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Juntos construimos conhecimento

E com enorme satisfacio que apresentamos o segundo
numero da Trends in Biomedical Laboratory Sciences, a
Revista Cientifica da Associacdo Portuguesa de Ciéncias
Biomédicas Laboratoriais, dirigida a todos os profissionais
de saide que atuam na area da Biomedicina Laboratorial,
estudantes e investigadores. Pretende-se que seja um meio
de divulgacio de partilha de
conhecimento, assim como de boas praticas laboratoriais,

exceléncia para a

sendo um instrumento promotor de inovacdo e qualidade
nas Ciéncias Biomédicas Laboratoriais.

A realizacdo de investigacdo cientifica é uma atividade
fundamental para a valorizacdo da satide. As decisdes em
saude, muitas vezes encontram-se associadas a incerteza e
risco, necessitando obrigatoriamente de uma abordagem
cientifica, bem como de boa qualidade e rigor para
credibilizar as boas praticas clinico-laboratoriais. Acresce o
avanco cognitivo constante do diagndstico, da terapéutica e
da monitorizacio, originando por vezes dificuldades de
atualizacfio a quem tem a responsabilidade de proporcionar
melhores cuidados de saude .

Neste sentido, a investigacdo é um alicerce indispensavel
para uma boa pratica clinico-laboratorial, assumindo a
Trends in Biomedical Laboratory Sciences, um papel
fundamental para potenciar a investigacdo e partilha do
conhecimento em Ciéncias Biomédicas Laboratoriais em
Portugal.

O segundo numero da Trends in Biomedical Laboratory
Sciences apresenta ainda uma novidade. Os artigos e os
resumos publicados nos suplementos desta revista, tém
International Standard Serial Number (ISSN), que é um
cédigo numérico que
internacional univoco para cada titulo de publicacio em
série. O sistema ISSN é definido pela norma ISO 3297: 2017 -
Information and Documentation. International Standard
Serial Number ISSN, gerida pelo ISSN International Centre.
Merece ainda destaque o II Congresso da BioMedLab, em
Coimbra. Com o intuito de divulgacdo e partilha de
conhecimento, a Trends in Biomedical Laboratory Sciences
desenhou um Suplemento no qual constam as comunicagdes
orais e posters apresentados no Congresso.

Parabéns a todos os que contribuem para a afirmacfo das
Ciéncias Biomédicas Laboratoriais, nio podendo deixar de

constitui um identificador

dar uma palavra muito especial a equipa editorial e todos
aqueles que contribuiram para a publicacdo do segundo
numero da Trends in Biomedical Laboratory Sciences.

Quanto aos autores, desafio-os a fazerem da Trends in
Biomedical Laboratory Sciences, a vossa revista de
preferéncia, mantendo viva a chama da ciéncia e do
conhecimento nas Ciéncias Biomédicas Laboratoriais!

Editora
Diana Martins




TRENDS IN

Biomedical

Laboratory Sciences

Editorial

Aos Bravos que Ousaram Ousar!

As Ciéncias Biomédicas Laboratoriais em Portugal tem tido
um percurso vertiginoso, desde a sua constitui¢do enquanto
formacio académica no ano de 2014. Importa referir que em
Portugal, esta formacio até 2014 era representada por duas
formacGes académicas distintas: as Analises Clinicas e Saude
Publica e Anatomia Patoldgica, Citologica e Tanatoldgica.

Aos pioneiros que lideraram estas profissbes no meio
académico (professores e alunos), nos seus locais de trabalho
e nas associacdes profissionais existentes a data, importa
hoje reconhecer e partilhar uma palavra de apreco pelos
feitos  conseguidos para as
Laboratoriais, honrando desta forma o percurso realizado.
Contundo as Ciéncias Biomédicas Laboratoriais pressionadas
pela rapida transformacdo da Biomedicina Laboratorial
(associada a evolucdo cientifica e tecnoldgica), as
necessidades do Servico Nacional de Saude na prestacdo de
cuidados de saude, bem como a um mercado de trabalho
europeu regulado,
profissional, contribuiram para o surgimento em Portugal da

Ciéncias  Biomédicas

fluidlo e com comparabilidade
Associacio Portuguesa de Ciéncias Biomédicas Laboratoriais
(BioMedLab).

A BioMedLab emerge de um grupo de bravos, permitam-me
a ousadia de lhes chamar bravos, que ousaram fazer o que
nunca tinha feito e que se apercebendo da rapida evolucéo e
transformacio destas ciéncias da satude, associado a uma
necessidade efetiva de comparabilidade Europeia e
Internacional, criaram a BioMedLab.

Constituindo-se numa comissdo instaladora, um grupo de
colegas trabalhando semanalmente do zero criaram
estatutos, identidade visual, website, uma revista Cientifica a
Trends in Biomedical Laboratory Sciences, e programaram
formacfo continua profissional através de webminares e o
Congresso BioMedLab para os colegas. Esta é a parte visivel
de muitas reunides e de trabalho realizado silenciosamente.
Este é o momento de lhes agradecer publicamente o trabalho

realizado. Muito obrigado!

Presidente BioMedLab

Fernando Mendes

Mas a necessidade imperiosa de ter uma diregio e lideranga,
proporcionou a realizacdo de eleicoes. Estas decorreram
durante o més de fevereiro, tendo sido eleita a lista P. A mim
coube-me a tarefa de liderar a primeira lista e ser Presidente
da direcio da BioMedLab.

Tenho a plena consciéncia de que os desafios serdo mais que
muitos, contudo conto com uma equipa de colegas, que
trabalhando
inigualavel de fazer diferente. Juntos tudo faremos pela
afirmacio da Ciéncias Biomédicas Laboratoriais em Portugal.
Desta forma a BioMedLab tenciona dialogar com todos os
atores na area da Biomedicina Laboratorial, outras Associacoes
Profissionais, Forum das Tecnologias da Saude, Ordens
Profissionais e diferentes Organismos do Estado Portugués
para elevar e defender as Ciéncias Biomédicas Laboratoriais

colaborativamente e com uma vontade

em Portugal e a criacdo de uma profissio tnica. Mas Portugal
encontra-se na Europa e integra a Unido Europeia; a
globalizacfo transformou o Mundo, tornando-o numa aldeia, e
como tal a BioMedLab, tenciona nfio se confinar a Portugal,
colaborando e reconhecendo a importincia de integrar redes
internacionais participando ativamente nestas.

Todos os profissionais das Ciéncias Biomédicas Laboratoriais e
associados da BioMedLab tém a plena consciéncia que a
atividade clinico-laboratorial estd em constante evolucgio
devido ao progresso cientifico e a exigéncia das boas praticas
clinico-laboratoriais. A BioMedLab n#o fica indiferente a esta
realidade, tenciona ser um fator aglutinador na na formacfo
profissional continua, contribuindo ainda para a integracfio da
investigacdo nos cuidados de saude e os seus resultados serem
efetivamente disseminados através da Trends in Biomedical
Laboratory Sciences.

Longa vida a BioMedLab. Que esta seja a Associacdo
Profissional de todos, que as diferencas existentes sejam
esbatidas, que surja o didlogo efetivo e uma profissdo tnica em
Portugal, pois as Ciéncias Biomédicas Laboratoriais so muito
mais que a soma das partes.
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Abstract: Breast Cancer Genes 1 and 2 (BRCA1 and 2) are involved in the repair of deoxyribonucleic acid
(DNA) double-strand breaks (DSB) and are associated with Hereditary Breast and Ovarian Cancer Syndrome
(HBOC). There are common mutations in these genes associated with a founder effect, like the Alu insertion
which has Portuguese origin and it’s the most prevalent in this country. Individuals with BRCA pathogenic
variants are at a greater risk of developing several types of cancer. Genetic counselling is essential in this
clinical context, as these patients can undergo risk-reducing surgeries or even neoadjuvant chemotherapies
to prevent cancer development. Nevertheless, the development of other solutions on a molecular level can
also be extremely helpful. As we know, the lack of DNA damage repair genes, such as BRCA1/2, leads to
accumulation of DNA errors. Usually, the tumour cell can find a way around this, using other proteins to
correct DNA strand breaks, such as Poly (ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1) and keep proliferating. Knowing
this, researchers try to inhibit this pathway and consequently promote cell death. However, these
mechanisms create resistance over time, as the cell tries to compensate this inhibition using other
mechanisms, and new therapies or combinations are needed to prolong the action and guarantee the highest
possible disease-free survival for the patient. As a result, the same drugs used to treat BRCA mutations are
now being used to manage non-BRCA mutation associated cancers, as studies have shown efficiency even in
nonmutation carriers groups. This review will discuss the current therapeutic strategies and how new
approaches are changing the outcome for patients.

