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RESUMO

INTRODUCAO: Atualmente, recomenda-se a realizacio de esvaziamento axilar (EA) quando o
linfonodo sentinela (LS) apresenta metastases de cancer de mama. Entretanto, 40 a 70% das
pacientes com biopsia de linfonodo sentinela (BLS) positiva ndo apresentam metastases nos
linfonodos ndo-sentinela e 0 EA tem sido questionado nestes casos. OBJETIVOS: Os objetivos
de nosso estudo foram avaliar os fatores de risco para ocorréncia de metastases em linfonodos
ndo-sentinela em pacientes com LS positivo e propor um modelo matematico (nomograma) para
predicdo do risco de acometimento dos linfonodos ndo-sentinela no EA nestas pacientes.
PACIENTES E METODOS: Foram analisadas 326 pacientes com cancer de mama e BLS
positiva divididas em dois grupos de acordo com o acometimento de linfonodos nao-sentinela no
EA: pacientes com todos linfonodos ndo-sentinela negativos e pacientes com pelo menos um
linfonodo ndo-sentinela positivo. Caracteristicas clinicas das pacientes e anatomopatologicas dos
tumores priméarios (tamanho tumoral, tipo e grau histolégico, indice mitético, grau nuclear,
invasdo de vasos sanguineos e linfaticos, status dos receptores de estrogeno e progesterona) e
dos LS (nimero de LS positivos e negativos, método de deteccdo da metéstase e tamanho da
maior metastase) foram coletados. Os dados foram submetidos as analises uni e multivariada
com regressao logistica, seguidas da construcdo de um modelo matematico (nomograma) para
predicdo do risco de acometimento dos linfonodos ndo-sentinela no EA em pacientes com BLS
positiva. A acuracia do nomograma proposto foi medida através da area (AUC) sob a curva de
caracteristicas operacionais de recepcdo (curva ROC). RESULTADOS: As andlises uni e
multivariada identificaram os seguintes fatores de risco para acometimento de linfonodos nao-
sentinela com os respectivos valores de p: tamanho da maior metastase do LS (p<0,001;
p=0,002), numero de LS positivos (p=0,006; p=0,04) e numero de LS negativos (p=0,01;
p=0,004). A invasdo de vasos linfaticos apresentou niveis significancia proximos (p=0,075,
p=0,085) aquele considerado estatisticamente significativo e também foi incluida no
nomograma. O nomograma apresentou acuréacia de 70% (AUC=0,70). CONCLUSOES: Nossos
dados mostraram que o tamanho da maior metastase do LS e o numero de LS positivos e
negativos parecem ser fatores de risco preditivos para o acometimento metastatico de linfonodos
ndo-sentinela em pacientes com BLS positiva. Sugerimos incluir estes dados nos
laudos patoldgicos do LS. Nosso nomograma, similar a outros modelos disponiveis na literatura,
pode representar uma ferramenta adicional para ajudar médicos e pacientes na decisdo de
realizar ou ndo EA em pacientes com BLS positiva.

PALAVRAS-CHAVE: cancer, mama, metastase, linfonodo, sentinela, fatores de risco
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ABSTRACT

BACKGROUND: According to the standard of care for breast cancer patients, complete axillary
lymph node dissection (ALND) is performed when sentinel lymph node (SLN) presents
metastasis. However, 40 to 70% of patients with positive SLN are found to have no other
metastasis in non sentinel lymph node (NSLN) and the value of complete axillary lymph node
dissection (ALND) has been questioned. The aim of our study was to evaluate risk factors for
NSLN metastasis in patients with positive-SLN.

PACIENTS AND METHODS: We reviewed 326 cases of patients with breast cancer and
positive-SLN divided into two groups according to the nodal involvement in the ALND: patients
with all NSLN negative for metastasis and patients with at least one positive NSLN. Clinical
features of the patients, pathological features of the primary tumor (tumor size, histological
tumor type and grade, mitotic index, nuclear grade, invasion of blood and lymphatic vessels,
estrogen and progesterone receptors status) and SLN (number of positive and negative SLN,
detection method of metastasis and size of the largest metastasis) were assessed. Data were
submitted to univariate and multivariate logistic regression to evaluate the risk of metastasis in
the NSLN, followed by construction of a mathematical model (nomogram) to predict the
presence of additional disease in the non-SLN of these patients. The accuracy of the proposed
nomogram was measured by the area under (AUC) the receiver operating characteristic curve
(ROC curve).

RESULTS: The univariate and multivariate analyses identified the following risk factors for
involvement of NSLN with the respective p values: size of the largest SLN metastasis (p <
0.001, p = 0.002), number of positive SLN (p = 0.006, p = 0.04) and number of negative SLN (p
= 0.01, p = 0.004). Invasion of lymphatic vessels showed p values of 0.075 and 0.085 (not
statistically significant) but was also included in the nomogram. The nomogram showed an
accuracy of 70% (AUC = 0.70).

CONCLUSIONS: Our data showed that size of the largest SLN metastasis and number of
positive and negative SLN were predictive risk factors for metastatic involvement of NSLN in
patients with positive-SLN. These data must be informed in the SLN report. Our nomogram,
similar to other models, may represent an additional tool to help physicians and patients who
decide whether or not a complete ALND should be performed.

KEYWORDS: cancer, breast, metastasis, lymph node, sentinel, risk factors






1- INTRODUCAO

1.1- Aspectos gerais sobre o cancer de mama

O cancer de mama € a neoplasia maligna mais frequente na mulher e a segunda causa de
morte, sendo considerado o principal problema de saude publica da populacdo feminina na
atualidade (CARLO, 2005; VERONESI, 2005), com uma incidéncia crescente nas ultimas
décadas. Uma em cada oito mulheres norte-americanas desenvolverd algum tipo de céncer de
mama ao longo de sua vida (JEMAL, 2004). Segundo o Instituto Nacional de Cancer, 0 nimero
de casos novos de cancer de mama esperados para o Brasil em 2010 sera de 49.240, com um risco
estimado de 49 casos a cada 100 mil mulheres. E na Regido Sudeste, o cancer de mama sera o
mais incidente entre as mulheres em 2010, com um risco estimado de 65 casos novos por 100 mil
(BRASIL, 2009).

O triplice diagndstico do cancer de mama depende da avaliacdo clinica, dos exames de
imagem e do diagnéstico histopatolégico. O tratamento € multidisciplinar, inclui cirurgia,
radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia, fisioterapia e psicologia; e seu sucesso depende de
diagnostico e intervencgdo precoces.

O tratamento cirurgico classico do cancer de mama foi descrito por Halsted no final do
século XIX (HALSTED, 1894). Halsted introduziu uma técnica cirurgica que reduziria a alta
mortalidade pelo cancer de mama: a mastectomia radical, com retirada de toda a glandula
mamaria, da pele sobrejacente, dos musculos grande e pequeno peitoral, seguida do esvaziamento
axilar. Apesar da alta morbidade do tratamento radical, somente na segunda metade do seculo XX

0s procedimentos cirurgicos utilizados no tratamento do cancer de mama sofreram modificacGes



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Halsted%20WS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract

expressivas, tornando-se progressivamente menos agressivos e menos invasivos. Inicialmente na
década de 60 com as mastectomais radicais modificadas de Patey, com preservacdo do musculo
peitoral maior, e de Madden, com preservacdo dos mausculos peitorais maior e menor
(HANDLEY, 1963; MADDEN, 1965), seguidas das cirurgias conservadoras da mama
(quadrantectomia, setorectomia) associadas a radioterapia desde a década de 70 (FLETCHER,

1976).

1.2- Tratamento cirdrgico da axila no cancer de mama

Por cerca de um século, desde a descricdo do tratamento cirargico classico do cancer
de mama por Halsted, o esvaziamento axilar (EA) ou dissec¢do axilar completa foi considerado
0 procedimento de escolha para o estadiamento e tratamento da axila em casos de carcinoma
invasivo da mama. O EA consiste na ressec¢do do conteudo axilar incluindo linfonodos dos
niveis | e Il (localizados lateralmente e sob 0 masculo pequeno peitoral, respectivamente) e em
alguns casos também de linfonodos do nivel I11 (medialmente ao masculo pequeno peitoral).

Entretanto, em até 75% das pacientes com carcinomas precoces de mama e axila
clinicamente negativa ndo se encontram linfonodos metastaticos nas dissec¢des axilares (DEES,
1997). Estimulados por esta observacdo e com o intuito de evitar a alta morbidade do EA, Krag
e Giuliano descreveram uma técnica anteriormente utilizada no estadiamento de pacientes com
cancer de pénis (FOWLER, 1984) e vulva (DISAIA, 1979), a bidpsia do linfonodo sentinela
(BLS), na determinacdo do status linfonodal axilar em pacientes com tumores iniciais de mama,

evitando-se a realizacdo do EA quando a BLS era negativa (KRAG, 1993; GIULIANO, 1994).
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Conceitua-se linfonodo sentinela (LS) o primeiro linfonodo que recebe a drenagem
linfatica do tumor primaério.

A técnica da BLS consiste na disseccdo e exérese de um ou mais linfonodos regionais,
na maioria das vezes linfonodos axilares, ap6s injecdo pré-operatéria na mama de um marcador
radioativo (*™Tc - tecnécio-99m), seguida de linfocintilografia para localizagdo do LS,
podendo-se utilizar também injecdo per-operatéria de corante azul patente (azul vital). A
localizacdo dos LS é guiada pelo Gama Probe (contador portétil de radiacdo gama) e/ou pela
coloracdo azul dos vasos linfaticos e linfonodos (KRAG, 1993; GIULIANO, 1994; RODIER,
2007). O namero de linfonodos detectados € variavel (um a seis linfonodos), com niveis
diferentes de captacdo e/ou de coloragdo pelo azul patente. A acuracia da técnica da BLS pode
chegar a 97% dependendo da experiéncia do cirurgido (GIULIANO, 1996; POSTHER, 2005). A
taxa de falso-negativo é de aproximadamente 5% (LEIDENIUS, 2008).

Para a andlise anatomopatologica do LS, pode-se proceder ao exame per-operatorio
seguido do exame pos-operatdrio em parafina.

O método de exame per-operatorio do LS é variavel, sendo o imprint citologico o mais
utilizado, com sensibilidade de 84,6%, especificidade de 96,6% e acuracia de 94,1% para o
diagnostico de metastases no LS em pacientes com cancer de mama (MOTOMURA, 2008).

O exame per-operatorio do LS permite ao mastologista definir pela necessidade ou nao
da realizacdo do EA no mesmo ato cirurgico da BLS. Pelo tratamento padrdo atual do cancer de
mama, a positividade do LS no exame per-operatorio autoriza o mastologista a realizar o EA.
Reduz-se o tempo total do tratamento cirdrgico, o risco anestésico e 0s custos, pois se evita uma

nova intervencdo cirurgica para uma posterior realizacdo do EA, que é necessaria quando nédo se
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realiza o exame per-operatorio e 0 LS é positivo no exame histopatolégico na parafina
(MOTOMURA, 2007).

O exame histopatologico pds-operatério do material incluido em parafina é o padréo-
ouro para a confirmacdo do diagnostico de metastases no LS (BAUERFEIND, 2004).

A principal vantagem da técnica da BLS é sua menor morbidade em relacdo ao EA. O
EA cléssico consiste na resseccdo do conteudo da axila, incluindo as cadeias linfonodais dos
niveis 1 e 2 e, em alguns casos, também do nivel 3. A comorbidade mais relevante é o linfedema
crénico de membro superior, que ocorre em cerca de 30% (7%-56%) das pacientes submetidas
ao EA e varia de 0 a 6% naquelas submetidas a BLS (HACK, 1999; GERBER, 1992;
VERONESI, 2003; MAGALDI, 2005). Além do grande prejuizo na funcionalidade do membro
superior e risco de infeccdes, 0 prejuizo estético em casos de linfedema cronico € expressivo.
Entre as complicacdes agudas, também mais freqlientes no EA, destacam-se dor, parestesias,
hipoestesias, hiperestesias, hemorragia, formacdo de seroma e o linfedema agudo
(BLANCHARD, 2003; FERREIRA, 2008). Em pacientes com carcinoma invasivo de mama, a
BLS reduz a morbidade cirurgica axilar, pois minimiza os danos ao sistema linfatico decorrentes
do EA (ZAVAGNO, 2005).

A sensibilidade da BLS € superior a do EA, devido ao exame histopatoldgico mais
minucioso de um unico ou de poucos linfonodos, submetidos a cortes com intervalos de 2 mm
ou menos. A BLS mostrou-se superior ou pelo menos equivalente ao EA na acuracia do
estadiamento axilar (FLEMING, 2004).

A BLS tornou-se o método de escolha na determinacdo do status linfonodal e

tratamento da axila em pacientes com carcinomas mamarios invasores iniciais, sem a
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necessidade da realizacdo de EA nos casos de BLS negativa (VERONESI, 2005; VERONESI,
2003; MORROW, 2003).

O acometimento de linfonodos axilares persiste como o fator progndstico mais
significante em pacientes com carcinoma invasor da mama (VAN ZEE, 2003). Além de ditar o
tratamento cirdrgico da axila, o estadiamento axilar € determinante na indicacdo ou ndo de
quimioterapia. Torna-se imperativa a abordagem cirurgica da axila através do EA ou BLS, seja
com finalidade terapéutica ou para o estadiamento da doenca. No entanto, o significado do EA
no tratamento do cancer de mama tem sido questionado, tanto em funcéo de sua alta morbidade,
mas principalmente por ndo influir na sobrevida global e sim somente na sobrevida livre de

doenca das pacientes (FISHER, 2002).

1.3- Fatores de risco para metastases em linfonodos nédo-sentinela

Recomenda-se a realizagdo de EA quando o LS apresenta doenca metastatica.
Entretanto, sabe-se que 40% a 70% das pacientes com metastases no linfonodo sentinela (LS
positivo) ndo apresentam metastases nos linfonodos nédo-sentinela no EA (TURNER, 1997;
GIULIANO, 2000; KAMATH, 2001; SACHDEV, 2002; VAN ZEE, 2003; HWANG, 2003;
PONZONE, 2007; KOHRT, 2008; UNAL, 2008; GUILLO, 2009). Nestes casos, 0 LS é o unico
linfonodo acometido por doenca metastatica, sendo que o EA poderia ser evitado, prevenindo
seu potencial risco de comorbidades. Essa observacdo motivou a realizacdo do nosso estudo.

