estudo com base na sua
sensibilidade e especificidade nao se mostram estatisticamente significativos na regressao
logistica efetuada (p>0,05), no entanto, virtualmente, o cutoff de 10 000 cépias pouparia 11
(8,6%) pacientes a linfadenectomia, a custa de 4 (3,1%) com LDA positiva que nado seriam
detetadas.

Nos valores de 20 000 e 30 000 cdpias, nao seriam efetuadas LDA em, respetivamente, 21
(16,4%) e 27 (21,1%) pacientes com LDA negativa, mas falhar-se-ia a detecao de 10 (7,8%) e
14 (10,9%) pacientes positivas, respetivamente.

Muitos autores defendem a utilizacao de mais fatores preditivos como o tipo de tumor,
tamanho e grau para avaliar a agressividade da invasao, ou mesmo a possibilidade destas
pacientes ndo realizarem a LDA, mas sim terapia adjuvante dirigida a axila como radioterapia,
como é o caso dos estudos clinicos AMAROS e SINODAR-ONE (57,74). Estes estudos avaliam
a sobrevida de pacientes que fizeram LDA em relacao a pacientes que apenas fizeram
remocao do ganglio sentinela e radioterapia (AMAROS), ou outro tipo de terapia adjuvante
(SINODAR-ONE), sendo os resultados concordantes com a nao existéncia de diferenca
significativa na sobrevida de pacientes que removeram apenas o ganglio sentinela (positivo) e

fizeram terapia adjuvante e pacientes que fizeram esvaziamento axilar.
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Apesar de existirem guidelines, nacionais e internacionais, para a redacao do relatdrio
anatomopatoldgico, ainda hd muita variacao entre os varios locais e profissionais (4,11,19,22).
A falta de uniformizacao levou a exclusao de muitas amostras diminuindo o ndeste estudo.

A limitacdo referente a obtencao de mais instituicdes participantes também condicionou o
numero de dados e a representatividade da amostra.

Este estudo escolheu utilizar como referéncia a carga tumoral total, em vez do ganglio com
maior nimero de cGpias, por este ser valor com maior concordancia entre autores na revisao
bibliografica efetuada (33,45,48,51,52,64,65,69,76).

Na era da medicina de precisao, o conhecimento da biologia tumoral é essencial para a
avaliacao dos ganglios sentinela na mama, pois estes constituem uma ferramenta para
decisao terapéutica personalizada. Compreender as particularidades bioldgicas do tumor leva
a intervencdes mais eficazes e menos invasivas, melhorando os resultados clinicos e a

qualidade de vida das pacientes.
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6. Conclusao

O presente estudo demonstrou uma relacao significativa entre a carga tumoral total e a
presenca de metastases axilares, ou seja, hd uma correspondéncia entre valores mais
elevados de CTT com a existéncia de ganglios positivos nas linfadenectomias, como
evidenciado pela andlise de cutoff que resultou em uma area sob a curva ROC de 0,673, no
entanto este é um valor com baixa discriminacao, apesar da concordancia com outros estudos.
Embora os valores de cutoffparaas10 000,20 000 e 30 000 cdpias nao tenham apresentado
valor estatisticamente significativo, a utilizacao de um cutoff de 10 000 cdpias, como
alternativa ao de 5000, conjuntamente com outros fatores clinicos, como o pT poderia ser
benéfico para algumas pacientes.

Além disso, a pesquisa efetuada sublinha a importancia de considerar multiplos fatores
preditivos, como o estadiamento clinico da axila, para uma avaliacao mais precisa da
agressividade da doenca.

Nesta coorte de 128 pacientes, com CTT superior a 5000 cdpias que fizeram LDA, apenas 50
(39,1%) apresentavam ganglios linfaticos axilares positivos, o que significa que as restantes
78 (60,9%) pacientes, com linfadenectomias negativas, foram sujeitas a uma cirurgia
complexa e de consequéncias fisicas importantes, sem qualquer beneficio clinico para a
paciente. Mais estudos de acompanhamento serao necessdrios para averiguar se estas
pacientes tiveram mais do que um ganglio retirado para andlise OSNA ou se as
linfadenectomias nao foram completas.

