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RESUMO

Introducéo: A terapia neoadjuvante (NAT) proposta a pacientes com cancer de mama em
estagio inicial permite uma nova possibilidade de tratamento cirdrgico menos agressivo e
oferece um desafio na reducéo da extenséo da cirurgia axilar em pacientes com linfonodo
clinicamente negativo ou com comprometimento nodal previamente a terapia. No entanto,
mesmo que a avaliacdo da resposta do tumor mamario esteja amplamente padronizada, o
manejo da axila no cancer de mama permanece controverso, principalmente no grupo de
pacientes com linfonodos clinicamente positivos (CN+) que se convertem em axila negativa
(cNO) ap6s o tratamento. Nestes casos, o0 uso da bidpsia do linfonodo sentinela (SNB) ainda
€ discutivel, uma vez que a taxa de falso-negativos (FNR) € significativamente alta (13-
14%). Objetivo: O propoésito deste estudo monoinstitucional retrospectivo, com um longo
seguimento, foi avaliar a viabilidade da SNB em pacientes com cancer de mama submetidas
a NAT, que inicialmente apresentavam linfonodo clinicamente negativo (cNO) ou positivo
(cN+) e permaneceram ou tiveram estado axilar convertido para ypNO. Para tanto, foram
analisadas as taxas de recorréncia axilar (AR), sobrevida livre de doenca a distancia
(DDFS) e sobrevida global (OS). Métodos: Este estudo foi desenvolvido no Instituto
Europeu de Oncologia — Mildo (IEO-Miléo), de 2000 a 2015. Foi analisado um total de 688
mulheres portadoras de cancer de mama com doenca clinica mamaria estagio 1-3 (cT1-3),
as quais foram divididas em 2 grupos: Grupo 1 (n=466; 67,7%), sem doenca axilar (cNO) e
gue permaneceram cNO no final do tratamento neoadjuvante e; Grupo 2 (n=222; 32,3%),
com doenca axilar (cN+) e que se tornaram cNO ao final do tratamento neoadjuvante. O
linfonodo clinicamente positivo foi confirmado através de exames de imagem ou por puncao
aspirativa com agulha fina (PAAF). Os dois grupos de pacientes foram submetidos a SNB

com a identificagdo de pelo menos um linfonodo axilar, independente do método
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Esvaziamento Axilar Dirigido (TAD). O esvaziamento axilar ndo foi realizado quando o
anatomopatoldgico transoperatério do linfonodo sentinela (SN) era negativo para
metastases. A SNB foi executada empregando somente a nossa técnica padrao
preconizada com coloide marcado com tecnécio. A NAT, TAD e a radioterapia nodal
adjuvante foram aplicadas conforme as diretrizes vigentes no IEO-Mildo. Resultados: Apos
um acompanhamento médio de 9,2 anos (IQR 5,3-12,3), a sobrevida global, em 5 e 10
anos foi: toda a coorte, 91,3% (IC de 95%; 88,8-93,2) e 81,0% (IC de 95%; 77,2-84,2),
respectivamente; Grupo 1 - 92% (IC 95%; 89-94,2) e 81,5% (IC 95%; 76,9-85,2),
respectivamente; Grupo 2 - 89,8% (IC 95%; 85-93,2) e 80,1% (95% CI; 72,8-85,7),
respectivamente. A recidiva axilar ocorreu em 1,8% das pacientes inicialmente cN1/2 e
1,5% das pacientes inicialmente cNO. A incidéncia cumulativa de eventos a distancia em 10
anos foi ligeiramente maior para pacientes cN1/2 (16,6%) em comparacdo com cNO
(13,1%), embora essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa (p=0,148). Nao foi
observado diferenca na incidéncia cumulativa de eventos loco-regionais (locais, axilares e
outros regionais, analisados separadamente) nos grupos de pacientes estudados.
Conclusao: Os resultados alcancados ratificam os dados preliminares obtidos no
seguimento de 5 anos deste mesmo grupo de pacientes. O estudo sugere que a SNB
padrdo € um método eficaz para avaliacdo do status axilar apdés o NAT e corrobora sua
indicacdo a pacientes cN1/2 que se tornam cNO apds a NAT. Nao foi observado piores

desfechos neste grupo de pacientes (Grupo 2).

Palavras-chave: Biopsia do Linfonodo Sentinela; Tratamento Neoadjuvante; Esvaziamento

Axilar; Cancer de Mama.
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ABSTRACT

Introduction: Neoadjuvant treatment (NAT) in early-breast cancer patients allows new
possibility of less aggressive surgical treatment and offers a challenge in reducing the extent
of axillary surgery in both clinically node-negative patients and node-positive patients.
However, if the assessment of tumor response to the breast is widely standardized, the
management of the axilla in breast cancer remains controversial mainly in the group of
patients with positive lymph nodes prior to neoadjuvant treatment, which convert to clinically
negative axilla (cNO) after treatment. In these cases, the use of sentinel node biopsy (SNB)
is still debatable, since the false-negative rate (FNR) is significantly higher (13-14%).
Objective: The purpose of this large retrospective monoinstitutional study, with a long
follow-up, is to evaluate the viability of SNB by analyzing the prognosis of patients with
breast cancer undergoing NAT, who report had clinically negative (cNO) or positive (CN+)
lymph nodes and remain or converted to ypNO. Therefore, were analyzed the rates of
Axillary recurrence (AR) rate, distant disease-free survival (DDFS) and overall survival (OS).
Methods: This study was developed at the European Institute of Oncology, Milan (IEO-
Milan) from 2000 to 2015. We analyzed 688 consecutive patients with clinical breast disease
stage 1-3 (cT1-3), who were divided into 2 groups: Group 1 (n = 466, 67,7%), composed by
women without axillary disease (cNO) who remained cNO after NAT and; Group 2 (n = 222,
32,3%), with axillary disease (cN +) and who became cNO after the neoadjuvant treatment.
The clinical positive sentinel node was demonstrated by imaging exams or by fine needle
aspiration (FNA). Both groups of patients underwent SNB with the identification of at least
one sentinel node (SN), independent of the TAD method. Axillary dissection was not
performed when the transoperative pathology of the SN was negative for metastases. SNB

was performed using only our standard technique with technetium-labeled colloid. NAT, TAD
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and Adjuvant nodal radiotherapy were applied according to IEO guidelines. Results: After
a median follow-up of 9.2 years (IQR 5.3-12.3), the 5 and 10-year overall survival were
91.3% (95% ClI, 88.8-93.2) and 81.0% (95% CI, 77.2-84.2) in the whole cohort respectively;
Group 1 - 92.0% (95% ClI, 89.0-94.2) and 81.5% (95% ClI, 76.9-85.2) in those initially cNO
respectively; Group 2 - 89.8% (95% ClI, 85.0-93.2) and 80.1% (95% ClI, 72.8-85.7) in those
initially cN1/2 respectively. Axillary failure occurred in 1.8% of the initially cN1/2 patients and
1.5% of the initially cNO patients. The 10-year cumulative incidence of distant events was
slightly higher for cN1/2 patients (16.6%) compared to cNO (13.1%), although this difference
was not statistically significant (p=0.148). No differences in the cumulative incidence of loco-
regional events (local, axillary and other regional, analyzed separately) in the patients
groups studied. Conclusion: These results achieved confirm the preliminary data obtained
in the 5-year follow-up of this same group of patients and this large study confirmed that
standard SNB is an effective method for staging the axillary status data after NAT and
corroborates its indication for cN1/2 patients who become cNO in this context. There were

no worse outcomes in this group of patients (Group 2).

Keywords: Sentinel Node Biopsy; Neoadjuvant Treatment; Axillary Dissection; Breast

Cancer.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a terapia neoadjuvante (NAT) vem sendo considerada uma
importante estratégia de personalizacao do tratamento do cancer de mama na medida em
gue tornou possivel reduzir a extensdo da cirurgia mamaria e axilar, com resultados
semelhantes a terapia adjuvante (1, 2). Além disso, esquemas de quimioterapia mais
eficazes se tornaram disponiveis e terapias alvo foram introduzidas na pratica
convencional, o que colaborou para a melhora do progndéstico da doenca. Isto tem
contribuido para taxas mais altas de resposta patoldégica completa (pCR) tanto na mama
guanto na axila, podendo chegar a 60% em pacientes que apresentam biologia tumoral
desfavoravel como os tumores triplo-negativos e Receptor do Tipo 2 do Fator de

Crescimento Epidérmico Humano Positivo (HER-2+) (3-5).

O estadiamento axilar p6s NAT era tradicionalmente realizado através do
esvaziamento axilar (AD) que pode apresentar indmeras comorbidades relacionadas a
extensdo do procedimento cirirgico, como seroma, dor cronica, dificuldade em mobilizar o
braco e, principalmente, linfedema (6, 7). Este procedimento invasivo, entretanto, vem
sendo substituido pela biopsia do linfonodo sentinela (SNB), técnica que surgiu em 1990 e
consiste na deteccdo e bidpsia cirargica do primeiro linfonodo da cadeia de drenagem
linfatica axilar e visa reduzir com seguranca a taxa de AD desnecessaria (7). Inicialmente,
a indicacdo da SNB para estadiamento do cancer de mama esteve estritamente limitada
aos estagios iniciais e foi considerada altamente controverso se deveria ser realizada em
mulheres candidatas ao tratamento neoadjuvante. Acreditava-se que a quimioterapia
primaria poderia alterar a drenagem linfatica e interferir na difusdo do marcador
cintilogréfico, resultando no aumento das taxas de linfonodos sentinela (SN) falso-negativos

8, 9).
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Atualmente, enquanto a cirurgia mamaria conservadora € o tratamento standard
proposto as pacientes com boa resposta a quimioterapia neoadjuvante (1), o uso da SNB
ainda permanece discutivel no ambito da cirurgia axilar. De acordo com alguns dos
principais guidelines, como National Comprehensive Cancer Network (NCCN) e European
Society for Medical Oncology (ESMO) (10, 11), mulheres com cancer de mama sem
evidéncia clinica de metastase axilar (cNO) devem ser submetidas a SNB apds NAT. Esta
conduta é considerada aceitavel com base em estudos que demonstraram uma alta taxa
de identificacdo de SN durante a cirurgia e taxas de falso-negativos semelhantes aquelas
encontradas em pacientes que foram submetidas a SNB prévio a quimioterapia
neoadjuvante. Com nivel intermediario de evidéncia, baseado em uma revisado sistematica
de estudos selecionados, os beneficios da SNB apds o tratamento neoadjuvante superam

0S riscos nessa populacédo (12).