Nos ultimos anos, varios estudos estdo sendo realizados com o intuito de determinar 0s
fatores de risco para 0 acometimento metastatico dos linfonodos ndo-sentinela em pacientes com

LS positivo. O objetivo final destes estudos seria identificar pacientes com BLS positiva e baixo



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ponzone%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

risco para apresentar metastases nos linfonodos ndo-sentinela nas quais o EA poderia ser
evitado. Na maioria destes trabalhos as varidveis avaliadas incluiam idade da paciente, status
menopausal, subtipo e grau histoldgico do tumor primério, grau nuclear ou citologico, tamanho
do tumor ou estadio anatomopatoldgico (pT), status dos receptores de estrégeno (RE) e
progesterona (RP), presenca de invasdo de vasos linfaticos e/ou sanguineos, nimero de LS
removidos, nimero de LS positivos, tamanho da maior metastase do LS, geralmente > 2 mm ou
< 2 mm (macro ou micrometastases). Alguns deles avaliaram a localizagcdo do tumor primario,
tipo de cirurgia, local de injecdo e marcador utilizados, presenca de extensdo extracapsular
linfonodal, status do HER2 no tumor primaério, realizacdo de quimioterapia neoadjuvante,
método de deteccdo das metastases e presenca de células tumorais isoladas. O Quadro 1 destaca

alguns destes estudos e as covariaveis de significancia estatistica.

Quadro 1: Estudos que avaliaram os fatores de risco para 0 acometimento metastatico dos
linfonodos ndo-sentinela em pacientes com linfonodo sentinela positivo.

Fatores de risco com significancia  Valor de

*
Estudo : estatistica na analise multivariada p
WONG, 2001 389 Tamanho do tumor <0,001
Numero de LS positivos <0,001
KAMATH, 2001 101 Tamanho da metastase no LS <0,001
WEISER, 2001 206 Tamanho do tumor 0,007
Tamanho da metastase no LS 0,0002
Presenca de invasdo linfovascular 0,154
CHUA, 2001 51 Tamanho do tumor 0,005
FLEMING, 2003 54 Extenséo extracapsular** 0,0163
Tamanho da metastase no LS 0,024
HWANG, 2003 131 Tamanho do tumor 0,009

Tamanho da metastase no LS 0,024




VAN ZEE, 2003

SAIDI, 2004

FAN, 2005

VIALE, 2005

BARRANGER, 2005

KHORT, 2008

702 + 373***

34

114

1228

71

285

Presenca de invaséo linfovascular
NUmero de LS ressecados

Tamanho do tumor

Presenca de invaséo linfovascular
Método de deteccdo da metéstase no LS
Numero de LS positivos

Numero de LS negativos

Presenca de massa tumoral palpavel
Tamanho do tumor

Presenca de invasdo linfovascular
Extensdo extracapsular**

Tamanho da metastase no LS

Tamanho da metastase no LS
Numero de LS positivos
Presenca de invasdo vascular
peritumoral

Tamanho do tumor
Presenca de macrometastase no LS

Proporgdo de LS positivos
LS removidos

Tamanho do tumor x (Tamanho da
metastase no LS)?
Presenca de invasdo linfovascular

0,028
0,04

0,001
0,003
<0.001
<0.001
<0.001

0,03
0,04
0,03
0,001

0,0001

<0,0001
<0,0001
<0,0001

0,006
0,02
0,03

<0,0001
0,024

* Considerada apenas a amostra de pacientes com LS positivos;

** Extensdo extracapsular = tumor evidenciado fora da capsula do linfonodo;

*** 702 pacientes analisadas retrospectivamente e 373 analisadas prospectivamente.



Dentre os estudos publicados destacam-se dois trabalhos: 0 nomograma desenvolvido
no Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MSKCC) em Nova lorque (VAN ZEE, 2003) e o
escore desenvolvido no M.D. Anderson Cancer Center (MDACC) em Houston (HWANG,
2003). Estes estudos propuseram modelos matematicos para separar pacientes com alto risco de
metastases daqueles com baixo risco, onde o EA poderia ser evitado. Estes trabalhos foram os
primeiros a propor modelos praticos, exequiveis e acessiveis & maioria dos centros de tratamento
do céncer de mama.

O estudo desenvolvido no MSKCC (VAN ZEE, 2003) envolveu 1075 pacientes, sendo
702 analisadas retrospectivamente por regressdo logistica multivariada e 373 pacientes
analisadas prospectivamente com a aplicacdo pratica do nomograma proposto. O nomograma
corresponde a um modelo matemaético de célculo de probabilidade. Oito variaveis foram
incluidas no nomograma: tipo histolégico com grau nuclear, invasdo de vasos linfaticos,
multifocalidade, receptor de estrégeno, nimero de LS negativos, numero de LS positivos,
tamanho do tumor e método de detec¢do da metastase. A acuracia do nomograma foi avaliada
prospectivamente pelo célculo da area sob a curva ROC (do inglés Receiver Operating
Caractheristic curve ou curva de caracteristicas operacionais de recep¢do) com um valor 0,77, 0
que corresponde a uma predicdo verdadeira em 77% dos casos, sendo considerado um teste
razoavel.

Ja 0 estudo do MDACC (HWANG, 2003) analisou uma gama mais completa de
varaveis e propds um sistema de escore, atribuindo um coeficiente 3 aos 4 fatores independentes
e estatisticamente significativos para a predi¢do do acometimento dos linfonodos ndo-sentinelas:
tamanho do tumor primério, nimero de LS removidos, maior metéstase do linfonodo sentinela e

presenca de invasdo linfovascular. O estudo apresentou sensibilidade de 100% para o menor
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escore possivel, mas com especificidade muito baixa, em funcdo provavelmente de amostra
reduzida.

Vaérios estudos avaliaram a reprodutibilidade do nomograma do MSKCC em outros
grupos populacionais (DEGNIM, 2005; ALRAN, 2007; KOHRT, 2008; COUFAL, 2009). A
acuracia medida pela area sob a curva ROC apresentou uma variacdo expressiva entre 0s grupos
populacionais avaliados (AUC = 0,538 a 0,86) (ALRAN, 2007; DEGNIM, 2005). O nomograma
do MSKCC apresentou baixa acuracia em pacientes com micrometastases no LS. Outros estudos
de validagdo mediram o impacto da utilizacdo do nomograma do MSKCC na diminui¢do da
indicacdo de EA nas pacientes com LS positivo para metastases, comparando a sensibilidade do
nomograma com a avaliacdo clinica (SPECHT & VAN ZEE, 2005) e até mesmo comparando-o0
com o escore do MDACC (PONZONE, 2007).

Seguindo metodologias semelhantes aos estudos que originaram 0 nomograma do
MSKCC e o escore do MDACC, outros estudos também propuseram modelos matematicos para
a predicdo de metastases em linfonodos ndo-sentinela, como o nomograma de Mayo (DEGNIM,
2005), o nomograma de Cambridge (PAL, 2008), o escore de Saidi (SAIDI, 2004) e o escore de
Tenon (BARRANGER, 2005).

O nomograma de Mayo incluiu as seguintes varidveis: tamanho da metastase, tamanho
tumoral, numero de LS negativos e positivos, presenca extensdo de extracapsular linfonodal e
expressao de receptor de estrogeno (DEGNIM, 2005).

O nomograma de Cambridge incluiu o grau tumoral, tamanho da maior metastase do
LS e a proporcado de LS envolvidos sobre todos os LS removidos. Quando aplicado em sua
propria populacdo de estudo o nomograma de Cambridge apresentou uma acuracia de 84%

(AUC = 0,84) (PAL, 2008).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Specht%20MC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ponzone%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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O escore de Saidi varia de 0 a 5 pontos e incluiu as seguintes varidveis: presenca de
massa palpdvel na mama, tamanho tumoral, presenca de invasdo angiolinfatica e extenséo
extracapsular linfonodal. Um escore menor ou igual a 2 significaria um risco de 5,8% de
acometimento de linfonodos ndo-sentinela (SAIDI, 2004).

O escore de Tenon incluiu somente trés variaveis: presenca de macrometéstase no LS,
tamanho tumoral e a proporgéo de LS envolvidos sobre todos os LS removidos. O escore varia
de 0 a 7 e uma paciente com um escore <3,5 apresentaria probabilidade de 97,3% de ndo
apresentar metastases em linfonodos ndo-sentinela. (BARRANGER, 2005)

Um estudo realizado na Stanford University School of Medicine nos Estados Unidos
(KOHRT, 2008) apresentou outro modelo matemético para predicdo do acometimento de
linfonodos ndo-sentinela em pacientes com cancer de mama e LS positivo. Tal modelo inclui
trés variaveis (tamanho do tumor, tamanho da metéstase do LS e presenca de invasédo
angiolinfatica) e demonstra maior acuracia e praticidade quando comparado com as oito
variaveis necessarias para 0 nomograma do MSKCC. Foi o primeiro modelo que avaliou o
sinergismo entres as variaveis analisadas, utilizando trés abordagens de célculo diferentes.

Seguindo o exemplo do nomograma do MSKCC, o modelo de Stanford e alguns outros
estudos disponibilizaram um modelo de calculo na rede mundial de computadores, permitindo
ao mastologista calcular de forma rapida uma estimativa de risco de metastases em linfonodos

ndo sentinela em suas pacientes com BLS positiva (VAN ZEE, 2003; KOHRT, 2008).
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1.4- O nomograma

Conceitua-se nomograma como um modelo matematico para célculo de probabilidade.
Nomogramas sao ferramentas praticas e objetivas que proporcionam uma estimativa de risco
individualizada que considera caracteristicas de um Unico paciente, mas que é baseada em
evidéncias geralmente de um grande grupo populacional. Auxiliam médicos na tomada de
decisdes em situacbes clinicas dificeis, através de predicdes consistentes, padronizadas e
confidveis. Predi¢cGes de nomogramas sdo repetidamente superiores quando comparadas aquelas
realizadas por experts em varios estudos de validacdo. Além disso, 0s nomogramas
proporcionam estimativas de risco em escalas de 0 a 100%, as quais sdo substancialmente de
mais facil compreensdo que, por exemplo, um aumento de determinado nimero de vezes no
risco. Medidas de risco em um grupo populacional (por exemplo, o risco de uma mulher
apresentar cancer de mama no Brasil) proporcionam predi¢cdes muito gerais, as quais podem néo
se aplicar ao interesse do paciente em saber seu risco individual, levando em consideracdo suas
caracteristicas pessoais, como seus antecedentes familiares, habitos de vida, etc..

Os nomogramas ja sdo amplamente utilizados para auxiliar médicos nas indicacGes
terapéuticas e aconselhamento de pacientes com cancer renal, de bexiga e de préstata, e tambem
na indicacao de transplantes renais. Avaliam fatores prognosticos ou fatores de risco individuais

relacionados as doencas, aos métodos diagnosticos ou terapéuticos (KARAKIEWICZ, 2008).




13

1.5- A curva ROC

As curvas ROC (do inglés Receiver Operator Characteristic curve) foram desenvolvidas
na década de 1950 como subproduto da investigacdo sobre a recepcdo de sinais de radio
contaminados por ruidos. A expressdo pode ser traduzida como curva de caracteristicas
operacionais de recepcdo. Tornaram-se muito populares na area biomédica, particularmente na
radiologia e imaginologia. Podem ser usadas para avaliar acurdcia e comparar testes e
procedimentos.

A curva ROC mostra a relacéo entre a sensibilidade e a taxa de falso-positivo de um teste,
que define a presenca ou ndo de uma doenca ou condicdo. A curva ROC é construida por meio
da representacdo grafica da taxa de verdadeiro-positivos (sensibilidade) representada no eixo Y
(vertical) contra a taxa de falso-positivos (especificidade) representada no eixo X (horizontal). A
sensibilidade e a especificidade de cada valor definido como ponto de corte foi calculado e
representado no grafico. A unido dos pontos gera a curva ROC. Os valores nos eixos vao de uma
probabilidade de 0 a 1 (ou percentualmente de 0 a 100%).

A area sob a curva ROC (do inglés area under curve - AUC) e uma medida sumaria que
reflete a capacidade inerente de um teste para discriminar um individuo doente de um nao-doente
dentre todos os niveis de positividade, ou seja, a area sob a curva ROC determina a acuracia do
teste.

O resultado do calculo da area sob a curva ROC pode ser interpretado como acurécia
excelente, quando o resultado € de 0,90 a 1,0, boa (de 0,80 a 0,90), razoavel (0,70 a 0,80), ruim

(de 0,60 a 0,70) e muito ruim ou teste sem efeito (de 0,50 a 0,60) (TAPE).
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1.6- Justificativa

Novos estudos estdo sendo realizados para validar os métodos propostos para a
determinacdo dos fatores de risco para o acometimento linfonodal axilar quando a BLS ¢é
positiva. Apesar dos varios trabalhos publicados sobre o assunto, os modelos matematicos
propostos pela literatura internacional ainda ndo estdo totalmente validados. Ainda ha
controvérsias entre a significancia estatistica de algumas varidveis entre os diversos estudos,
como por exemplo, a invasao de vasos linfaticos.

E importante também avaliar o comportamento dos modelos matematicos propostos em
outras populacfes com diagnostico de cancer de mama. Ainda ndo ha estudos publicados em
literatura indexada aplicando-se estes modelos de predicdo de metastases em pacientes
brasileiras.

A construgdo de novos modelos buscando maior acurécia podera servir como base

cientifica no aconselhamento das pacientes com BLS positiva e que seriam candidatas a EA.
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo geral

Identificar fatores de risco para metastases nos linfonodos ndo-sentinela em pacientes
com cancer de mama e LS positivo e construir um modelo matematico para predi¢do de risco
que identifique as pacientes com baixo risco de acometimento dos linfonodos ndo-sentinela nas

quais o EA poderia ser evitado

2.2- Objetivos especificos

e Verificar se em nosso grupo populacional a frequéncia de pacientes com cancer de mama
que apresentam LS positivo e auséncia de metastases nos linfonodos ndo-sentinela
corresponde ao encontrado na literatura.

e Avaliar caracteristicas clinicas das pacientes, caracteristicas anatomopatoldgicas dos
tumores e dos LS, e determinar entre as variaveis analisadas aquelas relacionadas ao
acometimento de linfonodos ndo-sentinela.

e Construir um modelo matematico (homograma) para predicdo de risco de metastases nos
linfonodos ndo-sentinela em pacientes com LS positivo.

e Avaliar a acuracia do modelo matematico proposto no grupo populacional estudado e

compara-lo com os demais modelos disponiveis na literatura.
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3- PACIENTES E METODOS

3.1- Casuistica

Este é um estudo retrospectivo que incluiu pacientes com diagnostico de carcinoma
invasor de mama, estadiamento TiNoMy, T2NoMgy ou T3NoMg, submetidas ao tratamento
cirdrgico (mastectomia, quadrantectomia ou setorectomia), com BLS positiva. Todas as
pacientes foram submetidas a BLS e posteriormente a esvaziamento axilar nos Servi¢cos de
Mastologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG), de
24/09/2003 a 29/02/2008; do Hospital A. C. Camargo de Sdo Paulo (HACC), de 27/07/1999 a
06/12/2007, e do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo (HC-USPRP), de 21/06/2005 a 28/08/2008. Os diferentes periodos
de estudo devem-se as diferentes datas de inicio da realizacdo rotineira da BLS em cada
instituicado.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Minas Gerais (COEP-UFMG). As pacientes cujas informagdes foram incluidas nos bancos de
dados das instituicbes envolvidas neste estudo assinaram termo de consentimento livre e
esclarecido.