Keywords: BRCA; Cancer; Hereditary Syndrome; PARP inhibitors; Therapeutics.

1. Introduction

Cancer is the second most common cause of death in Portugal, according to the latest
report from The Organization for Economic Co-operation and Development (OECD). In this
report, despite having an estimated incidence of cancer per 100,000 inhabitants below the
European Union (EU) average and a higher survival rate for the most common cancers than most
of the other European countries, Portugal still has a long way to go in terms of prevention,
reduction of risk factors, early detection, and specific healthcare (1).

Although 90% of cancers are sporadic (dependent of environmental and lifestyle factors
such as workplace, diet, etc.), 10% are associated with hereditary syndromes. In these cases,
germline pathogenic variants are transmitted from parents to children and lead to a
predisposition for certain types of tumours (2-4).

This review will focus on germline mutations of Breast Cancer Genes 1 and 2 (BRCA1 and 2)
and the Hereditary Breast and Ovarian Cancer Syndrome (HBOC). It will discuss the current
therapeutic strategies and how new genetic approaches are changing the outcome for patients
worldwide.

1.1 Hereditary cancer associated with BRCA mutations

There are family syndromes that increase the risk of developing cancer and are the result of
germline mutations in important genes for tumour progression. HBOC is responsible for
approximately 5% to 10% of diagnosed cases of breast cancer (BC) and 15% of ovarian cancer
(OC) cases (2). This syndrome is characterized by variants in the BRCA genes, with relatively
common mutations, with a ratio of 1:1000 in BRCA1 and 1:500 in BRCA2; They are more frequent
in certain population clusters (e.g., individuals with Ashkenazi Jewish ancestors [variant in

BRCA1: 285delAG and BRCA2: 6174delT]) (3, 5).

https://abiomedlab.org/revista-cientifica/
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This syndrome has autosomal dominant inheritance, whi.ch means that any carrier of the
BRCA1 and/or BRCA2 mutation, male or female, has a 50% chance of transmitting the mutation to
their descendants (2).

Individuals with pathogenic variants in these two genes have a higher risk of developing
cancer throughout their lives, namely 50% to 85% more risk of developing BC than the normal
population (around 11%), for women, while men have a lower probability (<1% for BRCA1
mutations, and 6% for BRCA2 mutation). Women with no mutation have between 1% and 2% risk
of developing OC, while the risk for women carrying mutations in BRCA1 and 2, is respectively, 40%
and 20%. On the other hand, for prostate cancer, between 24% and 36% of men with mutations
in these genes have high risk, while in the population without the mutation the risk is 12% (3, 5,
6).

Not everyone with BRCA1 or BRCA2 germline pathogenic variants will develop cancer, despite
the increased risk. However, research suggests that BRCA mutations are associated with tumour
aggressiveness and poor prognosis (7).

1.2 Breast cancer genes 1 and 2

The BRCA genes were first described in the early 1990s and it was quickly realized that
despite being present in all individuals, some people had mutations that increased the risk of
developing breast and ovarian cancer (8).

BRCA1 is present not only in endocrine tissues but also in neuroepithelial cells. BRCA2 is
expressed in a wide variety of tissues, mostly in the breast and thymus. More than 2000 variants
of these genes have already been described, often associated with family, ethnic and/or
geographic location clusters (6). 80% of these variants are point mutations or deletions/insertions
(9), which result in changes in the reading frame, truncated proteins, and variations in the splicing
site (6).

These genes are highly involved in the repair of DNA double-strand breaks (DSB), by
recognizing the break sites and allowing repair by homologous recombination (HR). When there’s
a deficiency in these proteins, these DSB are not repaired, and this can result in abnormal cells.
Therefore, the BRCA genes act as tumour suppressor genes, regulate DNA synthesis, and play an
important role in DNA repair, transcriptional regulation, cell growth and maintaining of genomic
integrity (8, 9).

Around 70% to 80% of pathogenic variants of these genes result in non-functional proteins
or their absence (8).

BRCA1 is located near the centromere on chromosome 17¢21. It has 23 exons
(NM_007294.4) and encodes a protein with 1863 amino acids. It is in S phase that the greatest
amount of BRCAL1 protein is observed, remaining during G2/M phase and decreasing in G1. This
gene encodes domains with different functions: in the N-terminal region it contains a Really
Interesting New Gene (RING) domain whose purpose is to interact with the BRCA1 Associated
RING Domain 1 (BARD1) and form the E3 ubiquitin ligase complex; in the C-terminal region there
are two binding peptides that maintain the interaction of BRCA1 with key proteins in DNA repair
such as the CtIP binding protein (C-terminal Interacting Protein). In the middle of the BRCA1 gene
we can find two nuclear localization signals (NLS) and one coiled coil domain, which allow the
BRCAL1 to locate and interact with the BRCA2 protein (8, 9, 10).

The BRCA2 gene (NM_000059.4) is located on chromosome 13q12.3. It has 27 exons (26
coding exons), giving origin to a protein with 3418 amino acids. This gene contains, in the centre,
a BRC (multiple repeats) domain, which is involved in the binding to the RAD51 recombinase
during DNA repair; in the N-terminal region, it has a transcriptional activation domain (TAD); in
the opposite region is the DNA-binding domain, which allows binding to double- and single-
stranded DNA. In the C-terminal, it contains two NLS domains and one TR2. Tumours with BRCA2
mutations generally exhibit loss of heterozygosity (LOH) of the normal allele (8, 9, 11).

The most frequent germline variant is a 6174delT frameshift mutation, which was found in
exon 11 of the BRCA2 gene in Ashkenazi Jews (8). Mutations in BRCA2 increase the risk not only
for breast, ovarian and prostate cancer, but also melanoma, pancreatic, bile duct and gastric
cancer (8).

1.3 Portuguese founder mutation of BRCA2

Mutations in the BRCA genes are dominant, so transmission to offspring is very common,
classifying certain families as high-risk. For geographical and cultural reasons, a phenomenon
called “founder effect” occurs. In a community, a certain pathogenic variant is passed from
generation to generation, in a population with a common ancestor. This variant will then be found
more frequently in that same community. With the flow of people over the centuries, it is often

Trends in Biomedical Laboratory Science 2024, Vol. 2, N. 1
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possible to identify an individual's ancestry by its variant regardless of the location in which the
analysis is being carried out.

This was what happened in 2005 in Belgium. A group of researchers was studying a 46-year-
old woman of Portuguese ascendence with BC who had in her family at least 6 other cases of the
same cancer, 1 OC case, and a variety of other tumours, both in women and men of the family.
Under strong suspicion that they were facing a hereditary syndrome, the researchers studied the
BRCA genes. To do so, they used the Institution’s standard screening protocol (Protein Truncation
Test [PTT] on exon 11 of BRCA1 and exons 10 and 11 of BRCA2) and didn’t find any sequence
abnormalities. However, after doing a Southern blot analysis, Teugels et al. found an insertion in
exon 3 region of BRCA2 and identified it, with Polymerase Chain Reaction (PCR) and sequence
analysis, as an Alu insertion (c.156_157insAlu). This insertion leads to differences in the splicing
region removing all exon 3 of the spliced transcript (6, 12).

After this, many studies emerged to characterize this Portuguese founder mutation (13 —
18). The age of this mutation was placed somewhere around 558 years ago (+/- 215 years), and
it's the most common mutation of BRCA2 in Portuguese HBOC families. The most frequent
subtype of BC with this mutation is luminal B-like (55,2%) and although none of the patients was
a stage IV at diagnosis, 30% developed metastatic progression later (6).

Other variants with possible founder effect were found in Portugal, but more studies will be
needed in the future (16).

1.4 Genetic Testing and Counselling

Specific subgroups of the population have been identified as having a higher proportion of
individuals who are carriers of BRCA pathogenic variants, including, among others, those who
have been diagnosed with triple-negative breast cancer (TNBC) and those who belong to ethnic
groups with Ashkenazi Jewish ancestry (2, 19). The identification of BRCA mutations through
genetic screening offers the opportunity to improve the monitoring and surveillance of patients
with BC and other tumours, while also enabling prophylactic and risk-reducing interventions.