Entretanto, estes guidelines ndo recomendam a SNB em mulheres com
envolvimento axilar clinico (cN+) previamente a NAT, mesmo diante da resposta completa
apoOs a quimioterapia. As razdes para isso foram as taxas de falso-negativos (FNR) que
variaram entre 10% e 30%, o que € considerado inaceitavel na opinido dos comités (10,
12). Contudo, em casos selecionados cN1/2 com resposta clinica completa pos
neoadjuvancia, péde-se optar por SNB (categoria de evidéncia 2B) (10).

Com o objetivo de reduzir as taxas de falso-negativos nesta populacdo, estudos
sugeriram a possibilidade de demarcacdo dos linfonodos previamente biopsiados e
positivos para doenca metastatica, procedimento conhecido como esvaziamento axilar
dirigido (TAD), associado a localizacdo do SN através da dupla marcagéo (azul patente e
tecnécio) com a remogao de mais de dois linfonodos sentinelas para analise (10, 12-16).
Na presenca de doenca metastatica residual nesses linfonodos se procede o AD (10, 12).

Estas estratégias, como o TAD, se fundamentam na medida em que estudos retrospectivos
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demonstraram que 30-75% das pacientes com linfonodos positivos convertem-se em axila
clinicamente negativa (cNO) apds o tratamento neoadjuvante (1, 13), demonstrando que,
nestes casos, poderia ter sido evitado o AD e toda a morbidade associada a este

procedimento (17, 18).

Entretanto, ainda ha duvidas sobre o significado clinico das altas taxas de falso-
negativos verificadas em alguns estudos, particularmente desde 0s primeiros ensaios
clinicos randomizados sobre SNB em pacientes cNO, que demonstraram FNR de 10% no

grupo-controle e taxa de 1% de recidiva axilar no grupo SNB (4, 19-21).

No cenario da terapia adjuvante, especificamente nos casos positivos para SN, a
cirurgia conservadora da axila ganhou mais defensores apos a publicacdo dos resultados
dos estudos prospectivos ACOSOG Z0011 e IBCSG 23-01 (22, 23). Além disso, o estudo
AMAROS demonstrou que AD poderia ser substituido com seguranca pela radioterapia
(RT) axilar, nos casos de linfonodo positivo, resultando em uma diminui¢ao significativa do
linfedema (24). Na atualidade, destacam-se dois estudos americanos prospectivos que
estdo em andamento, o ensaio NSABP B-51/RTOG 1304 e o estudo Alliance A011202 (25,
26), que tem como objetivo investigar estratégias limitadas de terapia, através da andlise
dos subgrupos, como a possibilidade de irradiar a parede toracica e/ou linfonodos regionais

em pacientes cN1 que se tornaram cNO ap6s tratamento neoadjuvante (27).

Diante dessas consideracfes, foi proposta uma pesquisa monoinstitucional,
retrospectiva e com um longo periodo de acompanhamento dos casos, cujos objetivos
foram: avaliar a taxa de recidiva axilar (AR), sobrevida livre de doenca a distancia (DDFS)
e sobrevida global (OS) em pacientes submetidos a NAT e que inicialmente apresentavam
status axilar cNO ou cN1/2 e que permaneceram ou foram convertidos para ypNO. Este

grupo de pacientes foi submetido a SNB através da técnica standard utilizando somente



20

radiofarmaco para identificacdo do SN, independentemente do tipo de abordagem axilar ou

remocao de pelo menos 3 SNs.
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2. ESTRATEGIA DE BUSCA DA LITERATURA

A base tedrica do projeto esta relacionada a viabilidade da SNB em pacientes com
cancer de mama, que foram submetidas a tratamento neoadjuvante e o desfecho clinico
desta amostra com énfase na recidiva local axilar, sobrevida global e sobrevida livre de
doenca. Os estudos foram selecionados nas bases de dados: LILACS/BIREME, SCIELO,
PUBMED/MEDLINE e EMBASE. Foram realizadas buscas através dos termos breast
cancer, neoadjuvant treatment, sentinel lymph node biopsy, axillary dissection, cancer de
mama, tratamento neoadjuvante, bidpsia linfonodo sentinela, disseccéo axilar, cancer de
mama, tratamento neoadyuvante, biopsia del ganglio sentinela e diseccion axilar; e analises

combinatérias de dois e trés destes termos também foram exploradas.

As palavras-chave deveriam estar contidas no corpo do resumo dos artigos e,
guando a busca era negativa, esta restricdo era eliminada e se procedia uma nova busca.
Foram selecionados artigos em inglés, portugués e espanhol. Os artigos foram
selecionados de acordo com sua relevancia teorica. Para tanto todos os resumos foram
analisados para o procedimento da selecao.

Os filtros utilizados para a busca dos artigos foram:

e PUBMED/MEDLINE: selecionados artigos em inglés, portugués e espanhol, do ano

de 2000 até 2020. Foram incluidos na revisdo todos os estudos clinicos e

comparativos, estudos clinicos controlados e randomizados, estudos observacionais

e multicéntricos, que avaliassem seres humanos.

e SCIELO: selecionados artigos em inglés, portugués e espanhol, do ano de 2000 até

2020.

e LILACS/BIREME: selecionados artigos em inglés, portugués e espanhol, do ano de

2000 ate 2020.
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e EMBASE: selecionados artigos em inglés, portugués e espanhol, do ano de 2000
até 2020. Foram incluidos na revisdo todos o0s artigos sobre humanos,
metodologicamente estruturados como estudos clinicos, controlados ou néo,

prospectivos ou retrospectivos e observacionais.



Tabela 1 - Resultados da Estratégia de busca das referéncias bibliograficas.
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Base de dados

Artigos encontrados

Artigos relevantes

Palavras de busca Pubmed Embase Lilacs Scielo Pubmed Embase Lilacs Scielo
Breast Cancer 315.000 219 4 45 150 8 1 1
Cancer de mama (espanhol) 15 1 0 17 0 0 0 0
Céancer de mama (portugués) 0 0 4 16 0 0 1 0
Neoadjuvant treatment 38.737 2611 6 56 220 14 0 1
Tratamento Neoadyuvante 59 23 8 39 1 0 2 1
(espanhol)

Tratamento neoadjuvante 4 0 4 39 0 0 0 1
(portugués)

Sentinel lymph node biopsy 12.000 3555 5 56 55 60 2 2
(inglés)

Biopsia del ganglio linfatico 16 8 9 33 3 1 5 2
sentinela (espanhol)

Biopsia do Linfonodo 1 0 9 41 0 0 5 2
Sentinela (portugués)

Axillary dissection 7.300 773 9 81 120 21 1 1
Diseccion axillar (espanhol) 5 0 9 0 1 0 3 0
Disseccao axillar (portugués) 2 3 3 33 0 0 0 0
Breast cancer and 8.300 166 1 10 70 2 0 0
neoadjuvant treatment

Breast cancer and sentinel 6.300 606 4 7 38 18 0 0
lymph node biopsy

Breast cancer and axillary 6.500 896 6 8 49 17 0 0
dissection

Neoadjuvant treatment and 760 146 3 3 13 75 2 0
sentinel lymph node biopsy

Neoadjuvant treatment and 648 207 4 0 8 86 1 0
axillary dissection

Sentinel lymph node biopsy 3.100 1630 46 25 15 30 1 0
and axillary dissection

Breast cancer and 394 17 0 4 45 6 8 0

neoadjuvant treatment and
sentinel lymph node biopsy
and axillary dissection

e Foram selecionados 63 artigos
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Figura 1 — Mapa conceitual

#Cancer de mamacT1-3 Quimioterapia neoadjuvante

cNO cNO

***pos-Qt neo pds-Qt neo

SNB+ #HSN\B- SNB- SNB+

Recidiva axilar
Sobrevida livre de doenga
Sobrevida global
Recidiva loco-regional

Recidiva a distancia

Grupo 1= (n=466; 67,7%) mulheres portadoras de cancer de mama com doenca clinica
mama@ria estagio 1-3 (cT1-3), sem doenca axilar (cNO), que permaneceram cNO no final do
tratamento neoadjuvante e que foram submetidas & SNB com a identificacdo de pelo menos
um linfonodo axilar, independente do método de esvaziamento axilar dirigido. Grupo 2 =
(n=222; 32,3%) mulheres portadoras de cancer de mama com doenca clinica mamaria
estagio 1-3 (cT1-3) e com doenca axilar (cCN+) comprovada com exames de imagem ou
puncéo aspirativa com agulha fina (PAAF), que se tornaram cNO no final do tratamento
neoadjuvante e que foram submetidas a SNB com a identificacdo de pelo menos um

linfonodo axilar, independente do método de esvaziamento axilar dirigido. Posteriormente
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foram analisados os desfechos destes dois grupos. #cT1-3 = Doeng¢a mamaria clinica de
acordo com a classificagdo TNM - American Joint Committee on Cancer (AJCC), 8th edition.
*¢NO = Axila sem evidéncia de doenca, clinicamente negativa, de acordo com a
classificacdo TNM - American Joint Committee on Cancer (AJCC), 8th edition. **cN1/2 =
Acometimento axilar clinico de acordo com a classificacdo TNM - American Joint Committee
on Cancer (AJCC), 8th edition. **pés-QT neo = pds-quimioterapia neoadjuvante. #*SBN =

biépsia do linfonodo sentinela.
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3. JUSTIFICATIVA

A SNB provou ser um método confiavel no contexto da cirurgia axilar minimamente
invasiva e varios estudos de seguimento demostraram que é seguro evitar o AD no cancer
de mama em pacientes com linfonodo sentinela negativo (22). Atualmente tem suas
indicacdes ampliadas na pratica cirdrgica e sua importancia deve-se ao fato de que a
metastase linfonodal € um dos fatores de maior importancia prognostica no cancer de

mama (28, 29).

Apés o estudo ACOSOG Z0011, publicado por Giuliano et al., a estratégia de abster-
se do AD em casos positivos para SN ganhou mais defensores. Além disso, dois grandes
estudos europeus, AMAROS e OTOASOR, demonstraram que o AD pode ser substituido
com seguranca pela RT em pacientes com axila positiva. Esses ensaios randomizaram
pacientes linfonodo positivos para serem submetidos ao AD ou para RT axilar e
evidenciaram taxas de sobrevida global e recorréncia similares, com diminuicdo
significativa das taxas de linfedema do braco para aquelas pacientes que receberam

apenas radioterapia axilar (24, 30).