Definiu-se o diagndstico de cancer de mama como diagnostico histopatoldgico por
espécime de bidpsia ou pega cirdrgica.

Definiu-se como BLS positiva a presenca de células metastaticas em pelo menos um
dos linfonodos sentinela ressecados, considerando-se casos com macrometastases,

micrometastases ou células tumorais isoladas.




18

Foram considerados os seguintes critérios de inclusdo: tumor primario, LS e contetdo
axilar terem sido examinados no Servico de Anatomia Patolégica da Faculdade de Medicina da
UFMG, Servico de Anatomia Patoldgica do HACC ou Servico de Patologia do HC-USPRP e
Iaminas e/ou os blocos de parafina estarem disponiveis para revisao.

Os seguintes critérios de exclusdo foram considerados: a impossibilidade de preencher
qualquer um dos critérios de inclusdo; pacientes com diagnostico de carcinoma in situ puro sem
diagndstico de componente invasor; pacientes submetidas a quimioterapia ou radioterapia
neodjuvantes; pacientes com BLS positiva que por qualquer motivo ndo se submeteram ao EA e
pacientes com falta de informacdes no banco de dados de cada instituicdo que ndo puderam ser

solucionadas com a pesquisa nos prontuarios medicos.

3.2- Selecéao dos casos nas instituicoes

De um total de 1390 BLS consecutivas realizadas nos servi¢os envolvidos no estudo
(1126 pacientes no HACC; 193 pacientes no HC-UFMG e 71 pacientes no HC-USPRP), 1007

pacientes apresentaram BLS negativas e 383 pacientes apresentaram BLS positivas (Tabela 1).
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Tabela 1: Distribuicdo da amostra e sele¢do dos casos nas instituigdes envolvidas no estudo.

o BLS BLS . .
Instituicéo BLS total negativas  positivas Excluidos Incluidos

HACC 1126 816 310 43 267
HC-UFMG 193 134 59 13 46
HC-USPRP 71 57 14 1 13
Total 1390 1007 383 57 326

HACC: Hospital A.C. Camargo; HC-UFMG: Hospital das Clinicas da Universidade de Minas
Gerais; HC-USPRP: Hospital das Clinicas da Universidade de Sdo Paulo — Ribeirdo Preto;
BLS: Biopsia de linfonodo sentinela.

As 383 pacientes com BLS positiva foram submetidas aos critérios de inclusdo e
excluséo.

Dos 310 casos iniciais de BLS positiva obtidos pelo banco de dados do HACC, 43
(13,9%) foram excluidos, resultando em 267 casos analisados. Inicialmente, 23 casos foram
excluidos em funcdo da ndo realizacdo do EA ou falta de dados que comprovassem sua
realizacdo. Entre os casos submetidos ao EA, 14 casos foram excluidos por falta de dados dos
LS, 2 casos devido ao diagnostico de CDIS de forma pura sem componente invasor, 2 casos de
pacientes submetidas a quimioterapia neoadjuvante, 1 caso por falta de dados referentes ao tumor
primario e 1 caso devido ao estadiamento T 4.

No HC-UFMG, dos 59 casos iniciais de BLS positiva coletados nos arquivos, 13 (22%)
foram excluidos, resultando em 46 casos analisados. Inicialmente, sete casos foram excluidos
em funcgédo da n&o realizacdo do EA ou falta de dados que comprovassem sua realizagdo. Entre
0s casos submetidos ao EA, dois casos foram excluidos devido ao diagndstico de CDIS de forma

pura sem componente invasor, dois casos de pacientes submetidas a quimioterapia neoadjuvante,
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um caso de EA realizada em outro servico e um caso de linfonodo intra-mamario positivo e LS
negativo, conduzido como LS positivo.

No HC-USPRP, dos 14 casos de BLS positiva coletados nos arquivos, apenas 1 (7,1%)
foi excluido em funcdo da nédo realizacdo do EA ou falta de dados que comprovassem sua
realizacdo, resultando em 13 casos analisados.

As 326 pacientes incluidas no estudo foram distribuidas em 2 grupos de acordo com a
presenca de metéstases nos linfonodos ndo-sentinela no EA (Figura 1):

o Grupo 1: 212 pacientes com todos linfonodos ndo-sentinela negativos para
metastases no esvaziamento axilar (EA negativo);
o Grupo 2: 114 pacientes com pelo menos um linfonodo ndo-sentinela positivo para

metastases no esvaziamento axilar (EA positivo).

Biopsia do
linfonodo sentinela
1390 casos

BLS negativas Critérios de

1007 casos

BLS positivas

383 casos Inclusdo / Exclusao

BLS positivas Esvaziamento

326 casos Axilar
Linfonodos uFr)ne Ilci)n?z)enn(?dso
nao-sen_tlnela nio-sentinela
negativos positivo
Grupol Grupo 2
(EA negativo) (EA positivo)
212 casos 114 casos

Figura 1: Distribuicdo amostral e selegdo dos casos.
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3.3- Coleta de Dados

3.3.1- Caracteristicas clinicas

Foram coletados dados referentes as caracteristicas clinicas das pacientes (idade, status
menopausal) a partir informacdes contidas nos prontuarios medicos.

A idade considerada das pacientes foi aquela na data da realizacdo da BLS. O status
menopausal foi coletado a partir de informacdes registradas nos prontuarios médicos. Quando
ndo era possivel determinar o status menopausal pelos dados dos prontuarios médicos,
consideraram-se as pacientes com idade igual ou superior a 50 anos como p6s-menopausadas e

as pacientes com idade inferior a 50 anos como pré-menopausadas.

3.3.2- Caracteristicas anatomopatoldgicas

A coleta de dados referentes as caracteristicas anatomopatolégicas dos tumores
primarios e linfonodos foi realizada a partir dos laudos anatomopatoldgicos e revisbes de
laminas.

Em cada grupo, foram coletados dados sobre os fatores prognésticos do tumor
primério: tamanho do tumor, grau histologico, tipo histoldgico, indice mitético, grau nuclear ou
citoldgico, invasdo tumoral de vasos sanguineos e linfaticos. Os linfonodos foram avaliados
quanto a positividade para metastases, nimero de linfonodos positivos e negativos na BLS e no

EA, tamanho da maior metéstase do LS e método de deteccdo da metéstase.
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O tamanho do tumor foi avaliado segundo o sistema TNM, utilizando-se medidas
macroscopicas com régua milimetrada com confirmacdo das margens tumorais na microscopia
Optica.

Em relacdo a graduacdo histoldgica dos tumores da mama, as instituicGes avaliaram a
capacidade de diferenciacdo arquitetural e nuclear das células, utilizando-se do sistema de
SCARFF, BLOOM E RICHARDSON, 1957, modificado por ELSTON & ELLIS em 1998.
Segundo este sistema, sdo avaliados a formacdo tubular, o grau nuclear e o indice mitético.

As instituicdes envolvidas no estudo utilizaram para a analise do tipo histoldgico a
classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2003) e recomendacdes de PAGE, 1998,
que considera o tipo de célula proliferada e o arranjo arquitetural. Segundo estes critérios, 0s
carcinomas da mama sdo divididos em carcinoma ductal sem outra especificacdo (SOE), quando
ndo exibem caracteristicas especiais. Quando 0s tumores apresentam caracteristicas especiais,
como por exemplo, extensa secre¢cdo mucinosa, eles séo denominados "tipos especiais”. Dentre
0s tipos especiais, temos os carcinomas “especiais puros”, isto ¢, aqueles com mais de 90% de
caracteristicas especiais, os carcinomas‘‘especiais variantes”, que sdo aqueles com 75 a 90% de
elementos especiais e as formas mistas que s@o aqueles carcinomas que contém predominio do
componente ductal SOE, mas que apresentam areas com elementos especiais (ELSTON, 1998;
PAGE, 1998).

Foram coletados dados referentes ao numero total de LS ressecados, numero de LS
positivos e numero de LS negativos, a partir dos laudos de exames anatomopatolégicos e suas
revisdes. Um patologista de cada instituicdo submeteu os casos a revisdo de laminas e uma nova
medicdo das metastases dos LS foi realizada empregando os mesmos critérios. O tamanho das

metastases nos linfonodos sentinelas foi avaliado em microscépio Optico com ocular
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micrometrada (graduada em fracfes de milimetros), em cortes histolégicos corados pela
hematoxilina e eosina e/ou imuno-histoquimica para citoqueratinas. Nas trés instituicoes
envolvidas no estudo foi utilizado o anticorpo monoclonal anti-pancitoqueratina, clone
AE1/AE3, Dako®, para as rea¢@es imuno-histoquimicas. O método empregado foi a strepto-
avidina-biotina, com recuperacdo antigénica através do calor Umido em panela a vapor. As
metastases foram classificadas como macrometastases (>2mm), micrometastes (>0,2mm e

<2mm) ou células tumorais isoladas (<0,2mm) (MARINHO, 2004; MARINHO, 2008;

LESTER, 2009).

Figura 2: Exame microscopico do linfonodo. A: Invasdo de vaso linfatico por émbolo de células
neoplésicas (HE); B: Linfonodo com macrometastase (parcialmente visibilizada na parte inferior) e
invasdo da capsula (ao centro) (HE); C: Micrometastase em linfonodo sentinela (citoqueratina
AE1/AE3); D: Embolo neoplasico em vaso linfatico aferente de linfonodo sentinela (HE).
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A coleta de dados referente ao estudo imuno-histoquimico (IHQ) foi realizada a partir
dos laudos arquivados em cada instituicdo. A expressdo no tumor primario dos receptores
hormonais de estrégeno (RE) e progesterona (RP) ja havia sido previamente realizada na
maioria das pacientes das trés instituicdes. Os dados sobre a expressdo do receptor do fator de
crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER2) estavam disponiveis nos bancos de dados de
duas das trés instituicdes envolvidas no estudo (HC-UFMG e HC-USPRP). As técnicas imuno-
histoquimicas empregadas ja eram padronizadas nas instituicdes envolvidas no estudo. A
avaliacdo das reacdes imuno-histoquimicas foi realizada em microscopio éptico de rotina,
escolhendo os campos com expressdo significativa dos antigenos (“areas quentes” ou hot spots)
(MARINHO, 2008). A anélise dos RE e RP foi manual e semi-quantitativa considerando-se
apenas a coloracdo nuclear através do Sistema de Avaliacdo de Receptores Hormonais de Allred

(ALLRED, 1998).

3.4- Técnica da biopsia do linfonodo sentinela

A técnica de realizacdo da BLS foi semelhante nas trés instituicdes envolvidas no estudo
e consistiu na injecdo peritumoral ou periareolar de uma solugdo de nanocoldide com marcador
radioativo tecnécio-99m (*™Tc) no periodo de até 24 horas antes do procedimento, seguida de
linfocintilografia para localizacdo biplanar do LS; no intra-operatério, imediatamente antes da
incisdo da pele, realizou-se a injecdao periareolar de 1 ml do corante azul patente, massagem
local, disseccdo e exérese de um ou mais linfonodos guiada pelo Gama Probe (contador portatil

de radiacdo gama) e pela coloracdo azul dos vasos linfaticos e linfonodos. O LS foi considerado
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como aquele linfonodo que primeiro recebe a drenagem linfatica do tumor primario, geralmente

hipercaptante e/ou bem corado pelo azul patente.

3.5- Andlise anatomopatoldgica dos linfonodos sentinela

As trés instituicBes envolvidas no estudo empregam métodos semelhantes de exame
macroscopico, processamento e andlise anatomopatoldgica dos LS, mas diferem em alguns
aspectos como numero e intervalo entre os cortes, além da direcdo em que os cortes sdo feitos e
na opcdo de se realizar ou ndao o estudo imuno-histoquimico.

O linfonodo ou grupo de linfonodos identificado pelo cirurgido como LS é submetido a
disseccdo do tecido fibroadiposo circunjacente, com preservacdo da capsula linfonodal, pois
muitas micrometastases sdo observadas nas regides subcapsular e pericapsular. Determina-se o
numero de linfonodos dissecados e em seguida é realizada a medicdo de cada linfonodo em trés
dimensdes.

Na macroscopia, cada linfonodo é seccionado conforme protocolo de cada servico e
cada superficie de corte é examinada procurando-se identificar a olho nu alguma area mais firme
e/ou esbranquicada que possa corresponder a metastase.

No HACC os LS sdo seccionados transversalmente, em cortes paralelos, com
aproximadamente 2 mm de espessura cada uma, obtendo-se mdltiplos fragmentos, como
demonstra a Figura 2 (A). Cada fragmento obtido apresenta duas superficies de corte, exceto as

extremidades do linfonodo. Durante o exame per-operatorio procede-se o imprint citolégico




26

(procedimento detalhado no proximo topico) de cada uma das superficies de corte para detecgao
de macrometastases.

Para 0 exame histopatoldgico em parafina, todas as fatias sdo dispostas em uma ou
mais cassetes, incluidas em parafina e cada bloco é submetido a cortes semi-seriados de 5um
com trés niveis de cortes histoldgicos. Em cada nivel foram retirados dois cortes histoldgicos,
um corado por HE, seguido de um corte histolégico ndo corado, colhido em lamina silanizada,
que € utilizada para a realizacdo da reacdo imuno-histoquimica com o anticorpo AE1/AE3, caso
seja necessario. Os niveis sdo intercalados entre si, desprezando-se em média 30 cortes entre
eles (correspondente aproximadamente a 30 voltas na manivela do micrétomo manual de
parafina ou 150um). Realizou-se a IHQ, quando os cortes corados com HE foram negativos ou
duvidosos para a pesquisa de micrometastase. Por exemplo, um linfonodo sentinela de 10 mm
dividido em 5 fatias de 2 mm cada tera 6 laminas para cada fatia (2 laminas para cada um dos 3
niveis de corte histologico), totalizando 30 laminas (15 laminas de HE e 15 laminas de IHQ).

No HC-UFMG, quando indicado o exame per-operatorio, os linfonodos de até 5mm
sdo cortados ao meio em seu maior eixo (longitudinal) e realiza-se o imprint das duas metades.
Para linfonodos acima de 5mm s&o feitos cortes com intervalo de 2mm e imprints das duas faces

de cada fatia, como mostra a Figura 2 (B).
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Figura 3: Processamento macroscopico do linfonodo (DE MASCAREL, 2002 - modif.).
A: Corte macroscopico transversal; B: Corte macroscépico longitudinal de rotina.