Fifteen relevant international guidelines (8 European, 6 North American and 1 Australian)
agree and insist on the importance of genetic counselling before and after testing for BRCA
mutations. These recommendations suggest that genetic counselling should be carried out in
individuals with a family history of BC, carriers of BRCA mutations and/or in patients with a
personal history of BC. It should be noted that these same guidelines agree that no predictive test
for genetic mutations should be carried out without the patient being properly informed in a
genetic counselling consultation (19). Genetic counselling includes risk assessment by reviewing
family and personal medical records, clearly explaining the difference between hereditary and
sporadic cancers, and selecting the best index case in the family to study, if there is a disease with
a genetic base. An important aspect of these consultations is also the support for affected family
members, screenings promotion and improvement of oncological literacy (2, 5, 19). In these
consultations, patients with a pathogenic mutation also learn about the prophylactic solutions
available to them, as well as the type of oncological surveillance they should undergo. This way,
the patient can make conscious and fully informed decisions.

In Portugal, most of hereditary cancer syndromes are followed by the Portuguese Institute
of Oncology. This Institute is a highly differentiated organisation belonging to the National Health
System and providing specialised care; however, a lot of certified laboratories can also perform
these genetic analyses. Usually, blood samples are used to find germline mutations, but formalin
fixed and paraffin embedded (FFPE) tumour samples can also be used. The geneticist or the
attending physician can request a New Generation Sequence (NGS) analysis and can choose what
type of gene panel they want. This panel can be less specific, and just search for BRCA1/2
mutations - evidently, in Portugal it must include the Alu insertion - or it can be more
comprehensive, with more signalling pathways represented (20).

It is important to consider that the more germline pathogenic variants found, the greater
the impact on the patient's family life. These exams must be considered, understood, and
consented to by the patient.

1.5 Prophylactic and risk-reducing surgery

For women who carry BRCA mutations risk-reducing surgery (RRS), which consist of
prophylactic bilateral mastectomy, and chemoprevention are often suggested as primary
prevention, as well as the use of Magnetic Resonance Imaging (MRI), mammography, and breast
ultrasound studies as secondary prevention (6, 21). The American College of Obstetricians and
Gynaecologists (ACOG) recommends annual mammography starting at the age of 40 for all
women; and annual mammography and MRI starting at the age of 30 for those who have a 20%

Trends in Biomedical Laboratory Science 2024, Vol. 2, N. 1
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or higher risk of developing BC, based on family history, existence of pathogenic variants, among
other factors, such as personal history of tumours treated with radiation to the chest. The
National Cancer Comprehensive Network (NCCN) recommends almost the same actions as the
ACOG but starting at the age of 25 for women with BRCA mutations. The European Society for
Medical Oncology (ESMO), in its latest practice guidelines, published in 2022, recommends annual
screening, except for BRCA1 mutation, where 6-monthly screening should be considered (2, 19,
22).

Several studies (23 — 26) have suggested that MRI has a more important role in screening
these patients, since at young ages it is often difficult to acquire mammograms due to low breast
density or the benign appearance of many lesions associated with BRCA; as these tumours are
often fast growing, the use of MRI seems to have better results in early diagnosis and survival, as
well as cost/benefit for the healthcare service/patient (21).

It has been shown that prophylactic mastectomy leads to a 90% reduction of the risk of BC
in women with BRCA1/2 mutations, and that it should only be done after the age of 25, as there
are no significant differences in doing it before that age. Even after RRS, the patient should
maintain some imaging surveillance, on a case-by-case basis (6, 7, 21).

To reduce the personal and psychological impact on patients, the possibility of allowing
nipple sparing mastectomy (NSM) was studied, and two recent studies demonstrated that this
does not affect the effectiveness rate of breast reduction, guaranteeing the same decrease in BC
risk (27, 28). The reconstructive surgery is highly suggested and should be done at the same time
of the RRS (21).

OC is a silent and often aggressive tumour, and, unlike BC, it isn’t easily identified on
ultrasounds, and screening methods are not usually effective. The risk-reducing role of bilateral
salpingo-oophrectomy (BSP) has become important, decreasing not only the risk of OC by 95%,
but also the risk of BC by 50%, by inducing early menopause (6, 21). If the patient doesn’t want to
do the RRS, in this case BSP, transvaginal ultrasound every 6 months and serum CA125
quantification can be considered, although the benefits of this approach are not yet confirmed
(2).

There’s currently no conclusive evidence of higher survival rates when the uterus is removed
at the same time as the ovaries and fallopian tubes. However, it may facilitate the future use of
hormonal therapy, if needed, since there is an association between the continued use of
tamoxifen and the development of endometrial carcinoma (2, 21).

2. New approach to therapy

The guidelines recommend testing only in individuals with a strong suspicion of a hereditary
syndrome, and for specific variants, hence the importance of knowing the founder effect variants
in each community. Nevertheless, it’s being observed that many patients who do not meet the
requirements to be tested present pathogenic variants in BRCA genes (19).

With the emergence of therapies targeting BRCA mutations, such as Poly(ADP-ribose)
polymerases (PARP) inhibitors (PARPis), it becomes essential to know which patients can benefit
from these drugs. Thus, there is also the need to use more comprehensive panels, with several
genes analysed by NGS that allow not only to characterize the BRCA variants - the most common
ones, with founder effect, and others, in a single run - but also to create a mutational landscape
that can be used to evaluate new therapeutic targets. However, this exhaustive genetic
characterization has a social impact on the patient and should always be supported by genetic
counselling consultations.

Some genetic risk assessment models, like BRCA-Pro, CanRisk, and others, are already in use
for individuals who do not meet the criteria for BRCA testing. These models have been used to
predict the probability of having a BRCA gene mutation, and they use family history, personal
lifestyle, hormonal status, and mammographic density to calculate the risk for patients and
families (6).

Knowingly that BRCA somatic mutation is also a reality for most cancers, the same therapies
used in case of germline mutation are now being used in these cases.

2.1 PARP inhibitors

As previously discussed, deficiency in BRCA genes leads to DNA DSB not being repaired,
resulting in genomic instability. PARP1 and PARP2 are enzymes with an important role in the
response to DNA damage (29).

The first hallmarks of cancer (sustain proliferative signalling, evading growth suppressors,
activating invasion and metastasis, enabling replicative immortality, inducing angiogenesis, and
resisting cell death) now include non-mutational epigenic reprograming, avoiding immune

Trends in Biomedical Laboratory Science 2024, Vol. 2, N. 1
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destruction, polymorphic microbiomes, unlocking phenotypic plasticity, genomic instability, and
inflammation (30). PARP enzymes are activated when cell suffers oxidative stress that leads to
DNA damage. In normal cells, PARP1, for example, is responsible for correcting DNA single-strand
breaks (SSB) through base excision repair (BER). PARP1 can also promote inflammation by
regulating transcriptional factors, cytokines, and inflammatory mediators (31, 32).

When the cell has a mutation in the BRCA genes and consequently deficiency or depletion
of BRCA 1 or 2 proteins, and cannot correct double-strand errors, it uses PARP1 to guarantee its
survival (figure 1). This compensation mechanism makes PARP an excellent target for targeted
therapies (32). PARP1 is also capable of enabling alternative repair mechanisms like nucleotide
excision repair (NER) (29).

b) c)

DNA damage

A //\ A
N
g N e . 'Y "
= > > = D
PARPi

o e e

rrrrrrrrerrrrrrrnr’ra rTrrrrrrerrrrrrrrrst rrrrrl rrrrrri
Lidt it [AAAANERAN NN AN Liiiiil =LLl

TGenomic insta bility
Cell survival Cell survival Cell death

Figure 1. Response to DNA damage: synthetic lethality. (a) In a normal cell, both pathways are active, so if
the DNA damage promotes DSB, the BRCA mediated pathway will correct it with HR. In case of SSB, the PARP
mediated pathway will use BER to promote cell survival; (b) in a BRCA-mutated cell, the HR pathway will not
be functional, so the cell will use the BER pathway; (c) in a BRCA-mutated cell, if the PARP pathway is
inhibited, the cell is not capable of correcting the DNA DSB and will accumulate errors that will eventually
lead to cell death. DNA Deoxyribonucleic Acid; DSB Double-Strand Break; BRCA Breast Cancer genes; HR
Homologous Recombination; SSB Single-Strand Break; PARP Poly(ADP-ribose) Polymerases; BER Base
Excision Repair; PARPi PARP inhibitor.

Some PARPis are already approved by both the United States Food and Drug Administration
(FDA) and European Medicines Agency (EMA) for use primarily in patients with germline
mutations in DNA repair genes such as BRCA. Olaparib, rucaparib, niraparib and talazoparib vary
slightly in the context in which they are used, but essentially, they are administered in advanced
or relapsed ovarian cancers, human epidermal growth factor receptor type 2 (HER2)-negative
breast tumours or TNBC. The efficacy of these inhibitors in pancreatic and small cell lung tumours
was also demonstrated, regardless of BRCA status (32, 33). Another promising use is in prostate
cancer, where studies have already demonstrated proven efficacy in patients with BRCA
mutations (29).