A maior vantagem da abordagem com SNB € a diminuicdo na frequéncia e gravidade
das morbidades no membro superior homolateral, uma vez que diminuem de forma
significativa os efeitos colaterais relacionados a remocéo dos linfonodos (8, 31-33).
Inicialmente era considerado altamente controverso a indicacdo da SNB para mulheres
submetidas ao tratamento neoadjuvante por apresentarem grandes massas tumorais e
frequentemente axila negativa. Diante desses questionamentos, a seguranca da SNB apo6s
a terapia neoadjuvante passou a ser investigada e a sua confiabilidade vem sendo bem
documentada. As taxas de deteccdo diferiram, entretanto, entre o0s pacientes que
apresentavam linfonodo positivo antes da NAT (90,8-93; 7%) e aqueles com linfonodos

inicialmente negativos (98-99; 1%) (5, 9).
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Outra questao crucial considerada é a taxa de falso-negativo associada a SNB apos
NAT (4, 8, 19, 34). Atualmente, sabe-se que mesmo com FNR em torno de 10%, a SNB em
pacientes cN+ que se tornaram cNO apos terapia neoadjuvante pode ser considerada, ja
gue estas taxas nao estdo associadas a piores desfechos (8, 19, 20, 32, 35-37), como
sugerido por Galimberti et al., que em seu estudo preliminar demonstrou ser esta conduta

factivel (38).

A SNB é, portanto, um meétodo preciso e seguro para avaliar comprometimento
linfonodal, sendo uma alternativa segura ao AD, com menos efeitos colaterais, além de
auxiliar no estadiamento do cancer inicial de mama (39). Mantém expectativa de bom
prognostico e influencia as taxas de sobrevida livre de doenca, recidiva axilar e sobrevida

global (2, 6) .

3.1 Utilizacdo da SNB ap0s tratamento neoadjuvante de cancer de mama primario e as

taxas de falso-negativos.

Com relagdo as FNR, conforme o estudo National Surgical Adjuvant Breast and
Bowel Project (NSABP) B-27, de 343 pacientes que foram submetidas a SNB e AD, 0os SNs
foram positivos em 125 (36,4%) pacientes e, destas, 70 (56%) foram os Unicos linfonodos
positivos encontrados. Das 218 pacientes com SNs negativos a taxa de falso-negativo foi
de 10,7% (32). Estes resultados sdo comparaveis aos obtidos a partir de estudos
multicéntricos que avaliaram a SNB previamente a terapia sistémica e sugeriram que o
conceito de SN era aplicavel apés terapia neoadjuvante (8, 19). No entanto, Takahashi et
al. que avaliaram 96 pacientes com cancer de mama estagios Il e Ill, encontraram taxas
de falso-negativo superiores (24,5%). Neste mesmo estudo, a FNR aumentou para 27,3%
no grupo de 46 pacientes que apresentaram estadiamento linfonodal clinicamente positivo

anterior ao tratamento neoadjuvante (cN1/2) e que se tornaram cNO apos a terapia (36).
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Vale ressaltar, entretanto, que outros estudos ndo relataram taxas de falso-negativos
elevadas para SNB ap0s tratamento neoadjuvante sistémico. Newman et al. avaliaram 54
pacientes com axila positiva confirmada por puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF).
Todas as pacientes receberam quimioterapia neoadjuvante e posteriormente foram
submetidas a SNB, seguida de AD. A taxa de identificacdo do linfonodo sentinela foi de
98%, e nos 17 casos (32%) em que o linfonodo sentinela foi negativo, ndo havia doenca
residual na axila (40). Canavese et al. analisaram 64 pacientes que apresentavam SN
clinicamente positivo anterior a NAT. Estas pacientes foram submetidas a SNB seguido de
AD e foi observado uma alta taxa de identificacdo do SN (n=64; 93,8%) e uma taxa de 38%
(n=23) de SNs negativos. Destes 23 casos em que o linfonodo sentinela era negativo, duas
pacientes apresentaram metastases em outros linfonodos ndo sentinela (FNR de 8,7%)

(41).

O trial SENTinel NeoAdjuvant (SENTINA, 2013), estudo prospectivo que analisou o
momento da realizacdo da SNB em pacientes candidatas a quimioterapia neoadjuvante,
demonstrou, no braco C do estudo (grupo de mulheres com axila cN1/2 que evoluiu para
cNO apds quimioterapia e que foi submetido a SNB seguida de AD), taxas de deteccéo do
SN de 80% e FNR de 14,2%. Os autores observaram uma maior FNR e uma menor taxa
de identificacdo do linfonodo sentinela quando comparadas as pacientes submetidas a
cirurgia primaria (8). O estudo ainda demonstrou ndo ser uma boa opcao clinica a
realizacdo de uma segunda SNB ap6s a NAT nas pacientes com diagndstico histolégico
comprovado de metéstase linfonodal anteriormente ao tratamento sistémico (taxa de
identificagdo do SN de 61% e FNR de 52%). Os autores apontaram algumas davidas
relacionados a SNB prévia a quimioterapia neoadjuvante, como: o procedimento ndo
influencia na escolha do tratamento sistémico neoadjuvante; a resposta linfonodal axilar

nao € necessaria para a escolha do tratamento adjuvante; no grupo de pacientes que
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tiveram alguma resposta axilar apos a quimioterapia prévia, o AD foi contraindicado quando
a SNB foi positiva além de protelar o inicio da quimioterapia por terem sido as pacientes

submetidas a dois procedimentos cirurgicos (8).

Assim como o0 SENTINA, o estudo multicéntrico prospectivo ACOSOG Z1071, que teve
como objetivo principal determinar a taxa de falso-negativo da SNB em pacientes com
doenca linfonodal clinicamente positiva e que foram submetidas a quimioterapia
neoadjuvante, demonstrou uma FNR de 12,6% entre as mulheres com cancer de mama
cN1 que receberam quimioterapia neoadjuvante que tiveram dois ou mais SN examinados,
0 que excedeu o limite pré-especificado de 10%. Este limite foi considerado aceitavel com
base em estudos da SNB que demonstraram FNR de 10% a 12% apos NAT em pacientes
com doenca cNO. As taxas de deteccdo de pelo menos um SN foram de 92,9% nas 651
pacientes com doenca cN1 e 89,5% nas 38 pacientes com doenca cN2. O estudo analisou
pacientes com status axilar cNO e cN1/2 e um critério de elegibilidade interessante foi a
necessidade de identificar dois ou mais linfonodos sentinela durante o procedimento

cirargico (19).

Os autores do ACOSOG Z1071 pré-especificaram uma FNR aceitavel de até 10%,
baseados na metanalise de Xing et al. que demonstrou taxa de falso-negativo entre 10% e
12% em casos de pacientes submetidas a quimioterapia neoadjuvante e que inicialmente
ndo tinham envolvimento clinico linfonodal (21). Outra critica ao estudo de Boughey et al.
foi que o significado clinico das altas taxas de falso-negativos foi duvidoso, uma vez que na
analise destas taxas nao foi considerado o percentual de resposta patoldégica completa na
mama. Além disso, mesmo que o falso-negativo seja maior que 10%, isso nao iria
corresponder a uma alta taxa de doenca axilar evidente (21). Apesar dos resultados do

ACOSOG 71071, a SNB ap0s quimioterapia neoadjuvante pode ser indicada em pacientes
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inicialmente cN1/2, uma vez que em pelo menos um terco dos casos a axila pode se tornar

negativa e o AD evitado (1, 13, 17, 18).

Em 2015 a acuracia da SNB em pacientes cN+ foi avaliada em uma revisao
sistematica da literatura com 8 diferentes estudos que incluiam pacientes cN+ prévio a
terapia neoadjuvante. Os autores encontraram taxas de identificacdo do SN e de FNR de
92,3% e 15,1%, respectivamente (5). Em uma recente metanalise de Simons et al., foram
analisadas 2217 pacientes e da mesma forma, foram demonstradas taxas de identificacao

do SN e de FNR de 89% e 17%, respectivamente (42).

Com o objetivo de diminuir ainda mais as FNR e a confiabilidade do estadiamento
axilar em pacientes com linfonodos clinicamente positivos previamente a quimioterapia
neoadjuvante, foi introduzido o esvaziamento axilar dirigido (TAD), definido como a
combinacdo de biopsia linfonodal direcionada [marcacdo do(s) linfonodo(s) positivo(s)
anteriormente ao inicio da NAT, seguido da remocéo cirargica dos linfonodos marcados
apos o término da NAT e SNB]. Os métodos de localizacdo incluem a colocacao de clipes
de titAnio, sementes radioativas ou magnéticas ou particulas de carbono, que geralmente
sdo inseridas ou injetadas no linfonodo positivo comprovado por biépsia anteriormente ao
inicio da terapia (13, 15). O método demostrou vantagens e desvantagens. As sementes
radioativas, por exemplo, ndo podem ser utilizadas em todos os paises devido a
regulamentos de irradiacdo, e quanto aos clipes, esses podem migrar e com iSso podem
nao ser detectados apds a terapia. Em alguns centros vem sendo aplicado um segundo
método de localizagcdo, como a insercdo de um fio guiado por ultrassom, que tem
melhorado as FNR. As consequéncias oncolégicas dos diferentes métodos de
estadiamento axilar (biépsia SN versus biopsia guiada), no entanto, ainda nao séo claras

(13, 15).
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Mittendorf et al. (2014), em seu estudo, empregaram o método de colocacdo de um
clip metalico no cN+ previamente a quimioterapia. Apos o término do NAT o SN demarcado
com o clip era localizado através de um fio ou semente radioativa, o qual era
posterirormente removido durante a SNB, assim como todos os demais linfonodos sentinela
identificados. Os autores sugeriram que este procedimento poderia contribuir para reduzir
as FNR, resultado que também foi demonstrado por outros autores (13-15, 35). A [18F]-2-
fluoro-2-deoxy-D-glucose positron emission tomography (FDG PET) é um método que vem
sendo analisado no ambito da neoadjuvancia. O estudo italiano conduzido por Gilardi et al.
avaliou se o ®F-FDG-PET poderia facilitar a selecéo de pacientes com cancer de mama
gue deveriam ou nado ser submetidas a SNB ap0s terapia neoadjuvante (43). A alta
especificidade do exame FDG-PET para axila positiva, sugeriu que este grupo de
pacientes, deveriam ser submetidas ao AD. Entretanto a baixa sensibilidade na deteccéo
de metastases em linfonodos axilares torna a SNB obrigatéria em casos de axila negativa

ao exame.