Para 0 exame histopatolégico em parafina os linfonodos séo cortados do mesmo modo.
Linfonodos de até 5 mm séo cortados ao meio em seu maior eixo (longitudinal) e as duas
metades sdo incluidas em parafina e é feito um corte histoldgico corado pela HE para cada bloco
de parafina. Para linfonodos acima de 5 mm s&o feitos cortes com intervalo de 2 mm e todas as
fatias sdo incluidas na parafina e obtidas uma lamina corada pela HE de cada bloco de parafina
contendo cortes simples de 5um de espessura. Caso ndo sejam identificadas macrometastases no
LS pela HE (LS negativo pela HE), realiza-se imuno-histoquimica com anticorpo AE1/AES3.
Para a realizacdo do da IHQ é necesséaria a confeccdo de novas laminas e os blocos de parafina
retornam ao microtomo uma segunda vez, quando ha possibilidade de perda de material e de ndo
se identificar mais possiveis micrometastases ou células tumorais isoladas previamente

identificadas pela HE. Por exemplo, um linfonodo sentinela de 10 mm dividido em 5 fatias de 2
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mm cada tera 1 ldmina para cada fatia, totalizando 5 laminas para coloracdo pela HE. Caso nédo
sejam identificadas macrometéstases pela HE, realiza-se mais um corte histolégico de cada
bloco para estudo IHQ, totalizando 10 l&minas (5 l[aminas de HE e 5 laminas de IHQ).

No HC-USPRP a andlise anatomo-patologica do LS é realizada conforme as
recomendacBGes da Sociedade Brasileira de Patologia (SBP) e do Colégio Americano de
Patologistas (CAP). No exame per-operatério sdo feitos cortes longitudinais de 2 a 3 mm nos
LS e imprints de todas as fatias, das duas superficies de corte. Em seguida, todas as fatias séo
incluidas na parafina e faz-se um corte histolégico por bloco. As laminas sdo coradas pela
coloracdo de HE. Nao se realiza de rotina a IHQ para deteccdo de micrometastases e células

tumorais isoladas.

3.5.1- Exame per-operatorio do linfonodo sentinela

O método de escolha para o exame per-operatorio do LS foi o imprint citologico nas
trés instituicdes envolvidas no estudo, que utilizam técnicas semelhantes na sua realizagéo.

A técnica do exame per-operatorio do LS pelo imprint citologico é descrita conforme o
protocolo do HACC.

O linfonodo ou grupo de linfonodos identificado pelo cirurgido como LS € enviado ao
patologista durante o ato operatorio. Apos a disseccdo e exame de macroscopia, ja descritos
anteriormente, procede-se entdo ao imprint citolégico propriamente dito, quando cada superficie
de corte do LS previamente seccionado € pressionado em lamina de vidro. Em seguida, cada

lamina é corada pela técnica rapida de HE. Este procedimento possibilita a visualizacdo das
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bordas do corte macroscépico do LS na representacdo citoldgica, facilitando a correlagcdo da
localizacdo da &rea suspeita de macrometéstase a macroscopia com os achados citologicos.

O objetivo do método per-operatorio é detectar apenas macrometastases (> 2 mm) de
carcinoma no LS, que permite a imediata realizagdo do EA neste mesmo tempo cirdrgico.

No achado de células atipicas isoladas ou agrupadas, ndo conclusivas de
macrometastase, ou ainda, observando-se alteracdes citoldgicas de possiveis diagndsticos
diferenciais, tais como histiocitos reativos, endotélio tumefeito, inclusdes benignas ou células
névicas, prefere-se a utilizagdo do termo “auséncia de macrometastase” no resultado do exame
per-operatério do LS, que posteriormente sera confirmado no estudo histologico do bloco de
parafina.

Em algumas instituicdes, como no HACC, o LS macroscopicamente comprometido
podera ser submetido ao exame de congelacéo, para sua confirmacdo diagnéstica. No entanto, a
técnica de imprint citologico é superior ao exame de congelacdo na deteccdo de metastases e
principalmente micrometastases, no exame per-operatorio de linfonodos. No exame de
congelagdo pode haver perda de material durante o corte no criotomo, comprometendo o
diagnostico de pequenas metastases.

Nos casos de imprint negativo, necessita-se da confirmacao por exame histopatoldgico
pela parafina, e, caso seja encontrada metastase no LS, indica-se 0 EA em um segundo tempo
cirurgico.

Nos casos de imprint positivo, que permite a imediata realizacdo do EA como ja
mencionado, o LS também é enviado para exame histopatoldgico de confirmacao na parafina. Na
grande maioria dos casos é confirmada a positividade do LS e é feita a mensuracao da metastase

no corte histologico da parafina.
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3.6 - Métodos Estatisticos

3.6.1- Descricdo dos dados

As informagles coletadas foram incluidas em um banco de dados desenvolvido no
SPSS® e posteriormente exportadas para 0 Excel®. Os resultados descritivos foram obtidos
utilizando frequéncias e porcentagens para as caracteristicas das diversas variaveis categoricas e
da obtencdo de medidas de tendéncia central (média e mediana) e medidas de dispersao (desvio-
padrédo) para as quantitativas.

Este estudo apresenta uma variavel resposta na forma categdrica: esvaziamento axilar,
que pode ser positivo (com pelo menos um linfonodo com metéstase) ou negativo (com todos o0s
linfonodos sem metastase).

A expressdo de HERZ2, disponivel nos bancos de dados de duas institui¢cbes envolvidas no
estudo (HC-UFMG e HC-USPRP), apresentou informacgdes somente para 50 pacientes, e por isso
esta variavel foi apenas descritiva. Em funcdo da falta de registros nos prontuarios medicos, da
dificuldade na padronizacéo dos dados existentes e da ndo significancia na literatura pesquisada,
as variaveis historia familiar e historia pregressa nao foram incluidas na anlise estatistica.

O numero de linfonodos ndo-sentinela positivos no EA foi a variavel que gerou a variavel
resposta e por isto também foi apenas descritiva.

Um histograma e um grafico box-plot foram feitos para analisar o comportamento da
idade das pacientes. No box-plot, os circulos indicam pacientes considerados valores extremos,
ou seja, muito diferentes dos valores apresentados pelas outras pacientes (outlier). O inicio da

caixa representa o primeiro quartil, ou seja, que 25% das observac@es estdo abaixo deste valor. A
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linha central representa a mediana, indicando que 50% dos valores estdo acima e outros 50%
abaixo deste valor. Em alguns casos este também é o valor maximo. O fim da caixa representa o

terceiro quartil, que indica que 75% das observacdes estdo abaixo deste valor.

3.6.2- Analise univariada

A presenca de metastase nos linfonodos ressecados no EA (EA positivo ou EA negativo)
foi comparada com as covaridveis categoricas do estudo a partir de tabelas de contingéncia,
sendo aplicado o teste qui-quadrado com correcdo de Yates para comparacdo de proporcdes,
quando existissem apenas duas categorias para cada variavel. Caso existissem mais que duas
categorias foi utilizado o teste qui-quadrado de Pearson sem correcdo. Na presenca de pelo
menos uma frequéncia esperada menor que 5, foi utilizado o teste exato de Fisher. A categoria
considerada como referéncia esta indicada nas tabelas de resultados com o valor 1,0 na coluna
para os valores de odds ratio (OR). O OR sé foi interpretado quando houve diferenca com
significancia estatistica, e s6 foi calculado quando todas as caselas foram diferentes de 0 (zero).

Na comparacdo da presenca de metastase no EA com a idade foi utilizado o teste t-
Student quando as suposi¢gdes usuais do modelo (normalidade e homocedasticidade) foram
atendidas. Caso contrario foi utilizado o teste de Mann-Whitney. A suposi¢do de normalidade foi
verificada através do teste Kolmogorov-Smirnov e de homocedasticidade (homogeneidade entre

as variancias) através do teste de Levene (TRIOLA, 1999).
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3.6.3 Analise multivariada e construgdo dos nomogramas

Foi desenvolvido o modelo de regresséo logistica para a variavel resposta positividade
do EA, onde foram inicialmente incluidas todas as covariaveis com p < 0,25 na analise
univariada, ou seja, aquelas que apresentam um valor de p préximo ou menor ao considerado
estatisticamente significativo (p < 0,05). Em seguida, as variaveis foram retiradas em um
processo passo-a-passo até que o modelo final incluisse somente aquelas com significancia
estatistica (p < 0,05). A adequag¢dao do modelo final foi verificada a partir do teste de Hosmer-
Lemeshow. Posteriormente, foi obtido pelo mesmo processo um modelo alternativo incluindo
também variaveis que nao apresentaram significancia estatistica relevante neste estudo, embora
com valor de p proximo a 0,05. Estas variaveis foram significativas em varios outros estudos da
literatura, considerando-se também a importancia clinica destas variaveis. Os modelos final e
alternativo de regressao logistica multivariada foram utilizados para a constru¢cdo de dois
nomogramas. A analise multivariada e a construcdo dos nomogramas foram realizadas atraves do

software R, de dominio puablico (CHAMBERS, 2008).

3.6.4- Avaliacdo da acuracia dos nomogramas

Na avaliagdo da acurdcia dos nomogramas propostos foi utilizada a curva ROC. A
curva ROC expressa a relagdo entre a sensibilidade e a especificidade de testes. Foram

construidas curvas ROC para as probabilidades preditas pelos modelos do nomograma final e
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alternativo em relacdo a variavel resposta presenca de metastases em linfonodos ndo-sentinela no

EA.

Para a construgédo das curvas ROC foi utilizado o software SPSS®.

3.6.5- Analises Complementares

Foram realizadas anélises complementares para checar as relagdes entre determinadas
varidveis de interesse, que ndo a varidvel resposta, e para comparar as amostras de cada
instituicao.

As comparacOes das covariaveis categdricas de interesse foram realizadas utilizando os
mesmos testes estatisticos descritos anteriormente na anélise univariada (se¢éo 3.6.2).

Ja para a comparacdo entre a idade e as institui¢des foi utilizado o teste Kruskal-Wallis,
uma vez que os dados ndo seguem a suposi¢cdo de normalidade (verificada atraves do teste de

Kolmogorov-Smirnov) (TRIOLA, 1999).
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4- RESULTADOS

4.1- Descric¢do dos dados

Das 326 pacientes com BLS positiva, 114 pacientes (35%) apresentaram metastase em
pelo menos um linfonodo no EA (EA positivo) e 212 pacientes (65%) apresentaram todos 0s
linfonodos do EA negativos (EA negativo).

A Tabela 2 apresenta a descri¢do das covariaveis em estudo. Nota-se maior frequéncia
de pacientes que foram tratadas no HACC (81,9%), que estavam na pds-menopausa (54,5%),
tinham estadiamento anatomopatolégico T, (46%), carcinoma ductal invasor era o tipo
histoldgico (91,7%), com grau histolégico 11 (49,3%), grau nuclear 3 (47,8%), indice mitético 1
(69,6%), sem invasdo de vasos sanguineos (95,8%), sem invasdo de vasos linfaticos (62,9%),
namero total de LS igual a 1 (44,8%), LS negativos igual a 0 (59,9%), LS positivos igual a 1
(82,4%), com macrometastase (77,9%), tendo como método de deteccdo a HE (92,5%), nimero
de linfonodos dissecados no EA maior que 15 (63,2%) e positivos igual a 0 (65,0%), RP e RE

positivos (70,5% e 82,2%, respectivamente) e HER2 negativo (78,0%; 39/50 casos analisados).



Tabela 2: Descri¢do das covaridveis categoricas do estudo.

. Frequéncia
Variavel N %
Instituicéo

HACC 267 81,9

HC-UFMG 46 14,1

HC-FMRP 13 4,0
Status Menopausal

Pré-menopausa 148 45,5

Pds-menopausa 177 545

Sem informacéo 1 -
Estadiamento Anatomo-Patolégico

Tla 10 31

Tib 45 139

Tilc 149 46,0

T2 112 34,6

T3 8 2,5

Sem informacéo 2 -
Tipo Histoldgico

Carcinoma Ductal Invasor 298 91,7

Carcinoma Lobular Invasor 22 6,8

Carcinoma Tubular Invasor 2 0,6

Carcinoma Tubulo-lobular Invasor 2 0,6

Carcinoma Micropapilar Invasor 1 0,3

Sem informacéo 1 -
Grau Histoldgico

Grau | 70 23,3

Grau Il 148 49,3

Grau Il 82 27,3

Sem informacéo 26 -
Grau Nuclear

1 28 8,9

2 137 43,4

3 151 47,8

Sem informacéo 10 -
indice Mitético (em 10cga)

1 218 69,6

2 55 17,6

3 40 12,8

Sem informacéo 13 -
Invasdo de Vasos Sanguineos
Sim 13 4,2
Né&o 295 95,8
Sem informacéo 18 -
Invasdo de Vasos Linfaticos
Sim 115 37,1
Né&o 195 62,9
Sem informacéo 16 -
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., Frequéncia
Variavel N %
NUmero total de LS

1 146 44,8

2 108 331

3 56 17,2

4 o0u+ 16 4,9
Numero de LS negativos

0 181 59,9

1 82 27,2
20U+ 39 12,9
Sem informacéo 24 -
Numero de LS positivos
1 253 82,4
2 47 15,3
3ou+ 7 2,3
Sem informacéo 19 -
Tamanho da maior metéstase do LS
Células tumorais isoladas 16 5,3
Micrometastase 51 16,8
Macrometastase 236 77,9
Sem informacéo 23 -
Método de Deteccéo
HE 273 92,5
IHQ 22 75
Sem informacéo 31 -
Numero total de linfonodos no EA
1al0 34 10,4
11a15 86 26,4

>15 206 63,2
NUmero de linfonodos positivos no EA

0 212 65,0

la3 68 20,9

4a9 29 8,9

>9 17 5,2
Progesterona

Negativo 94 29,5
Positivo 225 70,5
Sem informacéo 7 -
Estrégeno
Negativo 57 17,8
Positivo 263 82,2
Sem informacéo 6 -
HER?2
Negativo 39 78,0
Positivo 11 22,0
Sem informagao 276 -
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A descricdo da idade das pacientes € apresentada na Tabela 3. Observa-se que as
pacientes ttm em média 53,1 anos, a idade minima foi 22 e a maxima 89 anos. Cinquenta por

cento das pacientes tém idade inferior a 51 anos e 50% tem idade superior a 51 anos (mediana).

Tabela 3: Descrigdo da idade das pacientes.

1° 3°
Variavel n n* Média D.P. Minimo Quartil Mediana Quartil Maximo

Idade (anos) 325 1 531 128 22,0 43,0 51,0 62,0 89,0

* Em um caso a idade ndo era conhecida.