2.1.1 PARPis mode of action

There are 18 PARP enzymes (PARP1 and PARP2 being the most studied) with slightly
different functions. Knowing what PARP does, helps us to understand how PARPis works. In non-
pathological situation, PARP has several functions, such as DNA repair by binding to the SSB site
and recruiting DNA repair effectors, protection of the replication fork from replication stress, and
transcription regulation of HR genes via the E2F1 transcription factor. Moreover, PARP1
contributes to the HR pathway of DSB by recruiting of molecules like BRCA1 and 2 to DNA damage
sites (32).

The first and most direct mode of action of PARPis is based on the synthetic lethality. This
means that a single genetic event is not enough to cause cell death, but when multiple genetic
events happen simultaneously, the cell cannot survive. When there is a BRCA mutation and the
HR damage repair fails, PARPis will inhibit BER in case of DNA SSB. This way of forcing the
accumulation of errors leads to cell death. Synthetic lethality between PARP inhibition and HR
deficient-cells was confirmed by Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
(CRISPR) screens in 2018 and has revolutionized BRCA-mutated cancer treatment (32,34).

Trends in Biomedical Laboratory Science 2024, Vol. 2, N. 1
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The lack of recruitment of HR machinery like BRCA1 by PARP leads to more stress inside the
cell. With the inhibition of DNA damage repair by the HR pathway, the cell tries to use the non-
homologous end joint (NHEJ) repair pathway, which is an error-prone pathway, often causing
deletions and more errors (32, 35).

PARP inhibitors bind to PARP, trapping the protein at replication fork sites, creating a
blockage and causing the collapse of the replication fork and forcing DSB that are not going to be
repaired, which, therefore, leads to genomic instability (31, 32).

The use of PARPis will create an overload of errors, mitotic catastrophe, and cell death.

2.1.2 Mechanisms of PARPis resistance

More than 40% of patients with BRCA mutation and OC show resistance to PARPis (33), and
with time an increasing number of patients with different types of tumours being treated with
monotherapy with these inhibitors show signs of less response or decrease of overall survival.

The first mechanism responsible for resistance to these drugs is the cell capacity to restore
the HR pathway, usually due to secondary mutations that revert the first one and restore some
protein function. Many authors described reversion mutations in both BRCA1 and 2, often
correcting the reading frame of gene transcription (33, 35). When the HR pathway is restored,
PARPis are no longer useful because the DSB are being corrected anyway.

Epigenetic changes may also be behind resistance to PARPis since methylation of the BRCA1
promoter has already been described as a cause of protein failure, so demethylation of this by
MRNA re-expression may promote the transcription of a normal BRCA1 (33).

Other proteins can be involved in PARPis resistance, such us the increased levels of RAD51,
very common in TNBC, or the downregulation of the early mitotic inhibitor 1 (EMI1) (32, 33).

The cell can also restore the HR pathway in BRCA1 mutation patients by inactivating of NHEJ-
promoting factors, like the TP53 binding proteinl (53BP1), which is regulated by BRCA1, although
the success of this restauration depends on the existence of a functional BRCA2 (32, 35).

During replication, PARP1, BRCA1 and BRCA2 have an important role protecting the
replication forks from degradation. PARPis mediated cytotoxicity depends on dysregulation of this
fork’s reversal. This function can be assured by other proteins, like Ataxia Telangiectasia and Rad3-
related (ATR) kinase, that inhibit the recruitment of nucleases like MRE11 or MUS81 and stop cell
cycle progression and promote stalled forks restauration, ultimately leading to PARPis resistance
(32, 35, 36).

Furthermore, some PARP1 mutations already described confer resistance to the inhibitors
by disturbing PARP trapping. These mutations only have impact in cells with BRCA-deficiency,
because PARP1 and BRCA1 mutations are synthetic lethal (32, 35, 36).

It was showed that some variants in PAR glycohydrolase (PARG) enzyme, which is an
important element of PARP1 trapping, can lead to PARPis resistance (32).

One common problem involving drug administration is drug metabolism and drug cellular
efflux. PARPis are not immune to these variations. Mutations that result in an overexpression of
drugs efflux pumps molecules like the ABCB1 gene, that encodes for the p-glycoprotein (MDR1),
a well-known multi-drug efflux pump, increase the exit of the inhibitors, decreasing their action
(35).

To overcome innate and acquired PARPis resistance, combined therapy strategies are
beginning to be used. Whether target molecules in the tumour microenvironment, modulation of
the immune response or even chemotherapy, many possibilities have already been studied and
are in the process of being approved (31, 33, 35 - 38).

2.2. Combined therapies

The combination of different types of therapies has the potential to increase success and
overcome resistance mechanisms. PARPis combinations are highly under investigation, on several
ongoing phase Il and Ill trials (35-40).

PARPis activate the cyclic GMP-AMP synthase (cGAS)—stimulator of interferon genes (STING)
pathway. This pathway is responsible for the identification of external cytosolic DNA, usually in
cases of infection, and it activates the innate immune system by upregulation of interferons (39).
The continuous breakage of DNA chains leads to the activation of the STING pathway, therefore
recruiting immune cells to the tumour, increasing the expression of PD-L1 and creating an anti-
tumoral environment. The use of immune checkpoint blockade in combination with PARPis is of
interest due to the synergistic effects. Some undergoing studies show that this combination works
regardless BRCA1/2 mutation (MEDIOLA, TOPACIO, and more). The MEDIOLA trial (phase Il), for
example, has assessed the safety of using a combination of the PD-L1 antibody durvalumab with
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the PARP inhibitor olaparib in patients with or without BRCA mutations. This study also studies
different types of cancers, having 4 main cohorts: BRCA-associated BC, BRCA-associated OC,
metastatic gastric cancer, and relapse small cell lung cancer; and has shown an increase of disease
control rate and duration of response (35 - 40).

The PI3K/AKT/mTOR (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase / Akt/mammalian [or
mechanistic] target of rapamycin) pathway is usually dysregulated in many cancers. The idea of
using PI13K inhibitors is based on the regulatory action that this pathway has on BRCA proteins.
The inhibition of this pathway leads to HR deficiency, increasing the action potential of PARPis
(35, 36).

Angiogenesis is one of the hallmarks of cancer and it’s very important in OC. As such, the
combination of PARPis and anti-vascular endothelial growth factor (VEGF) therapies is being
studied. Some phase Il trials are already showing good results, with a small increase of
progression-free survival (PFS) in advanced OC and recurrent OC (35).

More studies assessing other pathways and tumour microenvironment are ongoing.
Multiple combinations with chemotherapy, in both HBOC patients and other solid tumours, are
being published, although these therapies are usually less tolerated by the patients (36).

3. Conclusions

BRCA1/2 germline mutations carriers have a higher risk of developing cancer. There are
several ways to carry out screenings aiming for an earlier diagnosis and a decrease of the risk for
these patients, thus improving quality of life. Knowing that you carry a mutation that has a very
high probability of causing cancer can be challenging and psychologically difficult. These patients
have often seen their immediate family suffer from malignancies, some of whom have died. Fear
of the disease can be unpredictable and lead patients to anxiety and exhaustion. It is very
important to monitor these patients and ensure that they have all the necessary tools (like RRS)
at their disposal to try to prevent cancer or, if it does happen, its early diagnosis and more
appropriate treatment.

Genetic tests for hereditary cancer predisposition represent a huge advance in Oncology,
but we need to choose wisely how to use the available technology. To do that, more specific
guidelines are needed.

The future is personalized medicine, in which each patient receives treatment tailored for
their specific tumour. Many advances are being made in immunotherapy techniques, with gene
editing with CRISPR technology being in the middle of everything.

Therefore, a joint use of clinical criteria, risk model tools and genomic information can
provide the best solutions for cancer.

Understanding the mechanism of synthetic lethality has revolutionized the treatment of
cancers with deficient DNA repair genes, such as breast, ovarian, prostate, and pancreatic cancer.
In BC, studies point to an increased PFS in patients treated with olaparib compared to
chemotherapy alone. It is worth noting that olaparib was also shown to be better tolerated by
patients. In OC, phase Ill trials are showing that the use of PARPis as maintenance therapy in newly
diagnosed advanced cancer represent a significantly increase on PFS.