Avariacao naredacao de relatdrios anatomopatoldgicos foi identificada como um desafio que
impactou narepresentatividade da amostra, sendo necessdrio mais uniformizagao nesta drea.
Em conclusao, este trabalho servird para consciencializar os responsdveis pela decisao
terapéutica, reafirmando que os valores de carga tumoral total tém influéncia na existéncia de
metdstases axilares, no entanto, mais fatores devem ser incluidos na escolha de fazer ou nao
LDA.

E importante salientar que ainda faltam dados de cinco instituicées, o que limita a abrangéncia
dos resultados obtidos até o momento. Assim, esta previsto dar continuidade a este estudo,
aumentando o numero de instituicdes participantes e, consequentemente, a robustez das
informacdes reunidas. A inclusao desses dados adicionais, podera permitir a obtencao de
resultados estatisticamente mais relevantes, contribuindo para um entendimento mais

profundo e fundamentado na area.
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Por fim,importa referir que é necessario continuar a estudar solucdes cirurgicas, progndsticas
e terapéuticas mais precisas e personalizadas, explorando a eficacia de terapias adjuvantes,
como a radioterapia, em comparagao com a remocao da cadeia linfatica axilar, em conjunto
com um cutoff mais adequado, que garanta melhores condicdes de vida aos pacientes com

cancro de mama.
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Anexos

Anexo | - Critérios pTNM segundo a 82 edicao do AJCC Cancer Staging Manual

Categoria Critérios seqgundo 82 edicao TNM (23)
X Tumor primario ndo pode ser analisado
TO Sem evidencia de tumor primdrio
Tis (CDIS) Carcinoma Ductal in situ
Tis (Paget) Doenga de Paget do mamilo NAO associada a carcinoma invasivo e/ou in situno paréngquima mamario subjacente
™ Tumor <20 mm de maior eixo
Timi Tumor <1 mm de maior eixo
Ta Tumor >1mmmas < 5 mm de maior eixo
T Tib Tumor > 5 mmmas <10 mm de maior eixo
p Tic Tumor >10 mm mas < 20 mm de maior eixo
T2 Tumor > 20 mm mas < 50 mm de maior eixo
13 Tumor > 50 mm de maior eixo
T4 Tumor de qualquer dimensao com extensao a parede do tronco e/ou pele.
T4a Extensao a parede do tronco
T4b Ulceragao e/ou nddulos satélites macroscopicos e/ou edema (incluindo pele “casca de laranja’)
T4c T4ae T4b estdo ambos presentes
Tad Carcinoma inflamatério
NX Ganglios linfaticos regionais nao podem ser analisados
NO Nao se identificam metdstases nos ganglios linfaticos regionais ou apenas células tumorais isoladas
X Apenas células tumorais isoladas em ganglios linfaticos regionais (clusters de células malignas nao superiores a 0,2
NO(i+) )
NO (mol+) Achados moleculares positivos por RT-PCR. Sem detecao de células tumorais isoladas
N1 Micrometdstases; ou metdstases em 1-3 ganglios linfaticos axilares
N1mi Micrometastases (aproximadamente 200 células, maior que 0,2 mm mas nenhuma maior que 2 mm)
Nla Metdstases em1-3 ganglios linfaticos axilares, pelo menos uma maior que 2 mm
N1b Metdstases em ganglios linfdticos mamarios internos ipsilaterais, excluindo células tumorais isoladas
N1c N1a e N1b estao ambos presentes
pNa N2 Metdstases em 4-9 ganglios linfdticos axilares; ou ganglios linféticos mamdrios internos ipsilaterais positivos por
imagiologia na falta de metdstases linfaticas axilares
N2a Metdstases em 4-9 ganglios linfaticos axilares, pelo menos uma area tumoral maior que 2 mm
Metdstases em ganglios linfaticos mamdrios internos detetados clinicamente com ou sem confirmagao microscépica;
Neb com ganglios linféticos axilares patologicamente negativos
Metdstases em 10 oumais ganglios linfdticos axilares ouinfraclaviculares ou mamdrios internos ou mais de 3 ganglios
N3 linfticos axilares com micro- ou macrometdstases em biopsia de ganglio sentinela ou ganglios linfdticos
supraclaviculares
Metdstases em 10 ou mais ganglios linfaticos axilares, pelo menos uma drea tumoral maior que 2 mm ou metastases
N3a em ganglios linfaticos infraclaviculares
N3b N1a ou N2a na presenca de N2b; ou N2a na presenca de N1b
N3c Metdstases em ganglios linfaticos supraclaviculares ipsilaterais