O histograma da idade é apresentado na Figuras 3 Nota-se que a maior parte das

pacientes tem idade entre 40 e 60 anos.
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Figura 4: Histograma da idade das pacientes.
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4.2- Analise univariada

A comparacédo entre a idade das pacientes e presenca ou ndo de metastases no EA (EA
positivo ou EA negativo) é apresentada na Tabela 4. N&o se observa diferenca com significancia
estatistica nesta comparacao, ou seja, a idade das pacientes com EA positivo ndo difere da idade

das pacientes com EA negativo.

Tabela 4: Comparacdo entre a idade das pacientes e a presenca de metastases no esvaziamento
axilar (EA positivo ou EA negativo).

Esvaziamento axilar

Covariavel Positivo Negativo Valor-p
n n* Média DP Mediana n Meédia DP Mediana

|nade 113 1 531 130 500 212 531 128 52,0 0,988

(anos)

1: Teste t-Student. * Em um caso a idade ndo era conhecida.

As comparagOes entre o acometimento de linfonodos ndo-sentinela no EA e as
covaridveis categoricas sdo apresentadas na Tabela 5. As covaridveis estadiamento
anatomopatoldgico, tipo histoldgico, nimero de LS negativos e LS positivos foram comparadas
usando duas categorizacdes, indicadas por 1) e 2).

A covaridvel estadiamento anatomopatoldgico corresponde de forma categdrica ao
tamanho tumoral em centimetros, pois neste estudo foram incluidos apenas tumores com
estadiamento T14(<0,5cm), T1p(>0,5-1,0cm), T1(>1,0-2,0cm), T,(>2,0-5,0cm) e T3(>5,0cm).
Esta covariavel nao apresentou diferenca com significancia estatistica no presente estudo.

Observa-se diferenca com significancia estatistica na comparagdo com numero de LS

negativos, LS positivos, tamanho da metastase ¢ método de detecgdo (p < 0,05).
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Como exemplo de interpretacdo, considerando a segunda categoriza¢do do nimero de
LS negativos, tem-se que entre as 110 pacientes com EA positivo, 77 pacientes (70,0%) néo
apresentam nenhum LS negativo e 33 pacientes (30,0%) apresentam um ou mais LS negativos.
Entre as 192 pacientes com EA negativo, 104 pacientes (54,2%) ndo apresentam nenhum LS
negativo e 88 pacientes (45,8%) apresentam um ou mais LS negativos. O valor de p igual a 0,010
indica associacdo entre 0 numero de LS negativos dissecados e a presenca de metastases em
linfonodos nédo-sentinela no EA. O valor do OR indica que 0s pacientes que ndo apresentaram
nenhum LS negativo, ou seja, pacientes em que todos 0s LS dissecados apresentaram metastases
tém maior chance de apresentar EA positivo (OR = 2,0) do que aqueles com um ou mais LS
negativos. O valor 1,0 indica que a categoria de pacientes com um ou mais LS negativos foi
tomada como referéncia.

O metodo de deteccdo da metastase do LS apresentou significancia estatistica em
relagdo a probabilidade de metastase no EA (p < 0,001). Todos os casos de EA positivo a
metastase no LS foi confirmada em cortes histologicos corados pela HE. Em todos os casos em
que a metastase do LS foi identificada apenas pela IHQ ndo foram identificadas metastases nos
linfonodos ndo-sentinela do EA.

Obteve-se ainda um valor de p de 0,075, na comparacao da presenca de metastases no
EA com a presenca de invasdo de vasos linfaticos. Embora ndo estatisticamente significativa,
esta variavel apresentou um valor de p inferior a 0,25 e foi incluida na analise multivariada para
verificar se as pacientes com invasdo de vasos linfaticos apresentam maior chance de metastases

no EA guando comparadas com as pacientes sem esta caracteristica.
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Tabela 5: Comparagdo entre as covaridveis categoricas do estudo e a presenca de metastases no
esvaziamento axilar.

Esvaziamento axilar

Covariavel p OR
Positivo Negativo 1C95%
N % N %

Instituicédo
HACC 92 80,7 175 825 0913' 09 05al8
HC-UFMG 17 149 29 13,7 1,0
HC-USPRP 5 44 8 3,8 1,1 03a44

Status Menopausal
Pré-menopausa 51 451 97 458 0,992° 1,0 06al6
Pds-menopausa 62 549 115 54,2 0,1

Estadiamento Anatomopatoldgico

1) Tila 1 09 9 43 0487° 0,2 001a31
Tlb 16 141 29 13,7 09 0,2a57
Tlc 50 443 99 46,9 46 0,6a984
T2 43 38,1 69 32,7 1,0 0,2a5,8
T3 3 26 5 2,4 1,0

2) T1 67 593 137 649 0379° 0,8 05al3
T2eT3 46 40,7 74 35,1 1,0

Tipo Histologico

1) Ca Ductal Invasor 103 91,2 195 92,0 0,586° 1,0
Ca Lobular Invasor 8 70 14 6,6 1,1 04a29
Ca Tubular Invasor 0 00 2 0,9
Ca Tubulo-lobular Invasor 1 09 1 0,5 1,9 0,0a67,0
Ca Micropapilar Invasor 1 09 0 0,0

2) Ca Ductal Invasor 103 91,2 195 92,0 0962° 09 04a2?2
Outros 10 8.8 17 8,0 1,0

Grau Histoldgico
Grau | 24 222 46 240 0,793 1,0
Grau Il 52 48,2 96 50,0 1,0 06a20
Grau Il 32 29,6 50 26,0 1,2 06a25

Grau Nuclear

1 6 55 22 10,7 0277 10

2 51 46,4 86 41,7 22 08a6,5

3 53 48,1 98 47,6 21 0,7a6,0
indice Mitético (em 10cga)

1 74 66,7 144 71,3 0,685 1,0

2 21 18,9 34 16,8 12 06a23

3 16 144 24 11,9 1,3 06a27
Invasao de Vasos Sanguineos

Sim 5 48 8 39 0768° 12 03a43

Né&o 99 952 196 96,1 1,0



41

Esvaziamento axilar

Covariavel p OR
Positivo Negativo 1C95%
n % n %
Invasao de Vasos Linfaticos
Sim 47 443 68 333 0,075° 16 10a27
Nao 59 55,7 136 66,7 1,0
Numero total de LS
1 57 50,0 89 420 0494 1,0
2 34 29,8 74 34,9 13,3 4,2a46,7
3 19 16,7 37 17,4 0,8 04al6
4 ou + 4 3,5 12 5,7 0,5 0,1a1l19
Numero de LS negativos
1) 0 77 700 104 542 0,016* 1,0
1 20 18,2 62 32,3 0,4 0,2a0,8
20u+ 13 11,8 26 13,5 0,7 0,3a1l15
2) 0 77 70,0 104 54,2 0,010° 2,0 12a3,4
lou+ 33 30,0 88 45,8 1,0
Numero de LS positivos
1) 1 83 741 170 872 0,001® 1,0
2 26 23,2 21 10,7 2,5 1,3a5,0
3ou+ 3 2,7 4 2,1 15 0,3a84
2) 1 83 74,1 170 87,2 0,006° 1,0
20U+ 29 259 25 12,8 2,4 1,3a45
Tamanho da metéstase
Células tumorais isoladas 1 10 15 7,6 <0,001' 1,0
Micrometastase 10 9,5 41 20,7 3,7 04a828
Macrometastase 94 895 142 71,7 9,3 13a
204,9
Método de Deteccéo
HE 104 100, 169 885 <0,001°
0
IHQ 0 00 22 11,5 1,0
Numero total de linfonodos no EA
1al0 7 6,1 27 12,7 0,1141 0,4 0,2a1,1
11a15 28 24,6 58 27,4 0,8 04al4d
>15 79 69,3 127 59,9 1,0
RP
Negativo 34 30,6 60 289 0,838 1,1 0,6a1,9
Positivo 77 69,4 148 71,2 1,0
RE
Negativo 18 16,1 39 18,8 0,657 0,8 04al,6
Positivo 94 839 169 81,2 1,0

1: Teste Qui-Quadrado sem correcdo; 2: Teste qui-quadrado com correcdo de Yates;

3: Teste Exato de Fisher. Os valores p significativos estdo em negrito.
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4.3- Analise multivariada

As covaridveis invasdo de vasos linfaticos, nimero de LS negativos, nimero de LS

positivos, tamanho da maior metastase do LS (com duas categorias), método de deteccdo da

metastase do LS e nimero total de linfonodos no EA apresentaram valor de p inferior a 0,25 e

foram inicialmente incluidas no modelo multivariado.

Observa-se que as covariaveis presentes no modelo final de regressdo logistica foram:

namero de LS negativos e nimero de LS positivos. O modelo final é apresentado na Tabela 6.

Observa-se que as pacientes com macrometastase, sem LS negativos e com dois ou mais LS

positivos tém maior chance de apresentar EA positivo do que as pacientes sem estas

caracteristicas (OR igual a 3,3, 2,0 e 2,5, respectivamente).

Tabela 6: Modelo final de regresséo logistica para presenca de metéstases no esvaziamento

axilar.
Modelo Coeficiente /1% Valor-p OR IC5%
padréo Inferior Superior

Constante -3,4 0,8 <0,001

Tamanho da maior

metastase do LS
>2 mm 1,2 0,4 0,003 33 15 7,2
<2 mm 1,0

NUmero de LS negativos
0 0,7 0,3 0011 20 12 3,4
lou+ 1,0

Numero de LS positivos
20U+ 0,9 0,3 0,005 25 13 4,8
1 1,0
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Um modelo de regressédo logistica alternativo é apresentado na Tabela 7. Neste modelo

foi incluida a invasdo de vasos linfaticos. Observa-se que no modelo alternativo as pacientes com

macrometastase, sem LS negativos, com dois ou mais LS positivos e com invasdo dos vasos

linfaticos tém maior chance de apresentar EA positivo do que as pacientes sem estas

caracteristicas (OR igual a 4,9, 2,3, 2,1 e 1,6 respectivamente).

Tabela 7: Modelo alternativo de regressdo logistica para presenca de metéstases no

esvaziamento axilar.

. . Erro- 1C95%
Modelo Coeficiente padro Valor-p OR Inferior Superior
Constante -4.4 1,0 <0,001
Tamanho da maior
metastase do LS
>2 mm 1,6 0,5 0,002 49 1,8 13,3
<2 mm 1,0
Numero de LS negativos
0 0,8 0,3 0,004 2,3 1,3 40
lou+ 1,0
NUmero de LS positivos
20U+ 0,7 0,4 0,040 2,1 1,0 41
1 1,0
Invasdo de vasos linfaticos
Sim 0,5 0,3 0,085 1,6 0,9 2,8
Nao 1,0
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Tabela 8: Valor-p das covariaveis do modelo multivariado de regressao logistica.

Covariavel Modelos Final Alternativo
Valor-p

Invasao de vasos linfaticos 0,101 X 0,085 X X 0,085

Numero de LS negativos 0,004 0,011 0,004 0,009 0,011 0,004

Numero de LS positivos 0,043 0,005 0,040 0,005 0,005 0,040

Tamanho da maior metéstase do LS 0,012 0,003 0,002 0,066 0,003 0,002

Método de deteccéo 0,367 X X 0,146 X X

X: Sem significancia estatistica.

4.4- Analises complementares

Semelhante ao apresentado na andlise univariada, as covariaveis: estadiamento
anatomopatoldgico, tipo histologico, nimero de LS positivos foram avaliadas pelas duas formas
de agrupamento indicadas por 1) e 2).

As comparacGes entre o0s instituicdes envolvidas no estudo e o estadiamento
anatomopatoldgico, tipo histoldgico, numero total de LS, método de deteccdo e status
menopausal sdo apresentadas na Tabela 9. Observa-se diferenca com significancia estatistica na
comparagdo com tipo histoldgico (categorizacdo 1) e nimero total de LS (p < 0,05). Observa-se
ainda valor de p < 0,10 na comparagdo com a segunda categorizagdo do tipo histologico (p =

0,066).




Tabela 9: Comparagdo entre as instituicdes de origem e covariaveis de interesse.
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Instituicéo
Covariavel HC-UFMG HACC HC-USPRP  Valor-p
n % n % n %
Estadiamento Anatomopatologico
1) Tila 3 6,7 7 26 0 00  0,275°
T1b 5 11,1 40 15,0 0 0,0
Tlc 19 42,2 121 455 9 69,2
T2 15 33,3 93 35,0 4 30,8
T3 3 6,7 5 19 0 0,0
2) T1 27 60,0 168 63,2 9 69,2 0,833°
T2eT3 18 40,0 98 36,8 4 30,8
Tipo Histologico
1) Ca Ductal Invasor 38 82,6 247 929 13 100,0 0,002°
Ca Lobular Invasor 3 6,5 19 71 0 0,0
Ca Tubular Invasor 2 4,3 0 00 0 0,0
Ca Tubulo-lobular Invasor 2 4,3 0 0,0 0 0,0
Ca Micropapilar Invasor 1 2,2 0 0,0 0 0,0
2) Ca Ductal Invasor 38 82,6 247 929 13 13,0 0,066°
Outros 8 17,4 19 71 0 0,0
Numero total de LS
1 12 261 130 487 4 308 0,022°
2 17 37,0 85 31,8 6 46,2
3 15 32,6 39 14,6 2 15,4
4 ou+ 2 4,3 13 49 1 7,7
Numero total de linfonodos no EA
1a10LFN 9 195 23 86 2 154  0,216°
11a15LFN 17 37,0 67 25,1 2 15,4
>15 LFN 20 435 117 66,3 9 69,2
Status Menopausal
Pré-menopausa 19 41,3 122 459 7 538 0,703
Pds-menopausa 27 58,7 144 54,1 6 46,2

1: Teste Qui-Quadrado de Pearson; 3: Teste Exato de Fisher.

Os valores p significativos estdo em negrito.
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A descri¢do da idade das pacientes estratificada por instituicdo é apresentada na Tabela
10. N&o se observa diferenca com significancia estatistica nesta comparacdo, ou seja, ndo ha

diferenca nas idades das pacientes dos trés hospitais.

Tabela 10: Descri¢do da idade das pacientes por instituicdo.

Variavel n n* Média D.P. Minimo 1°quartil Mediana 3° quartil Maximo Valor-p

HC-USPRP 13 O 538 16,7 32,0 42,5 51,0 66,0 82,0 0,933
HC-UFMG 46 O 53,7 124 330 43,0 52,5 62,5 79,0
HACC 266 1 529 12,7 22,0 43,0 51,0 62,3 89,0

1: Teste de Kruskall-Wallis.

