Biopsia do Ganglio Sentinela Guiada por Fluorescéncia
no Cancro da Mama: Taxa de Detecao e Performance
Diagnéstica
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Fluorescence-Guided Sentinel Lymph Node Biopsy in
Breast Cancer: Detection Rate and Diagnostic Accuracy
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RESUMO
Introdugdo: A bidpsia do ganglio sentinela é atualmente o procedimento cirirgico standard para o estadiamento ganglionar em
doentes com cancro da mama em estadio precoce, sendo realizado com recurso a diferentes técnicas, como a injegdo de corantes
vitais e/ou de radioisétopos e, mais recentemente, guiada por fluorescéncia utilizando o verde de indocianina. O objetivo deste estudo
¢é avaliar a acuidade global do verde de indocianina na identificagéo do ganglio sentinela em doentes com cancro da mama e de acordo
com fatores relacionados com a doente e com o tumor.
Material e Métodos: Estudo retrospetivo numa amostra aleatéria de doentes com cancro da mama seguidas e tratadas no Centro
Hospitalar Sdo Jodo no periodo entre 2012 e 2016.
Resultados: Obtivemos uma taxa de detegdo do ganglio sentinela no cancro da mama pelo verde de indocianina superior a 90% e
uma performance diagnoéstica deste método similar as outras técnicas descritas na presenga de metastases ganglionares.
Discussao: Nao se verificaram diferencas estatisticamente significativas entre os trés métodos relativamente as taxas de detegéo no
subgrupo de mulheres mais velhas, normoponderais, nas que tinham realizado tratamento prévio a mama ou a axila e nas que foram
submetidas a quimioterapia neo-adjuvante.
Conclusao: O verde de indocianina € um potencial método alternativo a outras técnicas de pesquisa do ganglio sentinela, afigurando-
se como opgao futura para os hospitais que ndo possuem servico de Medicina Nuclear. Contudo, é essencial a realizagdo de novos
estudos no sentido de definir o perfil das doentes que maximiza a sua eficacia.
Palavras-chave: Biopsia do Ganglio Sentinela; Neoplasias da Mama; Verde de Indocianina

ABSTRACT
Introduction: Sentinel lymph node biopsy is currently the standard surgical procedure for lymph node staging in patients with early
stage breast cancer. It is performed using different techniques, such as the injection of vital dyes and / or radioisotopes and, more
recently, guided by fluorescence using Indocyanine green. The aim of this study is to assess the detection rate of sentinel lymph node
using Indocyanine green in breast cancer patients according to factors related to the patient and the tumor.
Material and Methods: Retrospective study of a random sample of patients with breast cancer, treated and followed at Centro
Hospitalar Sdo Joao, in Porto, between 2012 and 2016.
Results: Indocyanine green detection rate was over 90% and its diagnostic accuracy was similar to other methods described in the
presence of metastatic involvement of lymph nodes.
Discussion: There was no statistically significant difference between the three methods in the detection rates in subgroups of older
women, with normal weight and in those who underwent previous surgery in breast or axilla or neo-adjuvant chemotherapy.
Conclusion: Indocyanine green is a potential alternative method to other sentinel lymph node screening techniques, appearing as a
future option for breast cancer centers with no nuclear medicine department. However, it is essential to carry out further research in
order to define the ideal patients’ profile that maximizes the method’s effectiveness.
Keywords: Breast Neoplasms; Indocyanine Green; Sentinel Lymph Node Biopsy
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INTRODUGAO

O cancro da mama é o segundo tipo de cancro mais
comum em todo o mundo e o mais frequente em mulheres,
com incidéncia crescente.'? E a quinta causa de morte por
cancro a nivel mundial. Nos paises em desenvolvimento &
a principal causa de morte por cancro nas mulheres, en-
quanto nos desenvolvidos ocupa o segundo lugar, sendo
ultrapassado apenas pelo cancro do pulmao.’