Os estudos apresentados sugerem que a SNB pode ser viavel em pacientes cN1/2 com
status axilar cNO apés o tratamento neoadjuvante. Nos proximos anos, no entanto, serao
publicados os resultados de varios testes de validacdo como o RISAS Trial (holandés) que
avalia a combinacéo de localizacéo radioativa com sementes de iodo e SNB em pacientes
com linfonodos positivos que recebem NAT (44); SENTA Trial (grupo aleméao) (45) e o
Estudo GANEA (francés) que avalia a colocacdo de clipes e a marcacdo de carbono
considerando o TAD (46), além do papel da RT no contexto de doenca residual axilar apos

NAT(25, 26) .
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3.2 Papel da radioterapia axilar no contexto da NAT

A administracdo de radioterapia locorregional adjuvante (RT) apos NAT, seja na
parede toracica apds mastectomia ou na mama apos cirurgia conservadora, geralmente &
baseada no estagio clinico inicial e no estadio patologico final (47). No entanto, a
necessidade de RT em pacientes com status axilar cN1/2 que negativou (cNO) ap0s terapia

ainda vem sendo discutida, incluindo especialmente os casos com pCR (48).

Além disso, a extensdo da RT né&o esta clara. Os estudos ainda ndo confirmam se deve
compreender o nivel axilar | quando apenas o SNB é realizado. A falta de evidéncias gerou
abordagens de RT heterogéneas que sdo espelhadas nos recentes ensaios neoadjuvantes
B-40/B-41 do National Surgical Adju-Vant Breast and Bowel Project (NSABP) (49, 50), onde

a RT para as regides nodais foi deixada a critério do médico.

A decisdo sobre o tipo de RT, é muitas vezes sugerida pelos médicos radiologistas
especialistas em oncologia que tratam individualmente alguns casos e, em grande parte
das situacdes, a influéncia dos ensaios clinicos de céancer de mama no cenario
neoadjuvante como o NSABP B-18 e B-27 (32, 51) que ndo permitem a RT apos
mastectomia ou RT locorregional apos quadrantectomia, desempenha um papel importante
na manutencdo de uma abordagem divisionista. Além disso, existem algumas
preocupacdes em relacdo a extrapolacdo do beneficio da RT no contexto da terapia

adjuvante(52).

A auséncia de fortes evidéncias contribui para algum grau de incerteza na prescricao
da RT apdés NAT. Em 2008, o National Cancer Institute afirmou que a radioterapia pés-

mastectomia (PMRT) deve ser considerada para o estagio clinico Ill e linfonodos residuais
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positivos (47). No entanto, uma pesquisa em 2013 revelou atitudes heterogéneas em

relacdo a RT, especialmente para cancer de mama em estagio clinico | e Il (53).

Certamente a RT vem sendo estudada como uma alternativa a AD principalmente no
grupo de pacientes submetidas a NAT, com axila clinicamente positiva (CN1/2) que

negativam (cNO) apos a terapia.
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4. HIPOTESES

4.1 Hipotese nula:

A SNB nao € viavel em pacientes cN1/2 que se tornam cNO apés TN. O estadiamento
axilar ndo interfere no prognostico, recidiva axilar, sobrevida global e sobrevida livre de

doenca.

4.2 Hipotese alternativa:

A SNB é viavel em pacientes cN1/N2 que se tornam cNO apds NAT. O estadiamento
axilar interfere no prognéstico e influencia as taxas de sobrevida livre de doenca, recidiva

axilar e sobrevida global.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo principal:
e Verificar a presenca de recidiva axilar em mulheres com axila clinicamente positiva

(cN+) prévio a NAT e que foram submetidas a SNB.

5.2 Objetivos secundarios:

e Avaliar o fator prognostico do SNB (estadiamento axilar) e desfechos de sobrevida
em pacientes com cancer de mama submetidas a NAT e posterior tratamento
cirargico.

e |dentificar a viabilidade da SNB no grupo de mulheres com axila clinicamente positiva
(cN+) prévio a NAT e que foram submetidas a SNB.

e Avaliar a resposta patolégica mamaria e axilar posterior a NAT no grupo de pacientes

submetidas a cirurgia mamaria e axilar.
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6. METODOS

6.1 Delineamento

Trata-se de um estudo de coorte retrospectivo seguindo a diretriz Reporting of

Observational Studies in Epidemiology (STROBE).

A analise inicial, aprovada pelo Comité cientifico do Instituto Europeu de Oncologia
(IEO) de Mildo, teve como base o banco de dados de 688 pacientes da instituicéo,
selecionadas no periodo de 2000-2015, que tiveram diagnostico de cancer de mama e

foram submetidas a tratamento neoadjuvante prévio ao tratamento cirdrgico.

6.2 Critérios de inclusao

As patrticipantes apresentavam doenca clinica mamaria estagio 1-3 (cT1-3) sem doenca
axilar (cNO) ou com doenca axilar (cN+), que se tornaram ou permaneceram cNO no final
do tratamento neoadjuvante e, que foram submetidas a SNB com pelo menos um linfonodo
axilar encontrado. O estadiamento clinico foi classificado de acordo com o Sistema
proposto pelo American Joint Committee on Cancer (AJCC). Neste sistema define-se como
T (tumor), o N (situacao ganglionar) e o M (metastases). As defini¢cdes para a classificacao
do tumor primario sdo as mesmas para a classificacdo clinica e para a classificacdo

patolégica. Criam-se ainda os estagios agrupando o TNM. (Anexo 1)

A extensdo do tumor foi avaliada com os exames de imagem como ultrassonografia
(US), mamografia e ressonancia magnética (RMN) na maioria dos casos. O status axilar foi
avaliado através do exame clinico e US. Em casos de SN suspeito, a PAAF ou PET-CT
foram realizados. O linfonodo comprovadamente positivo ndo foi marcado em nenhum dos

casos.
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6.3 Critérios de exclusdo

Mulheres com diagnéstico de cancer de mama previamente submetidas ao
estadiamento TNM que apresentavam doenca metastatica comprovada por exame clinico
e por exames de imagem ou que apresentavam alguma contraindicacdo a quimioterapia
neoadjuvante. Foram excluidas também todas as pacientes que apresentavam doenca

mamaria clinica avancada (cT4).

6.4 Populacdo e amostra

Mulheres com diagnéstico de cancer de mama submetidas a tratamento neoadjuvante

(quimioterapia ou hormonioterapia) prévio ao tratamento cirargico, atendidas no IEO-Mil&o.

A andlise da amostra esta baseada na revisdo de 688 prontuarios de pacientes com
diagnostico de cancer de mama com doenca clinica estagio 1-3 (cT1-3) que receberam
guimioterapia ou terapia hormonal pré-operatéria. O banco de dados foi atualizado e
complementado, com o objetivo de avaliar recidivas e sobrevida em 5 e 10 anos apés o
diagnodstico. Estas pacientes foram divididas em 2 grupos: Grupo 1 — (n=466; 67,7%)
mulheres portadoras de cancer de mama, sem doenca axilar (cNO), que permaneceram
cNO no final do tratamento neoadjuvante e que foram submetidas a SNB com a identificacéo
de pelo menos um linfonodo axilar, independente do método de TAD e; Grupo 2 — (n=222;
32,3%) mulheres portadoras de cancer de mama com doenca axilar (cCN+), que se tornaram
cNO no final do tratamento neoadjuvante e que foram submetidas a SNB com a identificacéo
de pelo menos um linfonodo axilar, independente do método de TAD. O esvaziamento axilar
nao foi realizado quando o anatomopatoldgico transoperatério do linfonodo sentinela era
negativo para metastases. A SNB foi executada empregando a técnica padrdao com coloide

marcado com tecnécio.
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6.4.1 Instrumentos e procedimentos de coleta de dados

A identificacdo das pacientes submetidas a NAT previamente ao tratamento cirdrgico
da mama e axila, no periodo de 2000-2015, se deu através do banco de dados do IEO-
Mildo e a coleta de todas informacdes necessarias foi realizada a partir dos prontuarios

eletrbnicos das pacientes selecionadas. Apendicel

ApoOs a coleta de dados inicial, nas situacdes em que a paciente ndo apresentava
consulta recente, ou seja nos ultimos 6 meses, foi realizado contato com aquelas que se
enquadravam no perfil de elegibilidade da pesquisa para a aplicacdo de questionario que
incluia a presenca ou nao de recidivas, complicacdes da doenca e o estado atual da saude

da paciente.

6.5 Analise estatistica e calculo do tamanho da amostra

As caracteristicas clinicas e patolégicas da amostra foram relatadas por meio de
estatistica descritiva: frequéncias absolutas e percentuais para variaveis categorica;
mediana e intervalo interquartil para variaveis continuas. O teste do qui-quadrado foi

utilizado para comparar os dados categoricos.

Os desfechos avaliados foram a sobrevida global (OS), sobrevida livre de doenca a
distancia (DDFS), recidiva local (LR), recidiva axilar (AR) e metastases a distancia. A OS
foi definida como o tempo livre de doenca desde a cirurgia até a morte (por qualquer causa).
A DDFS foi definida como o tempo livre de doenca desde a cirurgia até a recorréncia
distante ou morte (por qualguer causa). A incidéncia cumulativa de RA, RL e metastases a

distancia foram definidas como o tempo desde a cirurgia até a data da recorréncia.

A DDFS e a OS foram estimadas com o método Kaplan-Meier e a classificacdo de Log

rank foi utilizada para avaliar as diferencas entre os grupos. A incidéncia cumulativa de
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eventos locais, axilares e distantes foi estimada de acordo com os meétodos descritos por
Kalbfleisch e Prentice (54) levando em consideracdo as causas concorrentes de

recorréncia. O teste de Gray foi utilizado para avaliar as diferencas entre os grupos (55).

Modelos de Cox foram empregados para avaliar a influéncia das caracteristicas dos
pacientes e dos tumores na sobrevida livre de doenca a distancia. Apenas os fatores
significativamente associados ao desfecho na analise univariavel foram incluidos nos
modelos multivariados. As analises univariadas e multivariadas foram realizadas em todos
0S pacientes e separadamente para os pacientes cNO e cN1/2 antes da terapia
neoadjuvante. Em todas as andlises, o nivel de significancia utilizado foi estabelecido em

5%, com intervalo de confianca de 95%.