O box-plot da idade estratificada por instituicdo é apresentado na figura 5. Interpretando o
box-plot do HC-UFMG, 25% das pacientes tém idade menor que 43 anos, 50% das pacientes tém
idade menor que 52,5 anos e 75% das idades sao inferiores a 62,5 anos. Observa-se a presenca de
duas pacientes com idade bem maior que as demais e uma paciente com idade menor que as
demais no HC-USPRP.
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Figura 5: Box-plot da idade dos pacientes
estratificada por instituicdo.
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As comparag0es entre a invasdo de vasos linfaticos e estadiamento anatomo-patoldgico,

numero de LS positivo e nimero total de linfonodos no EA sdo apresentadas na Tabela 11.

Observa-se diferenga com significancia estatistica (p < 0,05) apenas na comparagdo com o

estadiamento anatomo-patologico nas duas categorizacoes.

Tabela 11: Comparacéo entre presenca de invasao de vasos linfaticos e covariaveis
de interesse.

Invasdo de vasos linfaticos
Covariavel Sim N&o Valor-p OR 1C95%
n % n %

Estadiamento
Anatomopatoldgico

1) Tila 0 00 8 41 0001° ..
Tib 7 61 37 191 02 01a0,6
Tic 53 46,1 86 443 07 04al?2
T2 51 443 59 304 1,0
T3 4 35 4 21 1,2 0,2a5,9

2) T1 60 522 131 675 0,010° 1,0
T2eT3 55 478 63 325 1,9 12a32

NUmero de LS positivos

1) 1 87 806 155 847 0354' 1,0
2 20 185 24 131 1,5 0,7a3,0
3ou + 1 09 4 22 05 0,02a4,3

2) 1 87 806 155 847 0453 10
2 ou + 21 194 28 153 1,3 0,7a26

Numero total de linfonodos no

EA
1a10 LFN 14 122 18 92 06970 13 06a30
11a15LFN 29 252 53 272 09 05al7
>15 LFN 72 626 124 636 1,0

1: Teste Qui-Quadrado de Pearson; 2: Teste Qui-Quadrado com correcdo de Yates; 3: Teste
Exato de Fisher. Os valores p significativos estdo em negrito.
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As Tabelas 12 e 13 apresentam as comparagdes do estadiamento anatomopatoldgico e do
tipo histolégico com o nimero de LS positivos considerando as duas categoriza¢cfes. Observou-
se diferenca com significancia estatistica na comparacdo com o tipo histoldgico na primeira

categorizacao (Tabela 13).

Tabela 12: Comparacdo entre nimero de linfonodos sentinela positivos (trés categorias) e
covariaveis de interesse.

NUmero de Linfonodos Sentinela Positivos
Covariavel 1 2 3ou+ Valor-p
n % n % n %

Estadiamento
Anatomopatolégico

1) Tla 9 3,6 1 2,2 0 0,0 0,980°
T1b 36 14,3 7 15,2 0 0,0
Tlc 113 448 21 45,7 3 43,9
T2 88 349 16 34,8 4 57,1
T3 6 2,4 1 2,2 0 0,0

2) T1 158 62,7 29 63,1 3 43,9 0,615°
T2eT3 94 37,3 17 36,9 4 57,1

Tipo Histologico

1) Ca Ductal Invasor 231 91,7 41 87,2 7 100,0 0,068’
Ca Lobular Invasor 19 7,5 3 6,4 0 0,0
Ca Tubular Invasor 2 0,8 0 0,0 0 0,0
Ca Tubulo-lobular 0 0,0 2 4,3 0 0,0
Invasor
Ca Micropapilar Invasor 0 0,0 1 2,1 0 0,0

2) Ca Ductal Invasor 231 91,7 41 87,2 7 100,0 0,537°
Outros 21 8,3 6 12,8 0 0,0

Tamanho da maior metastase

do LS
Células tumorais isoladas 8 3,4 0 0,0 0 0,0 0,147°
Micrometastase 35 15,0 4 9,1 3 429
Macrometastase 191 81,6 40 90,9 4 57,1

3: Teste Exato de Fisher.



Tabela 13: Comparacao entre numero de linfonodos sentinela positivos (duas categorias) e

covariaveis de interesse.

NUmero de LS Positivos

Covariavel Valor- OR 1C95%
1 20U+ p
n % n %
Estadiamento
Anatomopatolégico
1) Tla 9 3,6 1 09 0992° 1,9 0,2a87,2
T1b 36 14,3 7 6,6 1,2 0,4a3,3
Tlc 113 44,8 24 22,6 1,0
T2 88 34,9 20 189 0,9 05al1
T3 6 2,4 1 0,9 1,3 0,1a61,0
2) T1 158 62,7 32 30,2 0872° 11 0,6a21
T2eT3 94 37,3 21 19,8 1,0
Tipo Histologico
1) Ca Ductal Invasor 231 91,7 48 444 0,023 1,0
Ca Lobular Invasor 19 7,5 3 2,8 1,3 0,4a5,8
Ca Tubular Invasor 2 0,8 0 0,0
Ca Tubulo-lobular 0 0,0
Invasor 2 1,9
Ca Micropapilar Invasor 0 0,0 1 0,9
2) Ca Ductal Invasor 231 917 48 444 0596° 14 0,5a39
Outros 21 8,3 6 5,6 1,0
Tamanho da maior metastase
do LS
Células tumorais isoladas 8 34 0 00 0499° ..
Micrometastase 35 15,0 7 137 1,2 05a3,1
Macrometastase 191 81,6 44 86,3 1,0

2: Teste Qui-Quadrado com correcéo de Yates; 3: Teste Exato de Fisher.
Os valores p significativos estdo em negrito.
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A comparacao entre 0 método de deteccdo e o tamanho da maior metastase do LS é

apresentada na Tabela 14. Observa-se diferenca com significancia estatistica nesta comparacéao

(p <0,05).
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Tabela 14: Comparacdo entre método de deteccdo e tamanho da maior metastase do linfonodo
sentinela.

Metodo de deteccao
Covariavel Valor- OR 1C95%
HE IHQ p
n % n %

Tamanho da maior metastase do LS

Células tumorais isoladas 3 1,1 9 450 <0,001° 1,0
Micrometastase 36 135 8 40,0 13,5 2,5a83,5
Macrometastase 227 853 3 150 2270 325221025

3: Teste Exato de Fisher.
Os valores p significativos estdo em negrito.

4.5- Construcdo dos nomogramas

O grupo de estudo para a construcdo dos nomogramas consistiu de 326 pacientes com
BLS positiva submetidas ao EA, sendo 35% com metastase em linfonodos nao-sentinela (EA
positivo) e 65% sem metastase em linfonodos ndo-sentinela (EA negativo).

O primeiro passo para a construcdo do nomograma foi identificar as caracteristicas
associadas com a presenca de metastases em linfonodos ndo-sentinela no EA. Isto foi realizado
através da andlise univariada e posteriormente do modelo de regressdo logistica multivariado.
Neste processo foram obtidos dois modelos, um final (considerando nivel de significancia de
0,05) e outro alternativo (com nivel de significancia de 0,10). No modelo final estdo presentes as
caracteristicas: nimero de LS negativos (p = 0,011), numero de LS positivos (p = 0,005) e
tamanho da maior metastase do LS (p = 0,003). No modelo alternativo além destas variaveis
(com valores de p iguais a 0,004, 0,040 e 0,002, respectivamente) estad presente também a

invasdo de vasos linfaticos (p = 0,085).
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Dois nomogramas, que incorporaram estas variaveis, foram construidos para estimar a
probabilidade de apresentar metastases em linfonodos ndo-sentinela no EA. O modelo final
incluiu somente variaveis com nivel de significancia inferior a 0,05 e um modelo alternativo
incluiu também a invasao de vasos linfaticos (p = 0,085). Eles consistem em pontuar a presenca
de cada caracteristica e, ao final, estes pontos sao somados e convertidos em probabilidades.

O software R empregado neste estudo considera o ponto (.) no lugar da virgula (,) para

designar decimal.

4.5.1- Nomograma - Modelo Final

A Figura 6 apresenta 0 nomograma considerando o modelo final.

o010 20 30 40 50 60 YO &0 90 100

Fontos

Linf.Zent.Negativo

Tou+

2ou+

Linf. Zent. Positivo

hacrometastaze
Tamanho.Metdstaze - !

CElulazTumoraizMicrometastase

Total de pontos
o o0 B0 100 140 180 220 260

Probabilidade

de esvaziamento

ailar positiva 01 015 02 0250530535040450505506 065

Figura 6: Nomograma para o modelo final.




52

A titulo de ilustragdo, considere que uma paciente ndo tenha apresentado LS negativos
(57 pontos), tenha um LS positivo (0 ponto) na BLS e que neste LS tenha sido identificada uma
metastase de 2,3mm, ou seja, uma macrometastase (100 pontos). Somando as parciais, esta
paciente tem 157 pontos. Assim, tem-se 43% de probabilidade de apresentar metastases nos

linfonodos néo sentinela (EA positivo) (Figura 7).

10 20 30 40 S0 60 VO S0 90 100

Fontos

Linf.Sent.Megativo

20U+

Linf.Sent. Positivo

—= _E ——
-

hacrometastaze
]

Tarmanho. Metastase -
Célulaz Tumarsizticromaéstase
15T pontos
Total de pontos —_— 1
0o 20 g0 100 140 180 220 260

Frobahilidade ~ 43%
de esvaziamento T . . — 1
axilar positivo 01 015 02 0.2503035040450505506 065

Figura 7: Nomograma para o0 modelo final - exemplo.
Neste nomograma atribuiram-se pontos para cada variavel analisada.
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4.5.2- Nomograma - Modelo Alternativo

A Figura 8 apresenta 0 nomograma considerando o0 modelo alternativo.

] 0z 30 40 &0 D W &0 90 100
Fontos
i
Linf.Sent. Megativo '
Tou+ Zous
Linf. Zent. Positivo
1 hEcrometastase

Tamanho. Metdstase

Célulaz TumoraisMvicrometastasze

Sim
Imvasdn. Linfatica
EN
Total de pontos
Prababilidade 0 0 40 G0 80 100 10 140 16D 180 Z00 220 R0 26D
de esvaziamento
axilar positivo 0.05 04 045 D2 0.25 0.3 0.350.40 450 50,550 506507

Figura 8: Nomograma para o modelo alternativo

A titulo de ilustracdo, neste modelo alternativo uma paciente cuja BLS tenha resultado

em trés LS negativos (0 pontos) e apenas um LS positivo (0 pontos) para micrometastase (O

pontos) e que o tumor primario tenha apresentado invasdo de vasos linfaticos (30 pontos).

Somando as parciais, tem-se 30 pontos. Assim, esta paciente tem aproximadamente 8% de

probabilidade de ter algum linfonodo ndo sentinela acometido por metastase no EA (EA

positivo).
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5- DISCUSSAO

No presente trabalho avaliamos fatores de risco para envolvimento dos linfonodos néo
sentinela em pacientes com LS positivo. A percentagem de pacientes com cancer de mama de
nossa série que apresentaram BLS positiva e auséncia de metastases nos linfonodos ndo-sentinela
foi de 65% e corresponde ao encontrado na literatura (40-70%) (VAN ZEE, 2003; HWANG,
2003; KOHRT, 2008; GUILLO, 2009).

De uma forma geral, as amostras populacionais das trés instituicdes envolvidas no
nosso estudo foram semelhantes, mas apresentaram algumas diferencas que ndo comprometeram
0 valor da analise estatistica. A idade das pacientes foi semelhante nas trés instituigdes. A
diferenca no numero de casos estudados por instituicdo deveu-se a discrepancia na capacidade de
atendimento de pacientes e as diferentes datas de inicio da realizagéo rotineira da BLS em cada
servigo. Alguns intervalos de confianca obtidos na andlise estatistica foram amplos e poderiam
refletir heterogeneidade da amostra em relacdo a algumas caracteristicas. Por exemplo, a
inclusdo de apenas oito pacientes com estadiamento T3, um numero reduzido de casos com
quatro ou mais LS ressecados e apenas cinco pacientes com tipos especiais de carcinomas
mamarios (ndo ductais invasores), podem ter ocasionado intervalos de confianga amplos.

As pacientes com BLS positiva avaliadas pelos diversos modelos matematicos de
predicdo do acometimento de linfonodos ndo-sentinela propostos na literatura, principalmente
nos estudos de validacdo, também formavam grupos populacionais heterogéneos (KOHRT,
2008; COUTANT, 2008; COUFAL, 2009). Considerando-se a finalidade de aplicacdo de nosso

nomograma e dos modelos propostos na literatura em grupos populacionais diferentes da amostra
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utilizada para construcdo de cada um destes modelos, a possivel heterogeneidade da amostra
poderia até mesmo contribuir para ampliar a relevancia destes resultados para pacientes de outras
populagdes.

Como objetivamos que 0 nomograma proposto em nosso estudo possa ser utilizado em
diferentes populacdes, a utilizagdo de grupos populacionais de trés diferentes instituicbes para
sua construcdo, além do aumento do ndmero de casos, visou também ter variabilidade amostral
dentro da populagéo brasileira, diminuindo a possibilidade de ocorréncia de vieses. A utilizagdo
de métodos semelhantes, mas ndo idénticos, na técnica de realizacdo da BLS e na analise
anatomopatoldgica dos LS nas trés instituicBes envolvidas no estudo colabora para esta
variabilidade.

Os critérios para indicacdo da BLS nas trés instituicGes foram semelhantes e sofreram
poucas modificacbes durante os periodos avaliados, praticamente resumindo-se a ampliacédo de
indicacdo da BLS nos ultimos anos para pacientes com tumores de maiores dimensdes. Apesar
da indicacdo da BLS em pacientes com diagnostico de carcinoma ductal in situ (CDIS) extenso e
que sdo tratados com mastectomia ser atualmente aceita em diversos centros, optamos por
excluir os casos de CDIS puros. Havia discrepancia entre o nimero de casos de CDIS entre as
instituicOes de nossa série, 0 que poderia criar um Vviés na interpretacéo dos resultados.

A técnica de realizacdo da BLS foi semelhante e sofreu poucas alteragcdes durante o
periodo do nosso estudo nas trés instituicbes. No entanto, os métodos de analise histopatoldgica
foram diferentes. As taxas de positividade da BLS foram semelhantes no HC-UFMG (30,6%) e
no HACC (27,5%), ambas superiores a encontrada no HC-USPRP (19,7%). Mesmo com a
utilizacdo de cortes semi-seriados e conseqliente exame de maior nimero de seccdes histoldgicas

no HACC, a taxa de deteccdo de metastases nos LS foi semelhante a do HC-UFMG. Neste
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servico emprega-se apenas um corte histolégico por bloco de parafina, mas realiza-se exame
IHQ complementar em todos os casos em que 0 exame inicial de rotina foi negativo. A taxa de
deteccdo de metastases nos LS foi nitidamente mais baixa no HC-USPRP (19,7%),
provavelmente por realizarem apenas um corte histoldgico e este ndo ser complementado pela
IHQ nos casos negativos no exame inicial.