Abreviaturas: RT-PCR - Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction

2 0s sufixos (sn) e (f) devem ser adicionados a categoria N para indicar a confirmagao de metdstase por bidpsia de ganglio sentinela ou bigpsia

com agulha/core, respetivamente.




Anexo Il - Protocolo de recolha de dados
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Introducao

Esta dissertacao consiste num estudo observacional, retrospetivo e sem intervencao que
aborda as neoplasias epiteliais mamdrias malignas, propondo-se a estudar a relacao da
presenca de macrometdstase de carcinoma invasivo da mama em ganglios linfaticos
analisados intraoperatoriamente por OSNA® com a existéncia de metastases na respetiva
linfadenectomia axilar.

A populacao escolhida sao pacientes do género feminino diagnosticadas com cancro de mama
invasivo e submetidas a cirurgia com exame intraoperatdrio por OSNA®, cujo resultado tenha
sido positivo para macrometastases usando o cutoff definido por Tsujimoto et al, e que
tenham efetuado linfadenectomia axilar, durante o periodo de 01 de janeiro de 2018 a 31 de

dezembro de 2023 (6 anos).

Recolha de dados

Os dados necessarios para este estudo estao presentes nos relatérios andtomo-patoldgicos
de cada paciente em cada Instituicao participante. Assim, cada Instituicao elege um elemento
que garantira a elaboracao do levantamento dos dados necessarios através dos programas
internos dos respetivos servicos, e a anonimizacao dos mesmos, por exemplo, eliminando a
colunaidentificativa do paciente (nome) do documento Excel gerado.

Se considerado mais proficiente, a investigadora principal pode assinar um termo de
responsabilidade e recolher, pessoalmente, os dados por forma a nao causar impacto no

workflow do Servico participante, garantindo que serao anonimizados no local.

Para gerar os mapas de dados, é aconselhada a utilizacao de filtros, que podem variar de
programa para programa, mas que representem amostras com topografia de mama (ex. C50)
e ganglio linfatico (ex. C77), bem como o tipo de exame se houver essa diferenciacao no
Servico (ex. Tipo de Exame HB - Bigpsias, HO - Pecas Oncoldgicas, HE — Exame

extemporaneo, etc.).

Assim, é possivel que sejam gerados varios mapas ou apenas um com toda a informacao,

dependendo, uma vez mais do software utilizado.



Exemplos (simulados):

Mapa A — Exames extemporaneos de ganglios linfaticos com utilizagcao de OSNA

Filtro (ANAPAT Glintt®):

e Tipode exame:HE
e Topografia: C77 (ICD10)
DOENTE NOME IDADE | SEXO DESC_PRODUTO MACROSCOPIA DIAGNOSTICO
(eliminar esta
coluna)
123456 | x 86 F Bidpsia de ganglio sentinelaa Um ganglio linfatico com22mme | Macrometastase (6,18E+04 cdpias)
esquerda. 1920mg
789101 X 62 F Bidpsia de ganglio sentinela a direita. | Dois ganglios linfaticos com5mm | Um ganglio negativo e outro com

e90mg e 13 mme 200mg.

macrometastases (7,2E+04 cGpias)