O calculo do tamanho da amostra foi realizado no programa WIinPEPI (Programs for
Epidemiologists for Windows) verséo 11.63, baseado no estudo de Galimberti et al. (2016)
ANEXO 2. Considerando a propor¢ao das participantes iniciais do estudo original (2010)
gue permaneceram cNO (n=249, 63%) e cN1/2 que se tornaram cNO (n=147, 37%) apods
tratamento neoadjuvante, com um poder amostral de 90%, uma diferenca aceitavel de
significancia de 5% e uma estimativa de perda de follow-up de 20%, o tamanho amostral
final necessério foi de 223 mulheres (140 no grupo cNO apos tratamento neoadjuvante e 83
no grupo inicialmente cN1/2 que se tornaram cNO apds tratamento neoadjuvante).

Todas as andlises foram realizadas com software SAS v. 9.4 (SAS Institute, Cary, NC).

6.6 Variaveis estudadas

Terapia neoadjuvante: as mulheres foram analisadas conforme a TN proposta no IEO-
Mildo, sendo que o regime quimioterapico esteve associado as caracteristicas de
estadiamento e do tumor. Para tumores com expressdo de receptores hormonais, a
hormonioterapia neoadjuvante foi associada. J& na doenga que super expressou a proteina

HER2, o Trastuzumabe (anticorpo monoclonal utilizado no tratamento oncolégico do cancer
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de mama avancado, cujo nome comercial é Herceptin) foi empregado como aliado a

neoadjuvancia.

Tratamento local e sistémico: as mulheres participantes do estudo foram submetidas ao
tratamento cirargico (mamario e axilar) realizado entre 4 e 5 semanas apos o final do
tratamento neoadjuvante e aquelas submetidas a cirurgia conservadora da mama foram
encaminhadas a radioterapia complementar. Nos casos de doenca triplo negativo residual
ou doenca HER2+ foi proposto terapia medicamentosa adjuvante que incluiu Trastuzumabe
por um ano associado ou ndo a quimioterapia metronémica, conforme protocolos do IEO
no periodo compreendido da pesquisa. A SNB p6s NAT foi realizada pela técnica padrao-
ouro com injecdo tecnécio e subsequente linfocintilografia no dia anterior a cirurgia. Um
marcador cutaneo indicava a localizacdo do linfonodo marcado. No intraoperatorio os
linfonodos sentinela foram detectados utilizando um aparelho portatil composto de sonda
de deteccdo e sistema de registro digital da radiacdo gama (PROBE) e, a seguir 0s
linfonodos identificados eram removidos e examinados no intraoperatorio. Se linfonodo
positivo para doenca metastatica, a participante era submetida ao EA.

A revisao dos prontuarios permitiu identificar outras variaveis como:

e Subtipos tumorais tais como luminal A, Luminal B, HER2, Triplo-negativo;

e Caracteristicas patolégicas tumorais pré e pés-operatdrias tais como caracteristicas
do receptor de estrogénio, receptor de progesterona e Ki67;

e Tipos de procedimentos cirargicos tais como quadrantectomia e mastectomia;

e Status menopausal conforme Straw+10 (Harlow et al, 2012);

e Grau tumoral —graus 1, 2 ou 3.
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7. RESULTADOS PRELIMINARES

Os resultados preliminares foram discutidos no artigo Sentinel node biopsy after
neoadjuvant treatment in breast cancer : Five —year follow-up of patients with clinically node-
negative or node-positive disease before treatment EJSO 2016.Galimberti V, Ribeiro
Fontana SK, Maisonneuve P, Steccanella F, Vento AR, Intra M, et al. Sentinel node biopsy
after neoadjuvant treatment in breast cancer: Five-year follow-up of patients with clinically
node-negative or node-positive disease before treatment. Eur J Surg Oncol.

2016;42(3):361-8.
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10.CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

10.1 Consideracdes finais

Nas ultimas décadas, a bidpsia do linfonodo sentinela foi estabelecida como padréo de
técnica cirurgica axilar oferecida a pacientes com diagnostico de cancer de mama e
linfonodos clinicamente negativos previamente a NAT. Entretanto, em pacientes cN+ a SNB
ainda é um tema controverso que nao apresenta dados suficientes na literatura que

comprovem sua indicacao, principalmente devido as altas taxas de falso-negativos.

Na atualidade ainda nédo esta consolidado se a FNR associada a SNB pos NAT significa
ou néo recidiva axilar. Sabemos que as técnicas de individualizacdo do linfonodo ou até
mesmo o uso de duplo marcador no momento da biépsia podem colaborar para diminui¢ao
das FNR (15). Contudo, séo técnicas que estdo sendo adaptadas e a resposta patoldgica
completa mamaria ainda € considerada o principal fator progndéstico no grupo de pacientes

gue apresentam linfonodo comprometido prévio a terapia neoadjuvante.

O diferencial deste estudo é que, com o uso somente do radiofarmaco para a marcagao
do SN e sem uso TAD, o percentual de FNR néo esteve relacionado a piores desfechos.
Desta forma podemos considerar factivel a SNB ap0s terapia neoadjuvante em pacientes
cN+ que se tornaram cNO. Sabemos que o estadiamento axilar mantém a expectativa de
bom progndéstico e, como ja demonstrado na literatura, a remocao dos linfonodos axilares
em pacientes com cancer de mama pode néo trazer beneficio na sobrevivéncia e nem

influenciar o controle local da doenca (56) .

Em relacdo & RT, as pacientes incluidas na presente série foram tratadas de forma
diferenciada independentemente do estagio clinico e patologico, fragmentando a populacao
do estudo em pequenos subgrupos o que impossibilitou qualquer estatistica relevante sobre

0 papel da RT no loco-regional. Esta série cobre um longo periodo de tempo, de 2000 a
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2015, durante o qual as indicacdes para RT no IEO-Mildo mudaram consideravelmente. Na
primeira parte da série atual, foi adotada uma abordagem mais conservadora. Além disso
o baixo indice de RT pGs mastectomia pode ser explicado pelo percentual elevado de casos

cN1 que correspondem a cerca de 90% da nossa amostra.

O gue se destacou na série atual foi a baixa taxa de recidiva axilar, independentemente
do quadro clinico nodal. Curiosamente, as recidivas axilares ocorreram em pacientes sem
AD e a maioria dos casos que recidivaram (n=9/11) ndo tinham sido submetidas a RT nodal.
Neste grupo sem AD, a mediana de SN removidos foi de 1, em comparacao com a mediana
de 2 de toda a populacéo do estudo. Esse achado alimenta o debate sobre o nimero ideal
de linfonodos sentinela para representar o estado da axila e pode sugerir a necessidade de

RT adicional quando apenas um SN é retirado ap0s a terapia neoadjuvante.

Portanto, se mesmo ap0s a terapia neoadjuvante tivermos doenca residual, o
tratamento adjuvante, incluindo a radioterapia axilar, ainda € a opcdo para melhorar a
sobrevida em pacientes HER2 positivos e que foram submetidas a NAT (57, 58). As
analises de subgrupo das coortes NSABP-B51/RTOG 1304 e ALLIANCE A011202
certamente contribuirdo neste contexto (25, 26). Ainda permanece incerta a conduta
cirdrgica nos casos de baixo volume de doenca residual, como células tumorais isoladas
(ypNOi+; <0,2mm) e doenca micrometastatica (ypN1mi; 0,2—2,0mm) apos TN, porque existe
a probabilidade de ndo se encontrar mais doenca apos o EA (59). Além disso, ndo temos
evidéncias suficientes no contexto pos-NAT para traduzir os resultados da literatura

referidos a doenca residual em casos de pacientes submetidas a cirurgia primaria.
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10.2 Perspectivas

O estudo reitera que atualmente o tratamento cirdrgico mamario é caracterizado por
procedimentos com a maxima eficacia e minima morbidade. O SNB confirma a evolucéo
da abordagem cirargica axilar e, provavelmente, em futuro proximo, o AD sera reservado a
casos selecionados, isto porque, além de estar relacionada a maiores custos e importantes
complicacbes, como comorbidades frequentemente progressivas e irreversiveis que
limitam a qualidade de vida das pacientes, ele nédo interfere nas taxas de recidiva local e
consequentemente na sobrevida global destas mulheres. Estudos clinicos em andamento,
propde uma abordagem revolucionaria em pacientes submetidas a NAT, o que pode
diminuir ainda mais e talvez eliminar a necessidade de cirurgia, tanto na mama quanto na

axila nos casos de pCR (60, 61).

Especificamente, no grupo de pacientes que nao foi submetido ao EA, a adi¢cdo de RT
produziu uma diminuicao estatisticamente significativa na taxa de AR, independentemente
do estado clinico linfonodal. Essas observacées podem representar um bom argumento a
favor da RT axilar, cujo papel como substituto do AD esta atualmente sendo abordado no

contexto de ensaios clinicos randomizados (25, 26) .

Por receio de toxicidade excessiva, muitos especialistas em radioterapia oncolégica
estdo evitando a irradiacao direta do nivel 1, cuja cobertura é alcancada com a contribuicédo
da dose dos campos tangenciais e da fossa infra/supraclavicular. Esta abordagem é
recomendada pelo estudo Senomac (NCT02240472), estudo multicéntrico em andamento
no Instituto Europeu de Oncologia, que visa investigar o papel do SN como o Unico
substituto da AD (62). Por outro lado, outros estudos em andamento (ALLIANCE A011202
/NCT01901094, NSABP B-51 / RTOG 1304 NCT01872975, RAPCHEM NCT01279304,)
estdo analisando o papel da RT loco-regional como alternativa ao AD além da incluséo do

nivel | nos campos de radiagéo (25, 26, 63).
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ANEXO 1
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Abstract

Introduction

In patients with positive lymph nodes (cN+) prior to neoadjuvant treatment (NAT), which
convert to a clinically negative axilla (cNO) after treatment, the use of sentinel node biopsy
(SNB) is still debatable, since the false-negative rate (FNR) is significantly high (12.6-
14.2%). The objective of this retrospective mono-institutional study, with a long follow-up,
aimed to evaluate the outcome in patients undergoing NAT who remained or converted to
cNO and received SNB independent of target axillary dissection (TAD) or the removal of at

least 3 sentinel nodes (SNs).

Methods

This study analyzed 688 consecutive cT1-3, cNO/1/2 patients, operated at the European
Institute of Oncology, Milan, from 2000 to 2015 who became or remained cNO after NAT
and underwent SNB with a least one SN found. Axillary dissection (AD) was not performed

if the SN was negative. Nodal radiotherapy (RT) was not mandatory.