Genetic screening of BRCA mutation, even in individuals who do not meet the criteria to
HBOC, allows monitoring and surveillance for various types of cancer. Searching for BRCA status
in tumour samples also gives light to what type of treatment will have the best results.
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Abstract: A importancia central dos testes de diagndstico in vitro (DIV) e da informagdo por eles
proporcionada é hoje inquestiondvel, constituindo-se numa ferramenta essencial na pratica clinica,
influenciando entre 60-70% das decisdes clinicas. Sdo ainda requeridos por cerca de 80% das guidelines
clinicas para estabelecer um diagndstico ou gerir o processo de doenga ou via terapéutica (Clinical Pathway).
Por outro lado, a evidéncia recente sugere que aproximadamente 25-40% dos testes solicitados sdo de
alguma forma questiondveis num determinado contexto clinico, e que até 30% podem ser considerados
inapropriados. Num contexto de recursos financeiros limitados, torna-se por isso uma prioridade do
laboratério clinico a implementagdo de estratégias de uso racional de uma forma holistica e que inclua as
partes interessadas relevantes. Apresenta-se como modelo a guideline CLSI-49 e incluem-se propostas de
melhoria que qualquer laboratério clinico pode perseguir.
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seguranga; CLSI-GP49 guideline; Estratégias de intervengdo; Cuidados de saude baseados nos resultados.

1. Introducao

O laboratério clinico tem nos nossos dias um papel essencial na qualidade e seguranca com
que sdo prestados os cuidados de saude. Para garantir essa qualidade os testes laboratoriais (ou
de diagndstico in vitro — DIV) solicitados devem estar suportados numa logica de valor na via
terapéutica, serem executados no momento adequado e na amostra apropriada. Dada a
constante evolucdo cientifica e a descoberta de novos biomarcadores, o menu de testes
disponiveis é atualmente cerca de 3500 (1), o que significa que uma porgdo significativa se tem
tornado irrelevante em determinados contextos clinicos. A continuada utilizacdo de testes de
baixo valor clinico ou desnecessdrios, acompanhada da elevada frequéncia com que sao
solicitados é um desperdicio de recursos para a sociedade que poderiam ser alocados noutras
intervengGes. O uso inapropriado dos Testes de DIV é hoje tema de investigagdo e uma
preocupacdo dos profissionais de laboratdrio, verificando-se variagGes significativas entre
clinicos, instituicGes, regides e paises (2,3), demonstrando a importancia do seu uso racional na
devolugdo de cuidados de saude custo-efetivos. Procuramos nesta revisao elencar o valor e
beneficios dos Testes de DIV, os custos incorridos para o sistema de saude, as causas de uso
inapropriado, iniciativas para a gestdo e implementagdo de uso apropriado e propostas para a
melhoria da sua utilizagdo nas instituicdes de saude.

2. Propésito e Valor dos Testes de Diagndstico in vitro

Os Testes de DIV, muitos dos quais se traduzem na medi¢ao de biomarcadores, sdo exames
realizados em ambiente laboratorial para atingir um beneficio clinico ou impacto positivo para o
paciente, que resulta das suas caracteristicas de desempenho analitico e clinico suportados pela
evidéncia clinica (4). Assim, os Testes de DIV sdo solicitados pelos clinicos num determinado
contexto, tendo por isso em vista diferentes propdsitos ou objetivos de saude (5-7),
nomeadamente:

a) A detegdo ou a exclusdo de determinadas patologias, permitindo a identificacdo e
confirmagdo de um diagndstico mais preciso no ambito da doencga aguda;
b) O diagnéstico precoce de uma ampla variedade de condigGes médicas, potenciando

iniciar uma intervencdo de maior eficécia;
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c) Como guia para a admissdo e alta hospitalar;

d) A avaliagdo da gravidade da doenga (estratificacdo de risco), de forma a prever a sua
evolucdo (progndstico) e acompanhar a respetiva progressao, fornecendo informacéo
crucial, nomeadamente na avaliacdo da eficacia da resposta ao tratamento;

e) A selecdo do tratamento mais adequado com base nas caracteristicas individuais dos
doentes, contribuindo para resultados mais eficazes e maiores ganhos em saude,
evitando reagdes adversas;

f) A gestdo da doenca crdnica, permitindo a monitorizagdo ou vigilancia da sua
progressao, o ajuste ou a paragem do tratamento em conformidade com a informacgdo
disponibilizada;

g) Aavaliagdo do cumprimento de um tratamento ou intervencao;

h) A detecdo e prevencdo de erros de medicagao;

i) Determinar a seguranca e compatibilidade com potenciais recetores;

j) A prevencdo da propagacdo de doengas infeciosas, ao possibilitar informacdo para a
interrupgao das cadeias de transmissao;

k) A determinacdo de fatores de risco associados a patologias especificas;

I) A andlise da predisposicdo genética para determinadas doencas, o que permite aos
utentes conhecer o risco de desenvolvimento de doencas hereditdrias e tomar
decisdes mais informadas acerca da sua saude;

m) AvaliagBes para efeitos médico-legais.

A importancia central dos Testes de DIV e da informagdo por eles proporcionada é
inquestionavel, constituindo-se numa ferramenta essencial na pratica clinica, influenciando entre
60-70% das decisdes clinicas (8). Sdo ainda requeridos por cerca de 80% das guidelines clinicas
para estabelecer um diagndstico ou gerir o processo de doencga ou via terapéutica (Clinical
Pathway) (5).

3. Custos, Beneficios e Uso Inapropriado dos Testes de Diagndstico in vitro

Esta centralidade dos Testes de DIV traz custos acrescidos para os sistemas de saude devido
ao aumento da demanda laboratorial, pela inovagao e complexidade crescentes, pelo aumento
da populagdo com doengas crénicas e da esperanga de vida, mas também pela forma como sdo
utilizados pelos clinicos.

Segundo dados do Conselho de Finangas Publicas (9) em 2021 a despesa em cuidados de
saude ascendeu a 23,9 MM Euros, cabendo ao Servigo Nacional de Saudde (SNS) 12,4 MM Euros.
Nesse mesmo ano foram realizados 191,7 milhdes de atos complementares de diagndstico e/ou
terapéutica nos hospitais portugueses, sendo que as andlises clinicas com 129,3 milhdes foram
destacadamente o principal ato complementar, sendo 88% efetuadas em hospitais publicos (10).
Segundo as estimativas de 2017 do INE-PORDATA (11) as andlises clinicas representaram 2,3% da
despesa do SNS, valor que compara com dados internacionais (12). Contudo, e segundo a
APIFARMA (7) os custos totais imputados ao processo incluindo despesas com pessoal e
manutengdo das instalagdes podem aproximar-se de 5% das despesas em salde, o equivalente a
1,2 MM Euros.

Trends in Biomedical Laboratory Science 2024, Vol. 2, N.* 1



Trends in Biomedical Laboratory Science 2024, Vol. 2, N.° 1 14 of 86

Perante um ambiente adverso de crescimento da despesa com cuidados de saude
combinado com a finitude de recursos e subfinanciamento crénico do SNS, torna-se crucial a
adocdo de estratégias de uso racional e apropriado dos Testes de DIV baseadas nas necessidades
clinicas e que se traduzam em valor para o doente e para a sociedade em geral. Isto implica
garantir que:

a) O teste correto é requisitado para uma condigado clinica apropriada;

b) A amostra é colhida de forma correta e no momento adequado;

c) O laboratério executa os testes requeridos de forma precisa, exata e em tempo util;

d) O teste providencia informacgao clinica util que é interpretada corretamente e que se

traduz numa agdo apropriada (13);

e) Sdo obtidos beneficios clinicos e econémicos.

Importa por isso assegurar a atualizagdo continua da relevancia clinica de determinadas
investigacdes laboratoriais mais antigas e de menor valor, assim como guiar novas
implementacGes de Testes de DIV suportadas numa légica de valor permitindo aos clinicos e
partes interessadas tomar melhores decisGes sobres os cuidados a prestar, através de analises de
custo-beneficio e/ou ganhos associados & qualidade de vida ajustados a idade (QALY’s) (14,15).
Nesse sentido trés questdes devem ser colocadas (16):

a) Um teste de DIV muda a maneira como um médico pensa sobre um paciente?

b) Essa mudanca de pensamento altera a forma como o médico trata o paciente?

c) Essa mudanga no tratamento do paciente afeta o resultado clinico (i.e., mortalidade /

morbilidade / redugdo de estadia / reducdo de antibidticos / custos de tratamento)?