Mapa B — Bidpsias mamarias com tumor

Filtro (ANAPAT Glintt®):

e Tipode exame:HB
e Topografia: C50 (ICD10)
e SNOMED: M8500/3
DOENTE | NOME IDADE | SEXO DESC_PRODUTO MACROSCOPIA DIAGNOSTICO
(eliminar esta
coluna)
123456 | x 86 F Bidpsia mamaria a Cinco fragmentos cilindricos brancos e amarelos Carcinoma invasivo de tipo nao especial
esquerda. com7 mma12 mm de comprimento porTmmde | G2
diametro. R. Estrogénios: 100%.
R. Progesterona: 75%.
HER2 (IHQ): INCONCLUSIVO (2+).
Ki-67: 8%.
CK19 (pré OSNA): positiva.
789101 | x 62 F Bidpsia mamaria a Quatro fragmentos cilindricos brancos e Carcinoma lobular invasivo ...

direita.

amarelos com 9 mm a 15 mm de comprimento
por 1mm de diametro.

R. Estrogénios: 100%.

R. Progesterona: 100%.
HER2 (IHQ): 1+
Ki-67:>30%.

CK19 (pré OSNA): positiva.




Mapa C — Tumorectomia mamdria e linfadenectomia

Filtro (ANAPAT Glintt®):

e Tipode exame: HE
e Topografia: (50 e C77 (ICD10)
e SNOMED: M8500/3
DOENTE NOME IDADE SEXO DESC_PRODUTO MACROSCOPIA DIAGNOSTICO
(eliminar esta
coluna)
123456 X 86 F A — Tumorectomia da A - Tumorectomia da mama esquerda, Carcinoma invasivo de tipo ndo especial, bem
mama esquerda. orientada com fios de sutura trés eixos e que diferenciado e com 17 mm de maior eixo. Na
B - Linfadenectomia axilar | mede 45 mm x 50 mm x 35 mm. periferia da lesao identificam-se escassos focos
esquerda Tumor com 17 mm de maior eixo, que dista das de carcinoma intraductal de baixo grau e
margens cirdrgicas: intermédio, de padrdes sdlido e cribriforme, sem
Posterior: 10 mm Anterior: 14 mm necrose. Identificam-se invasoes
Superior: 20 mm Inferior: 4 mm linfovasculares e perineurais. 13 ganglios
Externa: 10 mm Interna: 10 mm linfaticos sem metdstases. Margens livres de
B - Peca de linfadenectomia axilar com 80 mm | neoplasia.
x 80 mm x 20 mm, na qual se isolam 13
ganglios linfaticos com dimensdes TNM (82 Ed.): pT1c pN1a(sn) G1LVI2 PNIRO.
compreendidas entre 2 mm e 20 mm.
789101 X 62 F A — Tumorectomia da A — Tumorectomia da mama direita, orientada Carcinoma lobular invasivo,

mama direita.
B - Linfadenectomia axilar
direita

com fios de sutura trés eixos e que mede 50
mm x 5Tmm x 25 mm.

Tumor com 18 mm de maior eixo, que dista das
margens cirdrgicas:

Posterior: 9 mm Anterior: 13 mm

Superior: 20 mm Inferior: 4 mm

Externa: 10 mm Interna: 11 mm

B — Peca de linfadenectomia axilar com 60 mm
x 70 mm x 20 mm, na qual se isolam 7 ganglios
linfaticos com dimensoes compreendidas entre
2mme 1T mm.

7 ganglios linfaticos, 1 com metdstases.

TNM (82 Ed.): pT1c pN1G1LVIO PNI RO.

Em alguns Servicos serd necessario recorrer aos relatorios do equipamento OSNA® para

registar o nimero exato de cdpias de mRNA da CK19.

Alguns programas informaticos permitem recolher ainformacao toda em Excel outros omitem

alguns parametros essenciais.

Sugere-se que se mantenha um parametro identificativo ao Servico, porém nao a

investigadora deste projeto, como por exemplo, o nimero de processo da paciente, de forma

a permitir pesquisar entre mapas ou solicitar mais informacao ao elemento de ligacao do

Servico, se esta nao estiver presente nos mapas recolhidos.