O status ganglionar axilar € um dos mais importantes
fatores de prognostico em doentes com cancro da mama

inicial e aquele que determina um maior impacto no esta-
diamento e na deciséo terapéutica.?®

O exame histoldgico continua a ser o método com maior
acuidade para avaliar a extensdo da doenca a axila.®™®
Tradicionalmente, o estadiamento ganglionar era efetuado
através do esvaziamento axilar.2'®"" Contudo, esta abor-
dagem radical esta associada a morbilidade significativa
incluindo dor, linfedema do membro superior, rigidez e fra-
queza do ombro, seromas, possiveis lesdes vasculares e
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nervosas, entre outras complicagdes, com consequente re-
percussao ao nivel da mobilidade e fungao, que afeta nega-
tivamente a qualidade de vida dos doentes.'®"? Aintrodugao
da bidpsia do ganglio sentinela (GS) - primeiro ganglio (ou
grupo de ganglios) para onde ocorre a drenagem linfatica
do tumor primario - foi um passo fundamental para reduzir
a extensao da cirurgia axilar reduzindo a morbilidade asso-
ciada.’™'® E atualmente considerado como o procedimento
cirurgico standard em doentes com cancro da mama em
estadio precoce, sem evidéncia clinica ou imagioldgica de
envolvimento ganglionar axilar.237814.15

A identificacdo do GS tem sido feita com recurso a di-
ferentes técnicas, sendo atualmente a técnica tripla, que
combina o uso de um radiois6topo Tc-99m (RI) - linfocinti-
grafia e pesquisa intra-operatéria com sonda gamma porta-
til - com um corante azul vital (CA) o método gold standard,
pois permite atingir uma maior precisao e taxas de detecao
mais elevadas do que o uso isolado de cada um deles. #1617
Porém, ainda ndo existe consenso acerca de qual a me-
Ihor técnica a adotar, pois apesar das inimeras vantagens,
estes métodos também acarretam varios inconvenientes,
nomeadamente o recurso a elementos radioativos e a con-
sequente logistica envolvida na sua manipulagao e prepa-
racdo pré-operatdria, no caso do RI.3%8181 A possibilidade
de reagdes alérgicas e necrose tecidular sdo desvantagens
apontadas ao CA.?° Nasceu assim a necessidade de explo-
rar técnicas alternativas, nomeadamente o recurso a agen-
tes nao radioativos, como é o caso do verde de indocianina
(VIC).™® O VIC é uma substancia ndo téxica e néo radioati-
va, de baixo peso molecular, atualmente utilizado em diver-
sas areas médicas.®"142021 Autores de estudos recentes
defendem que a bidpsia do GS guiada por fluorescéncia
com VIC é um método seguro e promissor na detegéo de
metastases ganglionares e com possiveis vantagens com-
parativamente ao radioisétopo.?!"

O objetivo do presente estudo é avaliar a acuidade glo-
bal do VIC na identificacdo do GS em doentes com can-
cro da mama e de acordo com fatores relacionados com a
doente e com o tumor.

MATERIAL E METODOS
Metodologia do estudo

Realizamos um estudo retrospetivo através da analise
de processos clinicos de doentes com cancro da mama se-
guidas e tratadas no Centro de Mama do Centro Hospitalar
Sao Jodo por uma equipa experiente e dedicada ao trata-
mento desta patologia.

Amostra e recolha de dados

A amostra utilizada no estudo é constituida por 232
doentes com cancro da mama. Incluimos apenas doentes
submetidas a cirurgia no periodo entre 2012 e 2016 e nas
quais pelo menos um dos métodos usados para pesquisa
do ganglio sentinela tivesse sido o VIC. Em cada ano e por
cada més durante o periodo em analise, selecionamos até
quatro doentes por amostragem aleatéria, recorrendo a um
programa de aleatorizagdo numérica (www.random.org).

Recolhemos dados relacionados com a doente, com o
tumor, com a técnica usada para a identificagéo e estudo
do GS e o numero de ganglios identificados por cada téc-
nica, bem como a presenga de metastases ganglionares.
Avaliamos também dados relativos a terapéuticas locorre-
gionais ou sistémicas prévias.

Técnica cirurgica

No grupo de doentes em que o RI foi um dos métodos
de pesquisa, foi aplicado o protocolo validado na nossa ins-
tituicdo para a utilizagdo do Tc-99m, sendo injetado junto do
tumor e aproximadamente 12-18 horas antes da cirurgia.

O corante vital azul patente (S.A.L.F., 50 mg/2 mL, lta-
lia) foi injetado no plexo linfatico subareolar, na dose de 1
mL, seguido de massagem durante 3 - 5 minutos.