Results

Axillary failure occurred in 1.8% of the initially cN1/2 patients and in 1.5% of the initially cNO
patients. After a median follow-up of 9.2 years (IQR 5.3-12.3), the 5- and 10-year overall
survival (OS) were 91.3% (95% ClI, 88.8-93.2) and 81.0% (95% CI, 77.2-84.2) in the whole
cohort, 92.0% (95% CI, 89.0-94.2) and 81.5% (95% CI, 76.9-85.2) in those initially cNO,

89.8% (95% Cl, 85.0-93.2) and 80.1% (95% ClI, 72.8-85.7) in those initially cN1/2.
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Conclusion

The 10-year follow-up confirmed our preliminary data that the use of standard SNB is
acceptable in cN1/2 patients who become cNO after NAT and will not translate into a worse

outcome.
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Introduction

The increased use of neoadjuvant therapy (NAT) has made it possible to reduce the
extent of both breast and axillary lymph nodes surgery (1, 2). While assessment of tumour
response in the breast is widely standardized with breast conservative surgery (BCS) (3)
the use of sentinel node biopsy (SNB) remains debatable in the axillary surgery setting. It
was highly controversial whether it should be performed in candidates for NAT, as the

primary chemotherapy could potentially modify lymphatic drainage patterns (4, 5).

Nowadays SNB after NAT in patients with negative lymph nodes (cNO) prior to NAT
is the standard treatment for axilla staging in light of studies demonstrating high SNB
identification rates and false negative rates (FNR) around 10% (6-8) comparable to the
results of the NSABP B-32 trial (9). In accordance with these studies, the NCCN 2020
guidelines suggest that for women with breast cancer (BC) with no evidence of axillary
metastasis before treatment, SNB following NAT is considered acceptable because the FNR
is similar to those found in patients who underwent SNB prior to chemotherapy (10). NAT is

becoming increasingly widespread, especially in cases with axillary involvement (1, 7, 8).

Similar studies demonstrated that in at least 1/3 of the pre-treated cases, the axilla
converts to node-negative; others suggested that a pathologic complete response (pCR)

rate can be seen in the axilla in 12-65% of patients, depending on tumour subtype (11, 12).

The prospective 21071 trial (13), which enrolled patients with cN+ disease scheduled
for NAT, found that in those with cN+ who became cNO the FNR was 12.6%. The same
issue was explored in the prospective multicentric four-arm SENTINA trial published in 2013
(4). In the arm C, the group cN1 who converted into cNO after NAT and received SNB, the
FNR was 14.2%. These trials evaluating SNB after NAT discussed FNR but did not consider

prognosis.
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In 2015, the accuracy of SNB in cN+ patients was evaluated in a systematic review
that included 8 different studies with pathologically proven cN+ patients: authors reported
an overall FNR of 15.1% and showed a pooled identification rate (IR) of 92.3% (12). The
recent meta-analysis by Simons J.M. et al. analyzed 2217 patients and demonstrated an IR
and FNR respectively of 89% and 17% (14). In addition, these studies demonstrated that
the FNR was low when 3 or more SNs were found and in cases where targeted axillary
dissection (TAD) was inserted. Overall FNR was 8% with removal of at least 3 SLNs and

22% with removal of <3 SLN(s).

According to these results, the 16th St. Gallen International Breast Cancer
Conference (15) expert panel and several guidelines (10) established that for a cN+ axillary
node patient who downstaged the cNO status following NAT, SNB is acceptable providing
that three or more sentinel nodes were negative using dual trace. To lower the FNR, TAD
has been proposed in addition to two tracers. This method includes the placement of
titanium clips, radioactive seeds, carbon particles or magnetic seeds and has been

implemented in a number of international guidelines (14, 16-18).

However, we believe that all this effort to reduce the FNR does not have clinical
prognostic significance as has been demonstrated in the literature in different randomized
trials with long term follow-up (19-21), where axillary failure rates in the SNB arms were less
than 2% with no statistically significant differences in overall survival (OS) and disease-free
survival (DFS). In fact, we have already demonstrated that the oncological impact of FNR in
the neoadjuvant setting does not affect OS and DFS rates in cN1/2 patients undergoing NAT

who remain or convert to ypNO (22).

The aim of this large retrospective mono-institutional study, with a long follow-up, is

to evaluate the rate of axillary recurrence (AR), distant disease-free survival (DDFS) and
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OS in patients undergoing NAT who initially presented with cNO or cN1/2 and remained or

converted to ypNO and received SNB, independent of TAD or the removal of at least 3 SNs.

Material and methods

Data were collected retrospectively from the database of the European Institute of
Oncology (IEO). This study analyzed 688 consecutive cT1-3, cN0/1/2 patients, from 2000
to 2015 with primary BC, aged over 18 years scheduled for NAT and succeeding surgery.
The exclusion criteria were: patients with clinical evidence of distant metastases, with
previous or concomitant malignancy, cT4 breast cancer and medical contraindication for
NAT. Written informed consent was given, including pathology material consent. Use of

anonymized data was approved by the Institute’s Review Board.
Before NAT

All women underwent core biopsy for complete histopathological assessment.
Tumour extension was evaluated with ultrasound (US) + mammography and magnetic
resonance (MRI) in most cases. Axillary status was evaluated by clinical examination and
US (mandatory). In cases of suspicious lymph node (LN), either fine needle aspiration
(FNAC) or positron emission tomography-computed tomography (PET-CT) were performed
to assess the presence of metastasis, based on Gilardi’'s study (23). Analyzing our
population of patients with a clinically positive axilla, in 113 patients LN involvement was

confirmed by FNAC and in 109 patients by PET-CT.
NAT treatment

NAT regimens were decided according to the biology of the tumour. Many patients

entered ongoing clinical trials in our Institute.
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After NAT

Clinical and imaging re-staging after NAT for response evaluation was mandatory.
Those initially evaluated by PET were reexamined with the same imaging technique. The
proven-positive LN was never tagged. In our protocol, surgery was performed within 30 days
of the last NAT cycle and preoperative lymphoscintigraphy, using only our standard
technique with *°Tc labeled radiocolloid (24), was performed the day before or the day of
surgery. Patients who became or remained cNO after NAT underwent SNB and in all cases
at least one sentinel node (SN) was found. Complete AD with the removal of three levels
was performed only if the SN was positive. Intraoperatively the SNs were detected using a
gamma probe and all SNs identified were removed and sent for complete intraoperative
frozen section examination using our technique with hematoxylin and eosin, and

immunohisto-chemical stain (IHC) only for suspicious cases (25).

The subsequent adjuvant systemic therapies were determined multidisciplinary.
Patients with hormone responsive tumours received hormone therapy for at least 5 years;
usually patients with HER2 positive disease received trastuzumab for one year, associated

in some specific cases with chemotherapy.

Patients with triple negative (TN) tumors with residual disease or who had received
suboptimal dose of neoadjuvant chemotherapy received adjuvant chemotherapy, many with
metronomic therapy with CM (cyclophosphamide + methotrexate) following the IEO protocol

of that period.

In addition to the breast or chest wall, adjuvant radiotherapy (RT) to the nodes, when
performed, involved some part of the axillary level Il, the whole axillary level Il and IV.
Axillary level | was never intentionally irradiated. Conventional fractionation was used in

most cases, while 3-week hypofractionation has been employed since 2012.
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The follow-up was retrieved from the inhouse database updated in December 2019.

If patients did not return for follow-up for more than 6 months, they were contacted.

Statistical Analysis

Clinical and pathological characteristics of the study sample were reported using
descriptive statistics: absolute frequencies and percentages for categorical variables,
median and interquartile range (IQR), or min-max range, for continuous variables. Chi-

square test was used to compare categorical data.

Endpoints evaluated were OS, DDFS, cumulative incidence of local recurrence (LR),
axillary recurrence (AR) and distant metastasis (DM). OS was defined as the time from
surgery until death (from any cause). DDFS was defined as the time from surgery until
distant recurrence or death (from any cause) (26). Cumulative incidence of AR, LR and DM

were defined as the time from surgery to a local, axillary or distant recurrence, respectively.

The OS and DDFS functions were estimated with the Kaplan-Meier method and the

log-rank was used to assess differences between groups.

The cumulative incidence of local, axillary and distant events was estimated
according to method described by Kalbfleisch and Prentice (27), taking into account the
competing causes of recurrence, and the Gray’s test was used to assess differences

between groups (28).

Cox models were used to assess the influence of patients and tumour characteristics
on DDFS and OS. Only factors significantly associated with the outcomes in the univariable
analysis, or otherwise considered clinically relevant, were included in the multivariable
models. Both univariable and multivariable analyses were performed on all patients, and

separately for cNO and cN1/2 patients prior NAT.
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All analyses were performed with SAS software v. 9.4 (SAS Institute, Cary, NC). All

reported p-values are two sided.

Results

The clinic-pathologic characteristics of patients, and treatments received according
to cN status prior NAT, are detailed in Table 1. Overall, 688 patients were included in the
study: 466 cNO who remained cNO after NAT and 222 cN1/2 who became cNO after NAT
(211 cN1 and 11 cN2). The median age was 47 years (IQR 40-55 years) in cNO patients
and 45 years (38-53 years) in cN1/2 patients. Most of the patients presented with clinical
T2/T3 tumours (92.3%). The proportion of loco-regional RT (including nodal drainage) was

specified in Table 1.

SN surgery

The median number of SNs removed with the use of radiolabelled colloid only was 2
in both arms. Less than 3 lymph nodes were removed in 77.7% and 74.3% of the cNO and
cN1/2 groups, respectively (p=0.117, Table 1). SN was negative in 65.5% of cNO patients

and in 55.4% of cN1/2 cases (Table 1, Figure 1 and 2).