Houve diferenca entre as instituicdes em relagdo ao nimero de LS ressecados em cada
paciente durante a BLS. No HC-UFMG a maioria das pacientes teve 2 ou 3 LS ressecados,
enquanto no HACC e HC-USPRP apenas 1 ou 2 LS.

O tipo histolégico presente na maior parte de nossos casos foi o carcinoma ductal
invasor (91,7%), seguido pelo carcinoma lobular invasor (6,8%) e por outros tipos especiais
(1,5%). O numero de casos de cada tipo histolégico apresentou diferencas expressivas entre as
instituigdes. Todos os 13 casos provenientes do HC-USPRP foram de carcinoma ductal invasor.
Todos os cinco casos de tipos especiais de carcinomas mamarios foram provenientes do HC-
UFMG. A identificacdo de tipos especiais no HC-UFMG poderia refletir maior experiéncia no
diagnostico de tipos histologicos especiais nesta instituicdo em relagdo as demais. No entanto, a
discrepancia no nimero de casos de tipos histologicos especiais ndo interferiu nos resultados
finais ou na construcdo do nomograma. Esta variavel ndo apresentou significancia estatistica nas
analises uni ou multivariada quando comparada a presenca de metastases em linfonodos néo-

sentinela no EA, mesmo quando estes casos foram excluidos.
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5.1- Tamanho da metastase do linfonodo sentinela e método de deteccao

A maior parte das pacientes analisadas em nossa série apresentou macrometéstases nos
LS (77,9%), com frequéncia superior a encontrada nos principais estudos pesquisados na
literatura: HWANG, 2003 (70,2%); VIALE, 2005 (64,7%);: BARRANGER, 2005 (49,3%);
KOHRT, 2008 (7,4%). Optamos por agrupar os casos de micrometastases e células tumorais
isoladas no LS em um mesmo grupo e compara-lo com os casos de macrometastases na predi¢cdo
do risco de acometimento dos linfonodos ndo-sentinela, em funcdo de nossa série ter apresentado
somente 16 casos (5,3%) com células tumorais isoladas. Apenas alguns estudos consideraram as
celulas tumorais isoladas em suas casuisticas. Os estudos de VIALE, 2005 e KOHRT, 2008
encontraram células tumorais isoladas em respectivamente 9,5% e 22,5% dos casos. E possivel
que a inclusdo de casos em estadios mais avancados (T3) em nosso estudo pode ter contribuido
para estas diferencas de frequéncias de macrometastases e células tumorais isoladas. Outra
diferenga é o uso rotineiro do estudo imuno-histoquimico em varios centros internacionais,
enquanto em nosso estudo, uma das instituicdes (HC-USPRP) ndo realizava IHQ de forma
rotineira, mas o numero de casos oriundos desta instituicdo representou apenas uma pequena
parcela de nossa casuistica.

Deve-se considerar que, de acordo com o guideline da ASCO publicado em 2005, 0 EA
ndo é recomendado se apenas células tumorais isoladas sdo encontradas no LS, pois a
probabilidade de metastases adicionais em linfonodos ndo-sentinela nestes casos seria muito
baixa (LYMAN, 2005). A chance de acometimento de linfonodos nao-sentinela em pacientes
com células tumorais isoladas no LS varia de 4,7 a 15% na literatura (CSERNI, 2004;

CALHOUN, 2005; BOLSTER, 2007; KOHRT, 2008) e foi de 6,3% em nosso estudo.
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Entretanto, estudos mais recentes tém mostrado que a distin¢éo entre células tumorais isoladas e
micrometéastases € muitas vezes dificil e de significado prognoéstico limitado e ainda controverso
na literatura (TURNER, 2008; DE MASCAREL, 2008; COUFAL, 2009).

Quando comparamos pacientes com metastases <2 mm (micrometastases e células
tumorais isoladas) com metéstases >2 mm (macrometastases) nos LS, obtivemos resultados
concordantes com a maioria dos estudos da literatura que mostraram que 0 tamanho da maior
metastase no LS é o principal fator de risco para a presenga de metastases em linfonodos néo-
sentinela no EA. Esta varidvel foi incluida em nosso nomograma e nos nomogramas de Mayo,
de Cambridge e de Stanford e também no escore de Tenon (DEGNIM, 2005; PAL, 2008;
KORHT, 2008; BARRANGER, 2005).

De acordo com a andlise multivariada de nosso estudo, pacientes nas quais foram
identificadas macrometastases nos LS apresentaram risco quase 5 vezes maior (OR 4,9) de
apresentar metastases em linfonodos ndo-sentinela no EA quando comparadas as pacientes com
micrometastases ou células tumorais isoladas.

Todos os 22 casos em que as metastases dos LS foram identificadas somente pela IHQ
ndo apresentaram metastases em linfonodos ndo-sentinela no EA, tendo representado uma
diminuicao do risco nestes casos pela analise univariada (p < 0,001). No entanto, ap0s a analise
estatistica multivariada, observou-se que o método de deteccdo relacionava-se indiretamente com
0 tamanho da maior metastase do LS, sendo esta Ultima variavel na realidade o fator
determinante do risco de metastases em linfonodos ndo-sentinela. Ou seja, a maior parte das
metastases identificadas somente pela IHQ eram micrometastases ou células tumorais isoladas,
diminuindo assim o risco de metastases nos linfonodos n&do-sentinela. Na literatura, o

nomograma do MSKCC foi o unico modelo que incluiu 0 método de deteccdo no modelo
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matematico proposto e comparou exame de corte-congelacdo do LS com HE de rotina, cortes
seriados corados pela HE e IHQ, tendo sido observada diferenca estatisticamente significativa
nos trés metodos em relacdo ao risco de metastases em linfonodos ndo-sentinela. No entanto,
como o estudo do MSKCC néo avaliou o tamanho da metastase do LS, poderiamos inferir que a
avaliacdo do método de deteccdo poderia refletir indiretamente a influéncia do tamanho da
metastase no risco de acometimento dos linfonodos nédo-sentinela, de forma semelhante ao
ocorrido em nosso estudo.

N&o ha consenso na literatura sobre a melhor técnica de analise anatomopatoldgica e
sobre o uso rotineiro da IHQ nos LS. Houve variagéo entre as trés instituicbes participantes de
nosso estudo. A literatura relata que a utilizacdo rotineira de técnicas de IHQ aumenta a taxa de
deteccdo de micrometéstases e células tumorais isoladas que ndo seriam identificadas pela HE
(metastases ocultas), tanto no estudo do LS como dos demais linfonodos do EA (GRAY, 2004;
MARINHO, 2006; MARINHO, 2008; SALLES, 2009). Em nosso estudo metastases ocultas
foram identificadas em 20 casos (7%), sendo 9 casos de células tumorais isoladas, 8 casos de
micrometastases e 3 casos de macrometastases. A taxa de deteccdo de metéstases ocultas na
literatura varia de 9 a 39%, dependendo do método de deteccdo empregado (MARINHO, 2004).
Piato et al encontraram uma taxa de 9,4% utilizando técnicas de IHQ semelhantes as empregadas
em nosso estudo (PIATO, 2008).

Em relacdo aos trés casos (1,3%) de macrometéstases de nossa série que foram
detectados pela IHQ e nao foram vistos nas laminas coradas pela HE, é possivel que 0s novos
cortes histoldgicos aprofundados tenham permitido evidenciar ninhos de células neoplésicas que

ndo estavam evidentes no plano de corte das seccdes coradas pela HE.
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5.2- Numero de linfonodos sentinela positivos e negativos

Considerando-se que em todos os casos estudados a BLS era sabidamente positiva, ou
seja, havia pelo menos um LS acometido por metastase, o acometimento de mais de um LS
aumentou a probabilidade de acometimento de linfonodos ndo-sentinela. A presenga de um ou
mais LS negativos diminuiu a probabilidade de acometimento metastatico dos linfonodos néo-
sentinela. Nestes casos o LS foi o Unico linfonodo acometido. Dos 121 casos em que na BLS
foram ressecados mais de um LS negativo, além de pelo menos um LS positivo, 27%
apresentaram metastases em linfonodos ndo-sentinela. J& nos casos em que todos os LS
ressecados foram positivos, 42,5% apresentaram metéastases em linfonodos ndo-sentinela (p =
0,016). O escore de Tenon e os nomogramas do MSKCC, de Mayo e de Cambridge incluiram o
numero de LS negativos, LS positivos ou a relacdo entre eles em seus modelos de calculo.
(BARRANGER, 2005; VAN ZEE, 2003; DEGNIM, 2005; PAL, 2008). Todos estes estudos
apresentaram resultados semelhantes ao nosso estudo em relacdo ao nimero de LS negativos e
positivos e sua influéncia no risco de metastases nos linfonodos ndo-sentinela. Considerando-se
que a disseminacdo metastatica do cancer de mama ocorre quase exclusivamente por via linfatica
e que a drenagem linfatica da mama segue um fluxo unidirecional predominantemente para 0s
linfonodos axilares, pode-se compreender melhor os achados em relacdo ao nimero de LS
positivos e negativos. Por exemplo, seria pouco provavel que uma paciente com apenas um LS
positivo, tendo sido ressecados mais dois LS negativos, apresentasse metastases em linfonodos

ndo-sentinela no EA, que estariam a jusante do fluxo linfatico dos LS ressecados.
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Nossos achados reforcam a indicacdo de ressecar mais de um linfonodo na realizacéo da
BLS sempre que possivel. Quando um LS é positivo, 0 acometimento ou ndo dos demais LS
ressecados torna-se informagdo importante na quantificacdo do risco de acometimento dos

linfonodos ndo-sentinela no EA.

5.3- Invasao de vasos linfaticos

O acometimento metastatico de linfonodos € um evento resultante da invasdo de vasos
linfaticos por células tumorais. Apesar de teoricamente imprescindivel para a fisiopatologia das
metastases linfonodais e a distancia, a presenca de invasdo de vasos linfaticos nem sempre é
identificada no estudo histopatologico dos carcinomas mamarios invasores. Isto ocorre por
dificuldades na identificagdo de células tumorais isoladas ou pequenos émbolos neoplasicos no
interior de vasos linfaticos e também por ndo se utilizarem de forma rotineira marcadores
endoteliais linfaticos na maioria dos servigos. Estudos anteriores e estudos de nosso grupo
mostraram que o uso de marcadores endoteliais facilita a deteccdo de invasao linfovascular no
tumor primario e relaciona-se com a deteccdo de metastases em pacientes com cancer de mama
(GONZALEZ, 2006; MARINHO, 2008; LESTER, 2009).

Considerando-se que neste estudo a presenca de invasao de vasos linfaticos apresentou
um valor de p menor que 0,25 na anélise univariada (p = 0,075), esta variavel foi incluida na
analise multivariada. Mas também nédo houve significancia estatistica (p = 0,085) na comparacao

com o acometimento de linfonodos ndo-sentinela.
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A invasdo de vasos linfaticos apresentou significancia estatistica em relacdo ao
acometimento de linfonodos ndo-sentinela em varios estudos (VAN ZEE, 2003; HWANG, 2003;
SAIDI, 2004; KOHRT, 2008), além de associar-se com pior progndstico, apresentando potencial
para disseminacdo metastatica linfatica, aumento de recorréncia local e redugdo da sobrevida em
pacientes com cancer de mama (GONZALEZ, 2006; MARINHO, 2008; LESTER, 2009).
Alguns estudos incluiram em seus modelos matematicos variaveis com valores de p
estatisticamente ndo significativos. O préprio nomograma do MSKCC incluiu tipo histoldgico e
grau nuclear do tumor (p = 0,4) e status do receptor de estrogeno (p = 0,16) (VAN ZEE, 2003).
Optamos entdo por construir um modelo alternativo de nosso nomograma com a inclusdo da
invasdo de vasos linfaticos, resultando em um aumento da acuracia (AUC = 0,70) em relacdo ao

modelo final (AUC = 0,66).

5.4- Tamanho do tumor

Em nossa série, o tamanho tumoral ndo apresentou significancia estatistica na analise
univariada na comparacdo com a presenca de metastases nos linfonodos ndo-sentinela, diferindo
dos resultados de varios estudos da literatura. Como o valor de p para o tamanho tumoral foi
bastante elevado (p = 0,487, p = 0,379), esta variavel ndo foi incluida na analise multivariada e
optou-se por ndo inclui-la no modelo alternativo do nhomograma. Em nosso estudo, a coleta de
dados foi realizada de forma categorica pelo estadiamento TNM, e ndo em valores absolutos. Os
resultados dos estudos disponiveis literatura sdo controversos em relacdo a esta variavel. Além
de ser um critério para a indicacao da realizacdo da BLS, em geral indicada em tumores com até

3,0cm, o tamanho tumoral foi fator determinante de metastase nos linfonodos nédo sentinela em
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varios estudos, tendo sido incluido nos principais modelos matematicos propostos (WEISER,
2001; CHUA, 2001; HWANG, 2003; VAN ZEE, 2003; BARRANGER, 2005; KHORT, 2008).
No entanto, outros autores ndo encontraram relacdo estatisticamente significativa do tamanho
tumoral com a presenca de metastases nos linfonodos ndo-sentinela e corroboram com nosso

estudo (VIALE, 2005; FAN, 2005; FLEMING, 2003; KAMATH, 2001).

5.5- O Nomograma

Dados da literatura mostram que a probabilidade de uma paciente com BLS positiva
apresentar metastases no linfonodos ndo-sentinela no EA é de 40 a 70%, com média de 55%. O
uso de uma ferramenta como o0 nomograma permite fornecer predicdes mais precisas e
individualizadas, considerando os fatores de risco de cada paciente.

O nomograma proposto em nosso estudo (modelo alternativo) representa a expressao
matematica dos nossos resultados da avaliagdo dos fatores de risco no grupo de pacientes
estudado, convertida em uma ferramenta para aplicacéo clinica. Foram incluidos todos os fatores
de risco considerados estatisticamente significativos (tamanho da maior metastase do LS;
numero de LS negativos e positivos), além da presenca de invasao de vasos linfaticos em fungéo
da importancia clinica comprovada por outros estudos e por ter apresentado um valor p de 0,075,
proximo aguele considerado estatisticamente significativo.

A inclusdo do tamanho da metastase do LS entre os fatores de risco para metastases em
linfonodos ndo-sentinela determinou um ganho expressivo no poder preditivo de nosso

nomograma quando comparado ao classico nomograma do MSKCC. A ndo inclusdo do tamanho
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da metastase do LS no nomograma do MSKCC ocasionou uma baixa acuracia deste modelo
quando aplicado em pacientes com micrometéstases no LS em outros estudos de validacdo deste
nomograma em amostras populacionais diferentes e tem sido uma das maiores criticas ao
nomograma do MSKCC (ALRAN, 2007; KOHRT, 2008). No entanto, a inclusdo do método de
deteccdo da metastase no nomograma do MSKCC poderia refletir indiretamente o tamanho da
metastase do LS, como ja mencionado anteriormente.