A detecdo do GS guiada pela fluorescéncia do VIC foi
realizada utilizando a Photodynamic Eye (PDE) Hamamat-
su, Japdo. O VIC (VerDye 25 mg — 5 mg/mL, Diagnostic
Green GmbH, Alemanha) foi diluido em 5 mL de soro fisio-
I6gico. Imediatamente antes do inicio da cirurgia, e inde-
pendentemente da localizagdo do tumor, os doentes rece-
beram uma injegéo peritumoral (intervalo de dose, 0,5 — 2
mL), sob anestesia geral, seguida de uma massagem de
cerca de 3 a 5 minutos. A dose selecionada baseou-se no
indice de massa corporal (IMC) da doente, volume e ptose
mamaria e ainda na localizagao do tumor. Minutos depois,
as luzes da sala operatéria eram desligadas e a drenagem
linfatica era visualizada em tempo real até a axila, através
da fluorescéncia emitida pelo VIC e utilizando a sonda de
infravermelhos PDE.

Foram considerados GS todos os ganglios azuis, ra-
dioativos (quentes) ou fluorescentes, ou com combinagdes
destas marcagdes, assim como todos aqueles clinicamente
suspeitos de envolvimento metastatico. As suas caracte-
risticas relativamente a marcacédo (azuis versus quentes
versus verdes/fluorescentes) foram registadas no relato
operatério.

Seguidamente, nos casos de carcinoma ductal in situ
(CDIS) ou pds quimioterapia (QT) neo-adjuvante, os gan-
glios foram processados pelo método convencional (inclu-
sdo em parafina e coloragdo em hematoxilina-eosina - HE).
Os restantes casos foram processados pelo método mole-
cular OSNA (one-step nucleic acid amplification).?>%3

Analise estatistica

Efetuamos a analise estatistica dos dados com recurso
ao software STATA®, versdo 11.2 (StataCorp LP, College
Station, Texas, EUA). Determinamos a taxa de detegao
para cada um dos métodos de identificagdo de GS através
da quantificagdo do numero de ganglios identificados por
cada método, dividindo pelo numero total de ganglios iden-
tificados em cada doente. Estimamos intervalos de confian-
¢a a 95% (IC 95%) assumindo uma distribuicdo binomial e
utilizamos o teste binomial para comparar a taxa de dete-
¢ao entre os diferentes métodos, considerando como hi-
potese nula a igualdade de performance diagnéstica. Para
cada método calculamos também a média e desvio-padrao
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Tabela 1 — Caracteristicas das doentes
n (%)
Total 232
Idade (anos)
<70 182 (78,4)
270 50 (21,6)
IMC (kg/m?)
<20 10 (5,0)
20-25 94 (47,0)
26 - 30 55 (27,5)
> 30 41 (20,5)
Tratamento prévio a mama ou a axila
Nao 219 (94,4)
Sim 13 (5,6)
Quimioterapia neo-adjuvante
Nao 218 (94,0)
Sim 14 (6,0)

do numero de ganglios identificados. As médias entre os
grupos foram comparadas utilizando o teste t de Student.
Efetuamos estes calculos para a amostra total de doentes
e por subgrupos de acordo com as carateristicas das doen-
tes, tendo em conta a idade (< 70 e 270 anos), o IMC (< 20,
20 - 25, 26 - 30 e > 30 kg/m?), a realizagédo de tratamentos
prévios a mama ou a axila (ndo e sim) e ainda a realizagéo
de QT neo-adjuvante (ndo e sim). Efetudmos os mesmos
procedimentos na analise da identificacdo de ganglios me-
tastizados.

Aspetos éticos

O presente trabalho de investigacdo foi submetido e
aprovado pela Comisséo de Etica para a Satde do Centro
Hospitalar de Séo Jodo / Faculdade de Medicina da Univer-
sidade do Porto. Dada a natureza retrospetiva da colheita
dos dados, foi dispensada a obtengédo de consentimento
informado.

RESULTADOS

Nesta amostra de 232 doentes, a mediana de idade ao
diagnostico era de 58 anos (valor minimo-valor maximo: 25
- 92 anos) e a mediana do IMC era de 25,71 kg/m? (va-
lor minimo - valor maximo: 18,29 - 43,28 kg/m?). Dentro do
grupo de mulheres analisadas, 13 (5,6%) tinham realizado
tratamentos prévios a mama ou a axila, e 14 (6,0%) tinham
sido submetidas a QT neo-adjuvante (Tabela 1).