Response to NAT

A pCR, defined as ypTx/is/0O and ypNO, was achieved in 23.0% of all cases.
Unexpectedly more cN1/2 cases (30.2%) had a pCR compared to cNO (19.5%) (p=0.002).
Also in HER2 positive and TN patients we observed a greater number of pCR (53.8%) in

those initially cN1/2 with respect to those initially cNO (37.5%) (Supplementary Table 1).
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cNO arm

Patterns of events

AD was performed in 80.7% cases with positive SN (Figure 1). In the remaining cases
AD was not performed (23 micrometastases and 8 ITC). After a median follow-up of 9.2
years (IQR 5.3-12.3), no AR was observed. Conversely, in the 305 cases with a negative
SN, 7 cases (2.3%) had a AR after a median of 1.9 years from surgery (min-max 0.6-7.2
years). At the last follow-up visit, 3 out of 7 patients with AR were alive without evidence of
disease (NED), 1 patient developed LR and following local treatment is NED, 2 patients
developed DM and are alive with disease. One patient died 5 years after surgery with

multiple metastases and 3 years from the appearance of AR.

cN1/2 arm

Patterns of events

Of the 222 patients who became cNO post NAT, 123 women (55.4%) had a negative
SN and only two patients (1.6%) developed AR after 3.6 and 5.5 years from surgery and
were alive without disease at the last follow-up. Of the 99 patients (44.6%) with a positive
SN, 90 (90.9%) underwent AD while 9 did not. Of these, 1 patient presented ITC and died
3.5 years after surgery, 7 patients had micrometastases and 1 patient had
macrometastases. Two out of the 7 cases with micrometastases developed AR after 1 year
and died after 1.2 and 2.3 years respectively. The only patient with macrometastases was
a very old woman (87 years) who underwent quadrantectomy plus SNB and died 9.5 years

after surgery (Figure 2).

In all cN1/2 cases AR occurred in only 4 patients (1.8%).
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Patterns of OS and DDFS

The 5- and 10-year OS and DDFS in the whole cohort and relative to the initial nodal
status are described in Table 2. No differences between cNO and cN1/2 groups were
observed in OS (p=0.384) and DDFS (p=0.344, Supplementary Figure 1).

Supplementary Figure 2 reported OS and DDFS according to cN status prior NAT
and AD at surgery. Irrespective of cN status, patients undergoing AD had a worse outcome
both in terms of OS and DDFS compared to patients without AD (log-rank test p-values
comparing patients without AD vs patients with AD are <0.001 for both OS and DDFS).

Patients with an excellent tumour response to NAT (ypTx/is/0), had better DDFS
compared to the ypT1/2/3 patients (p=0.002). The same pattern was observed both in the

subgroup cNO prior NAT and in the cN1/2 prior NAT (Supplementary Figure 3).

Univariable analysis on OS showed that factors associated with the outcome included
subtype at biopsy, ypT and ypN at surgery (Supplementary Table 3). At multivariable
analysis on OS (Table 4) also menopausal status and RT were considered clinically
relevant. Important independent predictors of death were all other subtypes compared to
luminal A subtype, ypT and ypN. Specifically, ypT2/3 patients had a double risk of death
compared to ypT1 (OS-HR=2.07, 95% CI 1.32-3.24, p=0.001) and ypN+ had from 2 to 5
times higher risk of death compared to ypNO (Table 4).

Univariable analysis on DDFS showed that factor associated with the outcome were
menopausal status, subtype at biopsy, RT, ypT and ypN at surgery (Supplementary Table
2). At multivariable analysis on DDFS (Supplementary Table 4), menopausal status retained
a statistical significance in the cN1/2 group (DDFS-HR=2.38, 95% CI 1.19-4.75, p=0.014),
all other subtypes were at higher risk of distant events compared to luminal A subtype. RT
and ypT were no longer statistically significant predictors of DDFS and ypN remained an

important predictor both overall (DDFS-HR ypN2/3=3.25, 95% CI 1.85-5.72, p<0.001) and
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in the cNO group (DDFS-HR ypN2/3=4.62, 95% CIl 2.17-9.84, p<0.001; Supplementary

Table 4).

Patterns of axillary relapse

No differences in the cumulative incidence of loco-regional events (local, axillary and
other regional, analyzed separately) were reported between cNO and cN1/2 patients (Table
3 and Supplementary Figure 4). The 5-year cumulative incidence of AR was 1.4% in both
groups while the 10-year cumulative incidence of AR was 1.7% in cNO patients and 2.1% in
cN1/2 patients (p=0.759). The 10-year cumulative incidence of distant events was slightly
higher for cN1/2 patients (16.6%) compared to cNO (13.1%), although this difference was

not statistically significant (p=0.148).

Patterns of loco-regional relapse according to RT

In the entire study population, the 10-year cumulative incidence of loco-regional
recurrences (LRR) was 10.7% (6.3% local and 4.4% regional [axillary + other regional],
Table 3). In the subgroup without nodal irradiation (N=218 mastectomy without RT and
N=373 guadrantectomy with breast RT), the 10-year cumulative incidence of LRR was
10.8% (6.4% local and 4.4% regional). The comparison between patients receiving nodal
RT and patients without nodal RT did not show a difference in loco-regional control (10-year
cumulative incidence of LRR for those with nodal RT: 7.7%; Gray test p-value=0.920; data
not shown). Specifically in the mastectomy subgroup without RT, the 10-year loco-regional
relapse rate was 11.6% (4.0% local and 7.6% regional).

Axillary relapse occurred only in patients with no AD (N=11): they had a median of 1
SN removed and 9 (81.8%) of them did not receive nodal RT (1 RT to breast only and 8 no

RT at all).
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Considering patients who were not given AD, RT was significantly associated with
reduction of recurrences in the whole nodal basin (9.4% vs 2.3%, p-value=0.002, at 10

years, in the groups without RT and with RT, respectively; Supplementary Figure 5).
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Discussion

It is known that SNB following NAT is acceptable in patients with cNO at presentation,
since FNRs are comparable to patients with breast cancer who undergo upfront surgery [5,
7]. SNB has been explored in different randomized prospective studies with clinically
positive axilla in order of reduce AD that can lead to significant morbidity (4, 13, 29, 30) with

current studies that confirm the low rate of LR and AR (31).

Although we haven’t evaluated the FNR, our outcome data after a median follow-up
of 9.2 years showed no difference in OS (p=0.384) and DDFS (p=0.344) between cNO and

cN1/2.

To date, the main controversy lies in the use of SNB in cN+ that downstaged to
negative after NAT due to the high rate of FNRs. Undoubtedly FNR is an important measure
of accuracy, however even in the context of a high FNR, overt axillary disease and poorer

prognosis are not necessarily increased.

If the core issue is the high FNR then there are various published strategies to reduce
it (16-18, 32) including tailored axillary surgery (TAS) by marking the positive node with a
clip (33), or the removal of more than 3 lymph nodes using a dual tracer (11). However, it is
not always feasible to remove 3 or more SNs, and there is currently no evidence to support

random axillary node sampling instead of SNB.

This analysis confirms the excellent results of our previous study of 5 years of follow-

up. Therefore, we want to stress the fact that, unlike the methodologies recommended to
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reduce the FNR, we have not used any different procedure for SNB other than that used in

our clinical practice for upfront surgery, not event TAD. Our technique guaranteed the

removal of a median number of 2 SNs with the use of radiolabelled colloid.

It is evident that pCR, after NAT, is a strong predictor of outcome (34, 35). Notably,
we found, after a long follow-up, HER2 positive and TN patients showed the highest rates
of pCR, respectively 36.4% and 37.9% in patients cNO and 56.8% and 51.2% in patients
cN1/2, in accordance with the literature (11, 36). These new data confirm once again that
for patients who had an excellent tumour response to NAT (ypTO/x/is), survival was
significantly better in the SN-negative group, confirming the prognostic value of the axillary

status.

So, NAT might decrease and perhaps eliminate, the need for surgery, both to the
breast and axilla in patients who have a pCR. New trials are now investigating this

revolutionary approach (37, 38).

However, if previously residual disease, after a full course of NAT, didn’t change
systemic management, adjuvant treatment, and possibly radiation therapy to the axilla, can
improve survival in HER2 positive and TN (39-41) patients. Subgroup analyses of the
NSABP-B51/RTOG 1304 and ALLIANCE A011202 cohorts may indicate whether regional

RT is useful (42, 43).

Radiotherapy following neoadjuvant chemotherapy is generally based on both clinical and

pathologic stage (44). Nowadays, indications for RT after neoadjuvant therapy have become more
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comprehensive, but many more subtle aspects of RT are being debated, including the need

of RT in case of complete pathological response or unfavorable tumor biology (46).

Moreover, it is not clear whether the extent of RT should comprise the axillary level | when

only SNB is performed. Lack of evidence has generated heterogeneous RT approaches

which still exist in clinical practice and are well represented in the current series, which

covers a long period of time (2000-2015).

Radiotherapy decisions are made by the treating radiation oncologists (ROs) on an
individual basis, however the NSABP B-18 and B-27 neoadjuvant breast cancer clinical trials
(47), which did not allow RT after mastectomy or regional nodal RT after quadrantectomy,
have influenced this study. In addition, there were some concerns regarding the
extrapolation of the benefit of RT from the adjuvant to the neoadjuvant settings (48).

Interestingly, the overall 10-year cumulative incidence of LRR for patients who
received RT to the breast only or no RT at all after mastectomy was 10.8% compared to
11.1% observed in the NSAPB trials B-18 and B-27 (47). The pattern of loco-regional
relapse site was slightly different, with lower local and higher nodal recurrence rates of the
current study compared to NSABP population (local 6.4% vs. 8.4% and regional 4.4% vs
2.7%, respectively). This is consistent with the non—interventional approach of the axilla in
case of negative sentinel node.

Interestingly the AR rate was low in this study, irrespective of clinical nodal status and
occurred mainly in patients without AD and without nodal RT (9/11). In addition, in the whole

group without AD, the addition of RT yielded a statistically significant decrease of relapse in
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the regional lymphatic drainage. This argues in favor of axillary RT, as a replacement for AD

and is currently being addressed in randomized clinical trials.

In the group of axillary-relapsed patients the median SN removed was 1, compared

to the median of 2 SN in the entire study population, fuelling the debate about the ideal

number of sentinel nodes and the need of additional RT when just one SN is retrieved after

neoadjuvant therapy. Moreover, the two patients who relapsed in the axilla after nodal

irradiation represent a matter of reflection on the optimal extent of RT field in the surgical

conservative management of the axilla. The inclusion of axillary level | is controversail, due

to concerns of excessive toxicity, and it is currently being investigated in dedicated studies

including NSABP B-51/RTOG 1304 / NCT01872975, ALLIANCE A011202 / NCT01901094,

RAPCHEM / NCT01279304 and Senomac trial / NCT02240472 (42, 43, 49, 50).