A resposta a estas trés questdes teria preferencialmente como resultado final o uso racional
e apropriado dos Testes de DIV no momento adequado e em intervalos recomendados,
assegurando que testes ndo beneficidrios ndo sdo requisitados (17). Contudo, tanto a experiéncia
laboratorial como a evidéncia cientifica crescente sugerem que uma porgao significativa sdo
redundantes ou duplicativos, fazendo com que um Teste de DIV seja repetido demasiado cedo
para providenciar informacdo util (18-20). Numa meta-analise abrangendo 15 anos (1997-2012)
Zhi et al. (21), estimaram a taxa de sobre utilizagdo de Testes de DIV em 20.6% e por outro lado a
taxa de subutilizagdo em 44,8%. Em 2017 Sarkar et al. (22), reportaram uma taxa de uso
inapropriado de 78% em doentes com problemas da hemostase, 34% e 61% dos quais devido a
sobre e subutilizagdo respetivamente. Driskell et al. (23), estimaram o uso inapropriado da HbAlc
em 21%.

O uso inapropriado tem também sido relacionado com o facto de muitos pedidos de Testes
de DIV ndo serem suportados por protocolos adequados e acordados (guidelines ou consensos
internacionais / locais / organizacionais, algoritmos, ou diretivas administrativas), e ainda por
ocorrerem variagdes nos padrdes de requisicdao dos clinicos influenciados por multiplos fatores,
incluindo falta de experiéncia e incerteza (24,25). Frequentemente os clinicos solicitam Testes de
DIV numa estratégia “defensiva” de modo a obviar a eventual responsabilidade por negligéncia
médica, sobretudo em ambiente de urgéncia, mesmo que na verdade ndao melhore a qualidade

geral do atendimento ao paciente (26). Por vezes sdo induzidos pelos préprios pacientes a solicitar
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um teste, mesmo quando ndo acreditam que seja clinicamente adequado, devido ao seu
conhecimento e expetativas (27,28). Grandes instituicGes de salde com muitos profissionais
enfrentam o desafio adicional de que um clinico pode ndo estar ciente de que um teste ja foi
solicitado por outro colega, contribuindo para a duplicacdo de testes (29), a qual é detetada no
laboratdrio apenas quando o resultado ja foi obtido. A esta situacdo estd implicitamente ligada a
sensagao de que a execugao dos Testes de DIV é facil, rdpida e barata, ndo havendo por parte dos
clinicos a nogdo real do custo e por vezes do conceito ou das caracteristicas técnicas dos testes
(sensibilidade e especificidade; valor preditivo; variagdo bioldgica; intervalos minimos de
testagem; diferenca critica entre medi¢Ges consecutivas) (30), sobretudo dos mais inovadores e

complexos (31). Todas estas questdes contribuem para a entrega de menor valor em sadde.

Segundo a Norma CLSI GP49-ED1 (13) existem cinco causas principais que levam ao uso
inapropriado dos Testes de DIV, nomeadamente:

a) Selecdo inapropriada do teste, incluindo sobre utilizacdo (definida como a realizagdo
de um teste cujo resultado tem pouco ou nenhum efeito no cuidado do paciente);

b) Selecdo incorreta do procedimento (metodologia / tempo de resposta);

c) Subutilizagdo ou omissdo de um teste (quando um clinico ndo solicita um teste que
possa afetar positivamente os resultados do paciente);

d) Interpretagdo incorreta dos resultados;

e) Falha no seguimento clinico dos resultados do teste.

Qualquer uma das causas reduz o valor de testar, podendo resultar em erros diagndsticos e
eventos adversos. Compreender as razdes de uso inapropriado dos Testes de DIV contribuird para o

desenvolvimento de solugdes para melhorar a sua utilizagdo e mitigar os efeitos indesejaveis (13).

4. |Iniciativas para a Gestao e Uso Apropriado dos Testes de Diagndstico in vitro

E neste ambiente que tém surgido varias iniciativas internacionais no ambito do uso racional
e apropriado dos Testes de DIV, a mais notavel das quais a Choosing Wisely da American Board of
Internal Medicine Foundation (2012) em parceria com mais de 80 Sociedades Médicas de
multiplos paises (32). Esta campanha resultou em mais de 700 recomendacdes (ABIM Foundation,
2023) relativas ao uso de Testes de DIV ou praticas médicas, tendo como alvo na maioria dos casos
a sua ndo realizacdo quando carecem de evidéncia cientifica, podem ser duplicativos, prejudiciais

ou simplesmente desnecessarios. (33). Na Tabela 1 destacam-se algumas das recomendacdes.

Tabela 1. Exemplos de recomendac¢des Choosing Wisely (Adaptado de Baird, 2019).

Ndo repetir eletroforese de hemoglobina em pacientes com resultado prévio e que ndo requeiram
intervengdo terapéutica ou monitorizagdo dos niveis das variantes;

N3o testar os niveis de proteina C e S ou antitrombina durante um evento de coagulagdo ativo;

N3do solicitar serologia de Helicobacter pylory. Usar o antigénio fecal ou teste respiratério;

N&o solicitar amilase na pancreatite aguda. Testar lipase;

N3do solicitar mioglobina e Creatina quinase-MB no enfarte agudo do miocardio. Testar troponina l ou T;
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N3do solicitar velocidade de sedimentagdo para investigar inflamagdo em pacientes ndo diagnosticados.
Testar proteina C reativa;

Nao executar screening populacional de deficiéncia de vitamina D;

Nao pesquisar toxina de Clostridium difficile para confirmar a cura se os sintomas resolveram;

Nao solicitar um teste genético duplicado para uma condi¢do adquirida, a ndo ser que exista incerteza
sobre a validade do resultado obtido;

N3o executar hemograma e testes de quimica clinica de forma repetitiva em doentes estdveis clinica e

laboratorialmente.

No Canada, a iniciativa Choosing Wisely (CWC) estendeu-se de forma interessante a
elaboracdo de recomendagdes direcionadas a varias praticas laboratoriais que os profissionais
devem questionar (Tabela 2), devido ao seu potencial de causar dano ao paciente ou gerar
desperdicio (34).

Tabela 2. Exemplos de recomendag¢des CWC para Profissionais de Laboratério Clinico (Adaptado de VanSpronsen, 2022).

Objetivo Recomendagdo
Limitar a sobre utilizacdo Ndo apoiar a testagem repetitiva a uma frequéncia que ndo seja suportada
de Testes de DIV por evidéncia clinica

Encorajar o desenvolvimento de testes reflexo, algoritmos e sistemas de
suporte a decisao

Ndo permitir a entrada de solicitagdes permanentes sem uma data de

revisao
Limitar a quantidade de Nao colher mais sangue do que o necessario
sangue colhido Usar tubos mais pequenos

Considerar a adicdo de testes a posteriori
Reduzir ou combinar solicitagdes duplas

Nao colher tubos extra em antecipacao

Melhoria do julgamento N3o repetir por rotina resultados criticos dos analitos mais comuns antes
profissional de reporte, particularmente se o doente tem histérico de resultados
similares

Nao proceder com o teste ou reporte quando a qualidade da amostra ou a

informacdo do paciente é suspeita

Outra importante iniciativa partiu da Associacdo de Bioquimica Clinica e Medicina de
Laboratério (ACBLM) do Reino Unido com o apoio do Colégio de Patologistas (RCP) e Instituto de
Ciéncia Biomédica (IBMS) (2013), instituindo intervalos minimos de re-testagem — IMR’s (i.e.;
tempo minimo antes que um teste seja repetido, com base nas caracteristicas do teste e na
situagdo clinica especifica em que é utilizado) em Testes de DIV de diversas valéncias laboratoriais
(35). Esta guideline atualizada em 2021 (36) procura harmonizar o processo de solicitagdo de

Testes de DIV evitando desperdicios em testes desnecessarios, economizando dinheiro e
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otimizando o cuidado dos pacientes (Tabela 3). A frequéncia com que um Teste de DIV deve ser

repetido, se for o caso, deve basear-se em varios critérios, nomeadamente:

a) As propriedades fisioldgicas;

b) A semi-vida e varia¢do bioldgica expectavel (diaria, circadiana, sazonal);

c) Aspetos analiticos incluindo valor critico de mudanca (delta) ou taxa de variagdo;

d) Requisitos de tratamento e monitorizagao, incluindo a probabilidade dum resultado

alterar a tomada de decisdo;

e) A Guideline estabelecida.

Tabela 3. Exemplos de IMR’s ACBLM/RCP/IBMS (2021).