O objetivo é o preenchimento de uma tabela com os sequintes parametros (apenas para a
pacientes com macrometastases (> 5000 cdpias de mRNA da CK19 no OSNA®):

e Idade (recomendado)

e Recetores de Estrogénios: POS/NEG (recomendado)

e Recetores de Progesterona: POS/NEG (recomendado)
e Status HER2: 0, 1+, 2+ (HIS: POS/NEG), 3+ (recomendado)
e  %KI67: Baixo (<5%), intermédio (6%—29%), Alto (>30%) (recomendado)

e Diagndstico: tipo de tumor (Ex. Carcinoma Invasivo SOE) (recomendado)

e pT(recomendado)

e pN(recomendado)

e Grau de Nottingham (recomendado)

e LVI(N&o obrigatdrio)

e R(N&o obrigatdrio)

e Numero de ganglios analisados por OSNA (obrigatdrio)

e Tamanho médio em mm (recomendado)

e Pesomédio mge/ou peso total mg (ndo obrigatdrio)
e (arga Tumoral total: soma do nimero de cdpias de todos os ganglios positivos.
(obrigatdrio)

e Nudmero de ganglios na linfadenectomia (total/positivos) (obrigatdrio)

E altamente recomendado o preenchimento do maior niimero de campos uma vez que estes
vao caracterizar a amostra do estudo e permitir uma anadlise estatistica mais significativa.
Compreende-se que os diferentes Servicos de Anatomia Patoldgica tenham protocolos de
resposta diferentes, nos parametros em que as guidelines em vigor nao sao explicitas.

Ao se tratar de um estudo retrospetivo, que abrange 6 anos, é reconhecida a atualizacao de
processos e como tal a dificuldade em apresentar os dados completos nos exames mais

antigos.

Vi



Critérios de inclusao e exclusao de pacientes

A populacao escolhida consiste em pacientes do género feminino diagnosticadas com cancro
de mama invasivo e submetidas a cirurgia com exame intraoperatdério por OSNA®, cujo
resultado tenha sido positivo para macrometastase usando o cutoff definido por Tsujimoto et
al.e que tenham realizado linfadenectomia axilar; entre 01de janeiro de 2018 e 31de dezembro
de 2023 (6 anos).

Sao excluidos pacientes do género masculino, pacientes com patologia mamaria nao invasiva,
bilateral ou com resultados provenientes de amostras inibidas (exclusivo no equipamento RD-
100i). Sao também excluidas as pacientes com resultados que apresentem células tumorais
isoladas ou que nao tenham sido submetidas a linfadenectomia axilar.

Dos casos reunidos apenas os que obtiveram resultados positivos para macrometastase
serao caracterizados histoldgica e molecularmente, no entanto, considera-se importante para
adiscussao do trabalho, clarificar qual o nimero total de pacientes que sao abrangidas por este

estudo e quantas tiveram analise OSNA® negativa e positiva para micrometdstases.

Resultados esperados

Apos analise de varios artigos publicados sobre projetos com bases muito semelhantes ao que
se propoe, pode-se especular que existird uma relacao entre as macrometastases presentes
nos ganglios analisados por OSNA® e a existéncia de pelo menos um ganglio positivo na
linfadenectomia axilar correspondente.

No entanto, é esperado que se encontrem casos em que a linfadenectomia axilar nao
apresentainvasao. Nestes casos é importante determinar qual o nimero de cdpias de mRNA
da CK19 que Ihe é correspondente, de forma a aferir se o cutoff utilizado (>5000 cGpias) esta
apropriado a generalidade dos casos, ou se pode ser adaptado consoante algum parametro

diferenciador, com o objetivo de diminuir as linfadenectomias nao necessarias.
Dotar o estudo de validade estatistica é essencial e como tal é de realcar a necessidade e

importancia da participacao das varias Instituicdes convidadas, por forma a garantir um

ndmero relevante de casos.

Vi