Tomando como exemplo o caso de uma paciente com carcinoma ductal invasor de
mama, um tumor de 1,8 cm, com apenas um LS ressecado, tendo sido a metastase do LS
detectada pela IHQ, temos uma predicdo da ocorréncia de metéastases em linfonodos néo-
sentinela de 11% pelo nomograma do MSKCC. Quando aplicado o modelo alternativo do
nomograma proposto pelo nosso estudo, neste mesmo caso, considerando-se a que a metéstase
do LS fosse menor ou igual a 2 mm (micrometastase ou celulas tumorais isoladas), a predicao
seria de 12%, ou seja, uma predicdo muito proxima a do modelo do MSKCC. Entretanto, neste
mesmo caso, se medida da metastase do LS fosse maior que 2 mm (macrometastase), a predicao
pelo nosso nomograma seria de 40%, expressivamente maior comparada a predicdo do
nomograma do MSKCC e provavelmente interferiria na decisdo terapéutica caso 0 nomograma
fosse utilizado para este fim.

As faixas de predicdo de nosso modelo final do nomograma proposto (10 a 65%) e do
nosso modelo alternativo (6 a 68%) diferem dos modelos propostos na literatura e podem falhar
em ndo identificar agquelas pacientes com alta probabilidade de apresentar metastases em
linfonodos nédo-sentinela. Evidentemente, em funcdo de uma faixa de predicdo mais ampla e

principalmente pela maior acuracia medida pela curva ROC (AUC = 0,689; IC 95% 0,633 a
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0,763), nosso modelo alternativo foi superior ao modelo final (AUC = 0,664; 1C 95% 0,599 a
0,729). O nomograma do MSKCC apresenta a maior faixa de predi¢do (1 a 99%).

A opcéo por incluir apenas pacientes com carcinoma invasor da mama e excluir as
pacientes com diagnostico de CDIS puro em nosso estudo limita a utilizagdo dos nomogramas
propostos apenas para casos de carcinoma invasor, como nos principais modelos disponiveis na
literatura.

O modelo alternativo do nomograma proposto pelo nosso estudo apresentou acuracia de
70% medida pela area sob a curva ROC (AUC = 0,70; 1C95% de 0,633 a 0,763), 0 que seria
considerado um teste razoavel. O valor de 0,70 da AUC significa que, se considerarmos
aleatoriamente duas pacientes com BLS positiva, uma com pelo menos um linfonodo ndo-
sentinela positivo e outra com nenhum linfonodo ndo-sentinela positivo, a chance de obtermos
uma probabilidade maior calculada pelo nomograma de metastases no EA na primeira paciente é
de 70%. A curva ROC mostra a relagéo entre a sensibilidade e a taxa de falso-positivo de um
teste, que define a presenca ou ndo de uma doenca ou condicdo. A area sob a curva ROC é uma
medida sumaria que reflete a capacidade inerente de um teste para discriminar um individuo
doente de um ndo-doente dentre todos os niveis de positividade, ou seja, a area sob a curva ROC
determina a acurécia do teste.

Nenhum dos modelos matematicos disponiveis na literatura obteve acuracia superior a
90%, medida pela area sob a curva ROC (AUC >0,90), o que seria considerado um teste
excelente. Entre os modelos avaliados, 0 nomograma de Stanford obteve acurdcia maxima de
86% (AUC = 0,86) em seu estudo original, sendo considerado um bom teste. Mas deve-se
considerar que este estudo visou validar seu proprio modelo e foi realizado pelo proprio grupo

que o desenvolveu. O escore de Tenon obteve acuracia de 82% (AUC = 0,86; 1C95% de 0,77 a
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0,88) quando aplicado em populacdo independente em um estudo multicéntrico (COUTANT,
2009). Mas sua acurdcia foi expressivamente menor (AUC = 0,68) em outro estudo que também
utilizou um grupo populacional diferente daquele utilizado para sua construcdo (DAUPHINE,
2007).

O classico estudo do MSKCC realizou uma validacdo interna de seu nomograma em seu
artigo original (AUC = 0,77) e apresentou o maior numero de estudos de validacdo entre o0s
modelos disponiveis na literatura. Nestes estudos, 0 nomograma do MSKCC apresentou medidas
de acurdcia muito variaveis, avaliadas pela AUC que variou de 0,538 a 0,86 (DEGNIM, 2005;
SPECHT, 2005; ALRAN, 2007; BEVILACQUA, 2007; DAUPHINE, 2007; PONZONE, 2007,
ZGAJNAR, 2007; COUTANT, 2008; KLAR, 2008; KOHRT, 2008; PAL, 2008; et al.).

A maioria dos demais modelos de célculo disponiveis na literatura foi submetida a
estudos de validacéo interna, sendo aplicados nos mesmos grupos populacionais utilizados para
sua construcdo. O comportamento dos nomogramas e de outros modelos de calculo de
probabilidade de risco em outros grupos populacionais ¢é variavel. A validacdo destes modelos
passa pela aplicacdo dos modelos em populacdes distintas daquelas que foram utilizadas para a

construcao.

5.6- Considerac0es finais e perspectivas futuras

Construimos o primeiro nomograma brasileiro para predicdo do risco de metastases em
linfonodos nédo-sentinela em pacientes com cancer de mama e BLS positiva. Nosso homograma
incluiu os principais fatores de risco incluidos nos modelos matematicos disponiveis na

literatura, com excecao do tamanho tumoral.
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No entanto, 0s nomogramas propostos neste estudo, bem como os modelos disponiveis a
literatura ainda ndo devem ser utilizados na rotina para contraindicar o EA e necessitam de mais
estudos de validagéo.

Sao necessarios estudos que estabelecam pontos de corte na predicdo de risco dos
nomogramas para a ndo indicacdo de EA, ou seja, uma faixa de predicdo a partir da qual a
probabilidade de uma paciente com BLS positiva apresentar metastases em linfonodos néo-
sentinela seria tdo baixa que os riscos do EA superariam os beneficios terapéuticos.

Estudos que avaliem a sobrevida, a taxa de recorréncia de metastases axilares e a
distancia em pacientes com BLS positiva ndo submetidas a EA poderiam ajudar a validar os
modelos matematicos e estabelecer um ponto de corte para a predicdo de risco. E devem avaliar
também a influéncia dos tratamentos adjuvantes (quimioterapia, radioterapia e hormonioterapia)
propostos neste grupo de pacientes.

Pretendemos aperfeicoar nosso nomograma e melhorar sua acurdcia, incluindo a
avaliacdo de outros marcadores moleculares para metastases do cancer de mama.

Nosso nomograma, similar aos outros modelos disponiveis, pode representar uma
ferramenta adicional para ajudar mastologistas e pacientes com cancer de mama na decisdo de

realizar ou ndo o EA quando o LS é positivo.
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4.6- Curva ROC

A Tabela 15 apresenta 0 nome do modelo (coluna 1), a &rea sob a curva ROC (coluna
2) e seu intervalo de confianca (coluna 3), os valores das probabilidades ajustadas pelos modelos
de regressdo definidos como ponto de corte e correspondente a sensibilidade e especificidade
igual a 100% (colunas 4 e 6) e 90% (colunas 5 e 7).
Observa-se para 0 modelo final valor da area sob a curva ROC de 0,664 variando entre 0,599 e
0,729, valores das probabilidades ajustadas para sensibilidade de 100% e 90% iguais a 0,14 e
0,25, respectivamente, e valores das probabilidades ajustadas para especificidade de 100% e 90%
iguais a 0,00 e 0,46, respectivamente.

Observa-se para 0 modelo alternativo do nomograma valor da area sob a curva ROC de
0,698 (0,633-0,763), valores das probabilidades ajustadas para sensibilidade de 100% e 90%
iguais a 0,07 e 0,22, respectivamente, e valores das probabilidades ajustadas para especificidade

de 100% e 90% iguais a 0,00 e 0,54, respectivamente.

Tabela 15: Area sob curva ROC para os valores de probabilidades ajustadas.
Valores de probabilidades

: IC 95% da ajustadas
Modelo Area area Sensibilidade | Especificidade
100% 90% [ 100% 90%
Modelo final 0,664(0,599a0,729| 0,14 0,25 0,00 0,46

Modelo alternativo 0,698 | 0,633 a 0,763| 0,07 0,22 0,00 0,54
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Nas Figuras 9 e 10 sdo apresentados, respectivamente, os graficos para a curva ROC
para os valores de probabilidade do modelos final e alternativo do nomograma em relacdo a
presenca de metéstases no EA. Para que um teste seja considerado perfeito espera-se que o valor
da érea sob a curva ROC seja igual a 1 (acuracia de 100%). A linha diagonal do grafico é uma
linha de referéncia que divide & area do gréfico em duas partes iguais, ou seja, 0,5 abaixo da
diagonal. Através da analise do grafico e com o apoio do teste estatistico tem-se que a area sob a

curva é superior a 0,50 (p < 0,001).
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Figura 9: Curva ROC para probabilidades Figura 10: Curva ROC para probabilidades
ajustadas pelo modelo final em relacdo ao grupo ajustadas pelo modelo alternativo em relagcdo ao
populacional estudado (AUC = 0,664). grupo populacional estudado (AUC = 0,698).
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6- CONCLUSOES

1. O tamanho da maior metéstase do LS, o nimero de LS positivos e negativos foram fatores

3.

preditivos do acometimento de linfonodos ndo-sentinela em pacientes com BLS positiva. O
tamanho da maior metastase do LS foi o fator preditivo mais significativo (p = 0,002).

A presenca de invasdo de vasos linfaticos e o tamanho tumoral ndo apresentaram
significancia estatistica no presente estudo, mas sdo considerados fatores preditivos de
metastases em linfonodos ndo-sentinela em outros estudos. A presenca de invasao de vasos
linfaticos apresentou niveis de significancia préximos (p = 0,075 e p = 0,085) aquele
considerado estatisticamente significativo.

A percentagem de pacientes estudadas que apresentaram BLS positiva e auséncia de
metastases nos linfonodos ndo-sentinela no EA foi de 65% e corresponde ao encontrado na
literatura (40-70%).

O nomograma alternativo proposto pelo nosso estudo (modelo alternativo) apresentou
acuracia de 70% (AUC = 0,70) no grupo populacional estudado, proxima a acuracia dos

principais modelos matematicos disponiveis na literatura em estudos de validacao.
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acometimento de linfonodos ndo-sentinela em pacientes com
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ano apés o inicio do projeto.
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ANEXO 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé estda sendo convidado(a) para participar, como voluntario(a), em uma pesquisa. Apoés ser
esclarecido(a) sobre as informac¢fes a seguir e no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final
deste documento. Vocé devera assinar duas vias, uma delas é sua e a outra é do pesquisador
responsavel.

Projeto: “Estudo dos Fatores de Risco para Acometimento de Linfonodos N&o-Sentinela em Pacientes
com Cancer de Mama”

Objetivo

Nosso projeto consiste em estudar os aspectos clinicos (como a idade das pacientes) e os achados no
exame anatomo-patolégico (tamanho, tipo e caracteristicas do tumor e dos linfonodos) das pacientes
tratadas no Hospital das Clinicas da UFMG com diagndstico de cancer de mama, submetidas as
cirurgias de biépsia de linfonodo sentinela e esvaziamento axilar.

Procedimentos

Nao sera necesséria a realizacdo de nenhum outro procedimento cirirgico. Vocé como paciente nao
sera submetido(a) a nova coleta de material, pois serdo utilizadas apenas amostras de tecido obtidas de
blocos de parafina que ja se encontram armazenados no Laboratério de Patologia do Hospital das
Clinicas da UFMG. O uso de material de arquivo ndo causara prejuizos a vocé, deixando ainda material
suficiente nos blocos para outros testes clinicos que, eventualmente, possam ser necessarios.

Acompanhamento

Nao sera necessario acompanhamento para o estudo. Vocé nao sera abordado(a) no que se referente a
coleta de material, pois o material ja esta armazenado no Laboratério de Patologia. Vocé podera ser
solicitado(a) durante a pesquisa dos prontuarios se os dados nao forem suficientes para o
preenchimento dos critérios analisados.

Riscos
N&o havera qualquer risco para o(a)s pacientes envolvidos no estudo, pois ndo havera qualquer
modificacao no seu tratamento.

Indenizagao
Vocé néao terd o direito de pleitear indenizacdo, pois este trabalho ndo Ihe causara nenhum dano ou
prejuizo em rela¢éo ao material coletado.

Pagamento pela participacéo
N&o havera nenhum tipo de pagamento ou gratificacdo financeira pela sua participacdo no projeto se
houver necessidade da sua abordagem durante o levantamento dos dados.

Confidencialidade

A sua identidade ser4d mantida em sigilo e todos os dados nesta pesquisa serdo absolutamente
confidenciais. O(A)s pacientes envolvidos(as) seréo identificadas por nimeros e seus nomes nao serao
citados no estudo.

Uso e destinagdo dos dados coletados
Os dados coletados serao utilizados unicamente com a finalidade cientifica prevista nesta pesquisa.

Em caso de duvida sobre a pesquisa, vocé poderd entrar em contato com um dos pesquisadores
responsaveis, Dr Henrique Silva Bartels nos telefones (31) 9959-6002 ou (31) 3409-9118. Em caso de
davidas sobre os seus direitos como participante nesta pesquisa, vocé podera entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa pelo endereco: Avenida Antonio Carlos N° 6627-Unidade Administrativa Il
2° andar sala 2005 — BH — MG. CEP: 31270-901.Telefone:(31) 3499-4592.
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO DA PESQUISA

Eu, ,RG , N. de
prontuario , abaixo assinado, concordo em participar do estudo “Estudo dos Fatores
de Risco para Acometimento de Linfonodos N&o-Sentinela em Pacientes com Céancer de Mama”,
sob a responsabilidade do Dr. Henrique Silva Bartels, como sujeito voluntario. Fui devidamente
informado e esclarecido pelo pesquisador sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim
como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi garantido a minha pessoa
gue posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou
interrupcdo de meu acompanhamento, assisténcia ou tratamento.

Local e data

Nome e assinatura do sujeito ou responsavel:

Assinatura Dactiloscépica:

Nome e assinatura do pesquisador responsével

Dr. Henrique Silva Bartels
Presenciamos a solicitacao de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e aceite do sujeito em
participar.
Testemunhas

Nome: Assinatura:

Nome: Assinatura:
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ANEXO 4
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