Situagdo Clinica

Recomendagdo

Monitoriza¢do dos niveis de potassio (K*) na
terapia com digoxina

Carbamazepina

Fosfatase alcalina (ALP) e proteinas totais em

cuidados agudos

y-glutamil transferase (GGT) e bilirrubina
conjugada em cuidados agudos

Investigacdo do Sindrome Anti-fosfolipidico
apds completar a anticoagulagao

Pesquisa de  Staphylococcus  aureus
Meticilina-Resistente (MRSA)

Eletroforese de proteinas (soro)

8 dias apds inicio ou alteracdo dose terapéutica;
anualmente se nao houver alteragcao

Seis meses

Testar em intervalos semanais;

ALP com maior frequéncia no contexto de alteragdes
colestaticas agudas

Testar em intervalos semanais

Pelo menos 7 dias apds a paragem da anticoagulagao

Sete dias

Trés meses

Por outro lado, em 2017 o Clinical Laboratory Standards Institute publicou a Norma GP49-
ED1 que serve de orientacdo para o estabelecimento e manutencdo de um programa eficaz de
utilizacdo de pedidos laboratoriais. Esta norma destaca que estes programas devem
preferencialmente ser geridos por equipas multidisciplinares (ComissGes), abrangendo pessoas
interessadas na tematica, empenhadas e comprometidas, tanto do laboratério como de
especialidades médicas e até da administracdo hospitalar, e que aportem conhecimento
diversificado (37). Estas equipas devem:

a) Estabelecer o ambito e objetivos da comissao;

b) Estabelecer a agenda de reunides;

c) Estabelecer as iniciativas a priorizar;

d) Gerir o progresso das iniciativas;

e) Efetuar a colheita e analise de dados;

f) Implementar as melhorias propostas e monitorizar mudangas
g) Rastrear e reportar sucesso.

Apesar do foco destas e outras iniciativas estar habitualmente direcionado para a sobre

utilizacdo de Testes de DIV, as organizagdes ndo devem descurar as causas de subutilizagdo, as

quais embora menos estudadas podem trazer consequéncias clinicas desfavoraveis (13),

incluindo:
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a) Diagndstico incorreto ou tardio;

b) Hospitalizagdo desnecessaria ou aumento do tempo de internamento;
c) Aumento dos custos para o paciente e/ou para a unidade de saude;
d) Exposicdo a responsabilidade por negligéncia;

e) Insatisfacdo dos pacientes.

5. Implementacdo de Estratégias de Uso Apropriado de Testes de DIV segundo a Norma CLSI
GP49

5.1 Intervengdes Educacionais e Feedback
Feedback prospetivo — Implementagao de medidas educacionais anteriores a prescrigao,

nomeadamente reunides com varios servicos de modo a perceber as necessidades e
oportunidades de melhoria (38); disseminacdo de guidelines, recomendacdes e algoritmos
baseados na evidéncia; educac¢do dos pacientes sobre o porqué da realizacdo dos testes de modo
a evitar falhas no controlo terapéutico; consultoria direta pelo patologista clinico no ambito de um
plano diagndstico; suporte informatizado a decisdo, incluindo custo do teste, tempo de resposta,
comentdrios ou alertas de redundancia (30,38).

Feedback Retrospetivo — Benchmarking por volume ou padrdes de requisi¢do consoante o
perfil clinico (Urgéncia, Especialidades Médicas); auditorias focadas na avaliagdo das praticas de
requisicdo em comparagdo com as recomendagOes estabelecidas (2); benchmarking

interinstitucional de modo a identificar situagdes inesperadas de uso inapropriado.

5.2 Controlo dos Pedidos Laboratoriais

Uso de Painéis ou Menus de Testes — A configuracdo de painéis (revistos anualmente com
os utilizadores) (2), por locais especificos (internamento ou consulta), por especialidades médicas,
por perfis diagndsticos (maior nimero de testes e por isso mais sensivel) ou por doenga-especifica
e de monitorizagdo (menor nimero de testes e por isso mais especifico) € um modo de otimizar a
eficiéncia dos pedidos, facilitar escolhas corretas e eliminar praticas inapropriadas, devendo incluir
menus menos acessiveis a testes de segunda linha; testes de baixo valor clinico ou obsoletos
devem ser removidos dos painéis (2, 39).

Testes Reflexo e Algoritmos — Protocolos reflexo reduzem a utilizacdo desnecessaria e
asseguram o follow-up adequado, através de testes de screening para determinar se sdo
necessarios testes adicionais (i.e. — Ac. Totais Sifilis = Rapid Plasma Reagin (RPR) + IgM; Anticorpos
Anti-Nucleares (ANA) = anti-Sm, anti-SSA, anti-SSB; Anticorpos Anti-Citoplasma de Neutréfilo
(ANCA) - anti-proteinase-3 e myeloperoxidase (40); Antigénio Especifico da Prdstata (PSA) - PSA
Livre; Hormona Estimulante da Tiréide (TSH) - Tiroxina Livre (FT4); Hipocalcemia - 25-
Dihidroxivitamina D) (30), ou para garantir que testes ndo solicitados sdo realizados (i.e. —
Anticorpos anti-Virus da Hepatite C (Anti-HCV) + = Acido Ribonucleico de HCV) (13); a
incorporacdo de algoritmos nos painéis (usualmente incluidos em recomendagdes de boas
praticas) ajudam a garantir que os clinicos solicitam os testes mais apropriados em cada cendrio e
momento especifico (i.e. — Serologia de Hepatites em didlise) (41).

Limitar a Disponibilidade — As estratégias para limitar a disponibilidade interrompem

deliberadamente a realizagdo de um teste no momento em que o pedido é feito ou apds a colheita
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da amostra, mas antes do inicio do teste. Estes tipos de intervengGes devem ser baseados em
politicas e protocolos aprovados em colaboragdo com as especialidades médicas. Quatro
estratégias poderao ser implementadas:

1. Cancelamento automatico de pedidos baseado em regras, nomeadamente frequéncia de
testagem (periodo de tempo — IMR’s) (38,39), resultados prévios (i.e. — Factor V Leiden;
Polymerase Chain Reaction (PCR) de Mycobacterium Tuberculosis; etc.), sem resultados
concordantes (i.e. — Antigénio e da Hepatite B (HBeAg), Anticorpo e da Hepatite B (HBeAc))
e experiéncia e competéncia clinica no uso e interpretagdo do teste (i.e. —testes genéticos
moleculares);

2. Configuragdo de painéis ou menus de testes;

3. Desabilitar a colocagdo de pedidos didrios para alguns ou todos os testes, segundo
protocolo, ou estabelecer limites de tempo para agendar pedidos futuros dado o pouco
valor clinico acrescentado, e potencial dano para o paciente (i.e. — agravamento de anemia
em internamento prolongado) (42);

4. Rever e reter pedidos antes de realizar os testes — Testes de elevado custo ou efetuados
em laboratdrios referenciados devem ser avaliados por patologista ou especialista clinico
quanto a adequacdo técnica, tendo em conta sobretudo a disponibilidade da informacdo
clinica e de resultados associados (i.e. — PCR para micobactérias, fungos e virus no Liquido
Cefalo-raquideo vs contagem celular e medi¢do de proteinas); obrigatoriedade de
formuldrio escrito para testes de segunda ou terceira linha que requeiram a aprovagao de
subespecialistas (i.e. — testes genéticos moleculares) (Figura 1); anulagdo pela caracteristica
da amostra (i.e. — pesquisa de Toxina de C. difficile em amostras ndo diarreicas); anulagdo
de pedidos invélidos (i.e. — PSA livre com PSA total <4 ou >10 ng/mL), ou redundantes (i.e.
— Velocidade de Sedimentac3o e proteina C reativa; ureia na fung3o renal; amilase na
pancreatite aguda (43) e Creatina Fosfoquinase (CPK) e Creatina quinase-MB (CK-MB) no

Sindrome Coronario Agudo (3)).

Figura 1. Exemplo da Estrutura de um Formulario Laboratorial (Adaptado de CLSI GP49, 2017).

Revisdo e

Aprovagéio Testes incomuns ou raramente solicitados, que

requerida podem ter utilidade questionavel ou requeiram
revisao e justificacdo de alto nivel por uma equipa

. designada para prosseguir com os testes
Justificagdo Requerida

Painéis diagnésticos e de

Pedidos limitados a Clinicos de N ——

Especialidades selecionadas

Pedidos disponiveis a todos os
Clinicos
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5.3 Seleg¢do Apropriada e Aplicagdo dos Procedimentos Laboratoriais

Os procedimentos laboratoriais e os manuais institucionais devem detalhar claramente os
requisitos de colheita (incluindo necessidade de jejum, dieta especifica ou medicagdo),
transporte, processamento e manutencao da integridade das amostras, de modo que estas sejam
de boa qualidade. A obtencdo de amostras inapropriadas (i.e. — hemolisadas, coaguladas, mal
identificadas ou contaminadas) pode ser detetada por delta-checking, e ainda assim originar
resultados e interpretagdes clinicas erréneas se ndo ocorrer essa avaliagdo prévia. O momento da
colheita é especialmente importante na gestdo da medicagdo para evitar falsa toxicidade ou
resultados sub-terapéuticos. Os métodos escolhidos para a realizagdo dos testes devem deter
sensibilidade aceitdvel para proporcionar a melhor informagdo diagndstica, e se possivel
contribuirem para a redugdo da pegada ecoldgica. Os clinicos devem estar informados sobre o
tempo de resposta habitual (incluindo em situagGes especiais como fim-de-semana, noites e
férias) para o processamento e reporte dos resultados, uma vez que estes perdem valor quando

ocorrem atrasos ndo expetaveis (13).