Os resultados relativos a performance diagndstica glo-
bal de cada um dos trés métodos encontram-se descritos
na Tabela 2. O numero médio (+ desvio-padrdo) de GS
identificados pelo VIC foi superior ao do CA (1,66 + 1,09 vs
1,38 £ 0,90, p < 0,001) e inferior ao RI (1,66 + 1,09 vs 1,87
+ 1,01, p = 0,002).

Relativamente ao VIC, o qual foi aplicado na totalida-
de da amostra, este identificou o GS em 212 doentes, cor-
respondendo a uma taxa de detegédo de 91,4% (IC 95%:
87,0% - 94,6%). Verificou-se a utilizagdo do CA como méto-
do de pesquisa do ganglio sentinela em 228 doentes, tendo
identificado o GS em 204 destas (taxa de deteg¢do: 89,5%;
IC 95%: 85,5% - 93,5%). Ja o RI foi utilizado em 71 doen-
tes, tendo detetado o GS em 69 destas (taxa de detegao:
97,2%; IC 95%: 90,2% - 99,6%). Comparando o VIC com
os outros dois métodos, constatamos que este método de
pesquisa do GS nao é inferior ao CA em termos de taxa de
detecdo (p = 0,852), ndo se observando o0 mesmo em rela-
¢ao ao RI, o qual se revela superior (p < 0,001).

Quando se compara a taxa de detegéo dos trés méto-
dos de acordo com as caracteristicas das doentes (Tabela
1 e Fig. 1), verifica-se que o VIC nao é inferior ao CA para
identificagdo do GS em qualquer um dos subgrupos con-
siderados, enquanto que a detegéo por Rl é superior nas
doentes com idade inferior a 70 anos (p < 0,001), sem tra-
tamento prévio a mama ou a axila (p < 0,001) e naquelas
que nao foram submetidas a QT neo-adjuvante (p < 0,001).
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Figura 1 — Taxa de deteccéo de ganglios e intervalos de confianga a 95%, de acordo com as caracteristicas das doentes
* Sem tratamento prévio @ mama ou a axila; ** Com tratamento prévio a mama ou a axila; @ Sem quimioterapia neo-adjuvante, @a= Com quimioterapia neo-adjuvante
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Figura 2 — Taxa de detecc¢éo de ganglios metastizados e intervalos de confianga a 95%, de acordo com as caracteristicas das doentes

* Sem tratamento prévio @ mama ou a axila; ** Com tratamento prévio a mama ou a axila;

do VIC, se os linfaticos que o contém se romperem ou
forem seccionados, o que acaba por contaminar o tecido
adjacente, dificultando a distingdo entre a fluorescéncia
proveniente dos vasos linfaticos integros daquela do teci-
do envolvente.”® O material necessario a execugdo do mé-
todo pelo VIC nédo é dispendioso.'? Todavia, ndo deixa de
constituir uma desvantagem a necessidade de se possuir
uma camara fotodinamica.?’ Alguns cirurgides e autores le-
vantam ainda a questdo acerca do numero excessivo de
ganglios fluorescentes e, consequentemente, classificados
como sentinela, o que aumentaria a média de ganglios re-
movidos e a morbilidade do procedimento.'®' Ainda assim,
isso ndo se verificou no nosso estudo, cujo numero de GS
detetados pelo VIC foi inferior ao RI.

Existem alguns fatores que poderao influenciar a dete-
¢ao do ganglio sentinela pelos métodos descritos, nomea-
damente a idade e o IMC do doente, alguns procedimentos
prévios, como as cirurgias mamarias homolaterais, a pes-
quisa do GS homolateral e a radioterapia (RT) homolateral
e ainda a realizagdo de QT neoadjuvante.?6?°

Com o avangar da idade, a diminuigao do nivel de es-
trogénios e as alteragdes anatdmicas com deposi¢do de
tecido adiposo na mama podem comprometer a fungao
dos vasos linfaticos.?”?® Alids, a capacidade dos ganglios
linfaticos para reter os corantes e/ou radiocolodides diminui
quando estes sdo substituidos por gordura.?”-? N&o obstan-
te, no presente estudo, quando estratificamos as doentes
consoante a idade, constatamos que no grupo de mulheres
com idade igual ou superior a 70 anos o VIC néo foi inferior
ao azul nem ao radioisétopo na detegdo do GS.