Low-volume SN disease as isolated tumour cells (ypNOi+, <0.2 mm) and

micrometastatic disease (ypN1mi, 0.2—2.0 mm) after NAT remains unclear and actually an

indication for AD when detected intraoperatively or in permanent section (51) because the

probability of finding additional positive non-SNs at completion AD. Therefore that primary

surgery data cannot be translated uncritically and without evidence in the post-NST

situation.
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Conclusion

The findings from this 10-year follow-up, confirm that a supposed high FNR should
not be used a priori in SNB decisions. We provide strong evidence that FNRs do not
translate into impaired clinical outcome and this needs to be confirmed by prospective trials.
Therefore SNB, even as our only standard procedure, is acceptable in cN1/2 patients who
become cNO after NAT, particularly in those with high pCR seen in patients with HER2
positive disease and TN. The role of loco-regional RT will be further clarified by the ongoing

clinical trials.
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Table 1. Clinic-pathologic characteristics and treatment according to cN status prior NAT

cNO cN1/2
(N=466) (N=222) P-value
N % N %
Age 0.033
<40 years 119 25.5 74 33.3
>40 years 347 74.5 148 66.7
Median (IQR) 47 (40-55) 45 (38-53)
Menopausal status 0.311
Premenopausal 258 55.4 132 59.5
Postmenopausal 208 44.6 90 40.5
cT <0.001
cT1l 42 9.0 11 5.0
cT2 367 78.8 136 61.3
cT3 57 12.2 75 33.8
Grade at biopsy 0.015"
Low 22 47 4 1.8
Intermediate 176 37.8 69 311
High 187 40.1 110 495
Unknown 80 17.2 39 17.6
Not performed 1 0.2 0 -
Subtype at biopsy <0.001"
Luminal A 113 24.2 20 9.0
Luminal B (Ki67=20%) 136 29.2 79 35.6
Luminal B (HER2 positive) 53 11.4 31 14.0
HER?2 positive (non-luminal) 33 7.1 37 16.7
Triple negative 87 18.7 41 18.5
Unknown 44 9.4 14 6.3
Systemic neoadjuvant treatment <0.001
Endocrine therapy alone 84 18.0 18 8.1
Anthracycline 65 13.9 26 11.7
Anthracycline + endocrine therapy 23 4.9 14 6.3
Anthracycline + taxane 116 24.9 61 27.5
Anthracycline + taxane + endocrine therapy 29 6.2 14 6.3
Trastuzumab + chemotherapy 54 11.6 55 24.8
Trastuzumab + chemotherapy + endocrine therapy 24 5.2 13 59
Other chemotherapy 20 4.3 4 1.8
Other chemotherapy + endocrine therapy 51 10.9 17 7.7
Number of SN removed 0.117
1 213 45.7 111 50.0
2 149 32.0 54 24.3
3+ 104 22.3 57 25.7
Median (min-max range) 2 (1-8) 2 (1-6)
Local treatment <0.001
Quadrantectomy 278 59.7 119 53.6
Breast radiotherapy 267 96.0 106 89.1
Loco-regional radiotherapy 11 4.0 13 10.9
Mastectomy 188 40.3 103 46.4
No radiotherapy 154 81.9 64 62.1
Loco-regional radiotherapy 34 18.1 39 37.9
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cNO cN1/2

(N=466) (N=222) P-value
N % N %

Systemic adjuvant treatment <0.001"
No adjuvant therapy 19 4.1 15 6.8
Endocrine therapy alone 249 53.4 81 36.5
Trastuzumab 24 5.2 31 14.0
Trastuzumab + endocrine therapy 45 9.7 32 14.4
Trastuzumab + chemotherapy 13 2.8 3 1.4
Trastuzumab + chemotherapy + endocrine therapy 5 1.1 6 2.7
Other chemotherapy 64 13.7 36 16.2
Other chemotherapy + endocrine therapy 34 7.3 14 6.3
Unknown 13 2.8 4 1.8

ypT <0.001
ypTx/is 40 8.6 34 15.3
ypTO 55 11.8 46 20.7
ypT1l 165 354 75 33.8
ypT2 171 36.7 50 22.5
ypT3 35 7.5 17 7.7

ypN <0.001
ypNO 305 65.5 123 55.4
ypNO(+itc) 9 1.9 2 0.9
ypN1 76 16.3 41 18.5
ypN1(mic) 44 9.4 16 7.2
ypN2 23 4.9 25 11.3
ypN3 9 1.9 15 6.8

" Unknown category was not considered in the p-value calculation



Table 2. 5- and 10-year overall survival (OS) and distant disease-free survival (DDFS),

overall and according to cN status prior NAT and AD at surgery
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5-year 10-year 5-year 10-year
0s (g5% cy Pvalue g (935;% cy Fvalue DDFS)(IQS% cy Pvalve e ()235% cpy Fvalue
Overall  91.3(88.8-93.2) 81.0 (77.2-84.2) 87.0 (84.1-89.4) 81.6 (77.8-84.8)
cNO
Overall 92.0 (89.0-94.2) 81.5 (76.9-85.2) 88.0 (84.5-90.7) 82.2 (77.6-86.0)
NoAD 93.3(89.9-95.6) 0.160 87.8(83.0-91.2) <0.001 | 91.7 (87.9-94.3) 0.002 88.1(83.1-91.6) <0.001
AD 88.9 (81.9-93.3) 68.2 (58.2-76.3) 78.9 (70.6-85.2) 68.8 (58.6-77.0)
cN1/2
Overall  89.8 (85.0-93.2) 80.1 (72.8-85.7) 84.9 (79.2-89.2) 80.4 (73.0-85.9)
NoAD 89.0(83.2-940) 0994 848 (75.0-91.0) 0.191 |87.7(80.4-92.4) 0219 814 (68.9-89.3) 0.600
AD 89.8 (81.4-94.6) 76.5 (65.1-84.7) 81.3 (71.3-88.1) 77.8 (66.8-85.5)
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Table 3. 5- and 10-year cumulative incidence (CI) of local, axillary, other regional, and
distant events, overall and according to cN status prior NAT (other events were considered

as competing events)

5-year 10-year Gray’s test
Cl (95% ClI) ClI (95% ClI) p-value
Local recurrences
Overall 4.1 (2.7-5.8) 6.3 (4.4-8.6)
cNO 4.2 (2.6-6.4) 6.2 (4.0-8.9) 0.838
cN1/2 3.8 (1.8-7.0) 6.7 (3.3-11.5)
Axillary recurrences
Overall 1.4 (0.7-2.5) 1.9 (1.0-3.2)
cNO 1.4 (0.6-2.8) 1.7 (0.8-3.4) 0.759
cN1/2 1.4 (0.4-3.8) 2.1(0.7-5.1)
Other regional recurrences
Overall 1.4 (0.7-2.6) 2.5(1.3-4.2)
cNO 1.4 (0.6-2.9) 2.4 (1.2-4.5) 0.828
cN1/2 1.5 (0.4-3.9) 2.6 (0.8-6.5)
Distant metastases
Overall 11.1 (8.8-13.7) 14.3 (11.4-17.4)
cNO 10.0 (7.4-13.1) 13.1 (9.9-16.9) 0.148
cN1/2 13.5 (9.2-18.5) 16.6 (11.3-22.7)
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Table 4. Multivariable analysis of overall survival (OS), overall and according to cN status

prior NAT

Overall cNO cN1/2
OS-HR 95%Cl P-value | OS-HR  95%Cl  P-value | OS-HR 95% ClI P-value

Menopausal status

Premenopausal 1.00 1.00 1.00

Postmenopausal 143 0.97-2.12 0.071 141 0.86-2.29 0.173 1.71 0.85-3.48 0.135
Subtype at biopsy

Luminal A 1.00 1.00 1.00

Luminal B (Ki67=220%) 2.08 1.09-3.96 0.027 1.95 0.93-4.10 0.079 2.86 0.64-12.7  0.168

Luminal B (HER2 positive) 3.35 1.54-7.33 0.002 4.68 1.96-11.2 <0.001 1.21 0.17-8.88  0.850

HER2 positive (non-luminal) 2.84 1.15-7.01 0.024 2.47 0.82-7.47  0.109 3.36 0.51-22.0 0.207

Triple negative 6.69 3.25-13.8 <0.001 5.76 2.48-13.4 <0.001 9.82 1.92-50.1  0.006

Unknown 242 1.09-535 0.029 2.21 0.88-5.55  0.090 3.42 0.60-19.6  0.167
Radiotherapy

No radiotherapy 1.00 1.00 1.00

Breast radiotherapy 131 0.82-2.11 0.258 1.48 0.84-2.63 0.177 1.06 0.44-253  0.902

Loco-regional radiotherapy 1.23 0.63-2.41 0.546 1.19 0.48-2.99 0.705 1.36 0.47-3.92  0.566
ypT

ypTO/x/is 0.51 0.24-1.06 0.072 0.60 0.21-1.68 0.328 0.32 0.11-0.94  0.039

ypT1l 1.00 1.00 1.00

ypT2/3 2.07 1.32-3.24 0.001 2.46 1.37-4.42  0.002 1.38 0.65-2.93  0.402
ypN

ypNO 1.00 1.00 1.00

ypN1 2.69 1.66-4.35 <0.001 3.11 1.72-5.63 <0.001 2.07 0.89-4.83  0.093

ypN2/3 3.90 2.21-6.91 <0.001 5.17 2.48-10.8 <0.001 2.23 0.81-6.13  0.120
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Figure 1. Study flowchart and events for patients initially cNO who remained cNO post NAT
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Figure 2. Study flowchart and events for patients initially cN1/2 who became cNO post
NAT
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APENDICE 1
QUESTIONARIO SEMIESTRUTURADO

Andlise de prontuarios / contato telefénico
Registro da paciente IEO (cartela clinica eletrdnica)
Data de nascimento: / /

Historico tratamento neoadjuvante

- Somente hormonioterapia

- Somente quimioterapia

- Quimioterapia + hormonioterapia

- Tipos de quimioterapia

Resposta patologica ao tratamento neoadjuvante
- completa

- parcial

- auséncia de resposta

Historico tratamento cirdrgico

- Quadrantectomia com Radioterapia

- Quadrantectomia sem Radioterapia

- Mastectomia com Radioterapia

- Mastectomia sem Radioterapia
Status menopausal

Caracteristicas do Tumor pré terapia neoadjuvante
- T clinico

- Grau tumoral

- RE/ RP

- Ki-67

- HER2

- Subtipo tumoral

- Evento relacionado a recidiva tumoral
- Doencas ou outras cirurgias

- Obito por cancer de mama

- Obito por outras causas