O IMC pode influenciar a pesquisa do GS, pois um
elevado conteudo de tecido adiposo subcuténeo e axilar
pode dificultar a visibilidade do campo cirurgico, bem como
exercer pressdo mecanica nos vasos linfaticos, impedindo
o fluxo linfatico dos marcadores usados.?2° A semelhanca

= Sem quimioterapia neo-adjuvante, =@ Com quimioterapia neo-adjuvante

do que acontece em idades avangadas, também em indivi-
duos com IMC elevado, os ganglios linfaticos perdem a ca-
pacidade de reter os corantes e/ou radioisotopos.?® Quando
estudamos a taxa de detegdo dos trés métodos consoante
o IMC e analisando particularmente as doentes obesas,
nas quais poderia ser expectavel uma menor taxa de dete-
¢ao, verificdamos que o VIC nao foi inferior ao corante azul,
0 mesmo nao se verificando em relacdo ao RI. No entanto,
nas doentes normoponderais, ndo se verificaram diferen-
cas estatisticamente significativas entre os trés métodos.
Tratamentos ao cancro da mama prévios como cirur-
gia e/ou a RT na mama e axila podem levar a formagéo
de fibrose e, consequentemente, alterar o fluxo linfatico, o
que pode influenciar a pesquisa do GS em doentes com
recidiva.®*-3®* Do mesmo modo, também a QT neoadjuvante
pode dificultar a correta identificagdo do GS devido as al-
teragdes que induz na estrutura do sistema de drenagem
linfatico.33® De facto, a QT pode induzir alteragbes ana-
témicas axilares importantes, nomeadamente bloqueio de
canais linfaticos (por células em necrose, células tumorais
em apoptose e por fibrose) e criagdo de vias de drenagem
linfatica colaterais, o que, em Ultima analise, pode levar a
uma taxa superior de falsos negativos.*¢-* Assim, estas li-
mitacdes devem ser tidas em conta se a bidpsia do GS for
feita apds estes procedimentos. Neste estudo, nas doentes
submetidas a tratamento prévio a mama ou axila constata-
mos que o VIC nao foi inferior ao azul nem ao RI na pesqui-
sa do GS dessas doentes. Quanto as doentes submetidas
a QT neoadjuvante, o VIC nédo se revelou inferior ao Rl na
identificagcdo do GS. Uma possivel justificagdo para estes
resultados favoraveis prende-se com o fato do VIC ter um
baixo peso molecular, o que lhe permite, quando ligado
a albumina, fluir através de vasos linfaticos parcialmente
obliterados por células neoplasicas, inflamagdo, fibrose
por cirurgia ou RT prévias, o que podera constituir uma
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vantagem relativamente aos RI neste subgrupo de doen-
tes.®

O objetivo da biopsia do GS é a identificacdo de me-
tastases axilares. Os nossos resultados mostraram que os
trés métodos sdo igualmente validos na identificagdo de
ganglios metastizados, néo se verificando diferencas esta-
tisticamente significativas nos varios subgrupos analisados.

Dada a natureza retrospetiva deste estudo, nao foi pos-
sivel analisar um grupo de doentes em que todas tivessem
sido submetidas aos trés métodos de pesquisa do GS, o
que permitiria uma comparagéo valida entre os diferentes
métodos. Além disso, verificamos que alguns dos subgru-
pos por nés estudados sdo compostos por um numero re-
duzido de doentes, o que pode inviabilizar algumas com-
paracdes. Assim, seria premente aumentar o numero de
doentes que compdem a amostra, utilizando um desenho
de estudo prospetivo.

CONCLUSAO

A bidpsia do GS é uma técnica muito vantajosa, per-
mitindo a evicgdo de intervengdes cirdrgicas radicais no
estadiamento do cancro da mama. E no entanto um pro-
cedimento que varia entre as diferentes instituicdes e os
cirurgides devem estar cientes das caracteristicas de cada
doente, do tumor e dos métodos de pesquisa disponiveis,
no sentido de evitar falhas na identificagdo do GS e conse-
quentemente condicionar a terapéutica e o prognédstico da
doente.

O nosso trabalho permitiu demonstrar que o VIC € uma
técnica promissora para a dete¢do do GS no cancro da
mama dada a sua elevada acuidade global e comparabi-
lidade com os outros métodos disponiveis, independente-
mente de fatores relacionados com a doente e com o tu-
mor. Tendo em conta os aspetos discutidos, acreditamos
que é um método aparentemente reprodutivel e seguro que
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