5.4 Utilizagao dos Resultados Laboratoriais

De modo a melhorar a sua utilizagdo, os profissionais de laboratdrio devem assegurar, onde
adequado, a interpretacdo dos resultados (auxilio na compreensdo do significado), recomendar
testes subsequentes (se aplicavel), e promover a disponibilizagdo em tempo Util para o clinico,

incluindo a notificagdo de valores criticos que necessitam de tomada de decisdo imediata (13,44).

5.5 Métricas de Desempenho e Identificagdo de Oportunidades

Idealmente, o desenvolvimento de métricas é estabelecido antes do inicio da intervencgao, o
que assegura a avaliacdo e analise de dados apropriada, a determinac¢do do ambito do projeto e
dos objetivos ou critérios de sucesso, o seguimento de tendéncias e reduz o risco inadvertido de
multiplas hipoteses. Estas devem permitir: capturar todos os efeitos clinicos e operacionais da
iniciativa de utilizacdo em avaliagdo; excluir de forma exata alteracGes nos resultados clinicos e
operacionais ndo relacionados com a iniciativa; atingir poder estatistico suficiente; ser concisas e
facilmente interpretaveis. Um dos maiores desafios ao desenvolvimento de métricas é o acesso a
dados de forma facil e precisa de modo a desenvolver analises pré e pds intervengao (13).

A identificagdo de oportunidades de melhoria deriva frequentemente de observagdes
pessoais de mas praticas de utilizagdo, discussdo com colegas ou através de revisdo da literatura
cientifica. Contudo abordagens analiticas permitem detetar padrdes e tendéncias populacionais
mais subtis de uso inapropriado, selecionar estratégias viaveis e priorizar iniciativas, uma vez que
as equipas envolvidas apenas terdo tempo e recursos para perseguir um subconjunto
potencialmente util das mesmas num determinado periodo de tempo (13, 38). Nesse sentido é
boa pratica o uso do principio de Pareto, através do qual 80% dos objetivos sdo atingidos com 20%
do empenho (30). Identificar o valor e o propdsito de uma iniciativa tanto ao nivel organizacional
como laboratorial quando o foco sdo as boas praticas (fazer o correto de acordo com a evidéncia),
contribui para maior envolvimento dos clinicos, permitindo uma boa andlise pds-intervencdo

nomeadamente quanto a melhoria cuidados de saude e reducdo de custos (13, 38, 43).

Trends in Biomedical Laboratory Science 2024, Vol. 2, N.* 1



Trends in Biomedical Laboratory Science 2024, Vol. 2, N.° 1 21 of 86

Frequentemente os laboratdérios comegam com projetos que envolvem testes referenciados
e de alto custo, uma vez que o efeito financeiro da utilizagdo apropriada é facilmente rastreavel
porque os custos sdo capturados separadamente (i.e. — custo do teste x testes desnecessarios ndo
referenciados). A redugdo de custos constitui uma importante medida de sucesso dum projeto e
deve ser calculada de forma precisa para justificar os recursos alocados a iniciativa.

Em ambiente de internamento os Testes de DIV sdo habitualmente custeados como parte
global do Grupo de Diagnéstico Homogéneo (GDH — grupos clinicamente coerentes e similares do
ponto de vista do consumo de recursos) (45), pelo que a redugdo do volume ou nimero de testes
realizados ndo afeta as receitas da instituicdo, e é por isso um forte incentivo para que se
desenvolvam estratégias de uso apropriado (13). Na Tabela 4 explicitam-se questdes-chave que
ajudam a identificar oportunidades de melhoria e a selecionar a estratégia de gestdo de utilizagdo

mais adequada.

Tabela 4. QuestGes Chave na Gestdo da Utilizacdo de Testes de DIV (Adaptado de CLSI GP49-ED1).

Aplicacao

Questao

Identificagdo de
potenciais
oportunidades de

melhoria

A requisicao do teste reflete as guidelines estabelecidas localmente?

Os testes sdo solicitados no ambiente expectdvel (i,e. — internamento vs consulta externa, doencas

infeciosas vs cirurgia ortopédica)?
Testes de uso Unico (i.e. — testes genéticos) sdo repetidos no mesmo paciente?
Os testes sao solicitados nos intervalos expectdveis?

Existe variagdo nas taxas de utilizacdo entre médicos que observam pacientes similares, e que ndo é

explicada por fatores clinicos?
S3do solicitados testes de segunda-linha antes de obter os de primeira-linha?

O “rendimento” do teste (i.e. —taxa de resultados anormais ou distribuicdo de resultados numéricos),

esta conforme o esperado?
Existe variacdo inexplicavel de rendimento do teste entre médicos requisitantes?

Existem mudancas inesperadas nas taxas/padrdes de utilizacdo? Se sim, podem ser identificadas (i.e.

— determinado clinico, painel, etc.)?

Qual é a origem e o formato dos pedidos (i.e. — modelos, painéis, pedidos Unicos, pedidos escritos em

papel, pedidos diarios recorrentes)?
Como é que os padrdes de utilizagdo se comparam com os de instituicdes pares?

S3do solicitados varios testes para o mesmo paciente e finalidade semelhante sem justificacdo clinica

(i.e. - serologia e PCR para o mesmo agente infecioso)?

“Qual é o custo do teste?” e/ou “O reembolso/seguro cobrira o custo do teste?”

Selecdo da
estratégia de
gestao

adequada

O teste é solicitado por quantos médicos, especialidades ou tipos de praticas?

Qual o volume geral do teste? Qual o volume de testes em diferentes periodos do dia e da semana)?
Quem esta a solicitar o teste?

Como é que o teste é solicitado?

Os médicos consultam (manual de colheitas / telefonema) o laboratério antes da requisi¢cdo do teste?
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Sdo identificados critérios clinicos que ajudam a prever resultados anormais?

Qual a economia de custos estimada se for adotada uma estratégia de gestdo?

6. Propostas para a Melhoria da Utilizacao de Testes de DIV nas Instituicdes de Saude

Tendo em conta a revisao da literatura efetuada, suportada pelas iniciativas de gestdo e uso

apropriado de Testes de DIV descritas, assim como pelas boas praticas de gestdo laboratorial, enunciam-

se as seguintes propostas de melhoria que qualquer laboratério clinico pode perseguir, nomeadamente:

a)

b)
<)

d)

Criagdo de comissdes de utilizagdo de Testes de DIV;

Realizagdo de sessdes formativas direcionadas aos clinicos na dtica da prescrigdo;
Realizagdo de sessGes formativas direcionadas ao pessoal que efetua colheita de produtos
bioldgicos;

Divulgacdo das principais causas de ndo conformidade e respetiva estatistica junto dos
profissionais de saude que sdo parte interessada;

Disponibilizacdo do tempo de resposta dos Testes de DIV nos manuais de colheitas;
Eliminagdo de eventuais testes obsoletos dos programas informaticos;

Restringir a colocagdo de pedidos diarios (ou com poucas horas de diferenga) que ndo
acrescentam valor clinico em doentes bem controlados, tanto do servigo de urgéncia como
do internamento;

Desenho de painéis ou menus de testes adaptados a cada realidade clinica tendo por base a
melhor evidéncia (guidelines);

Auditoria da efetividade dos painéis de testes nas condi¢des determinadas;

Restringir a solicitacdo de testes especificos a vias terapéuticas designadas ou especialidade
médica (i.e. — Troponina I; Procalcitonina; Vitamina D, etc.);

Revisdo por pares ou Subespecialistas de testes de elevado custo;

Integracdo de algoritmos de cancelamento e de adigdo automatica de testes de segunda

linha;

m) Criagdo, divulgacdo e integragdo de intervalos minimos de testagem nos sistemas

n)

o)

p)

q)
r)

s)

t)

u)

informaticos;

Disseminacdo de informacdo sobre praticas clinicas e laboratoriais que carecem de evidéncia
cientifica ou utilidade clinica, e que devem ser desencorajadas ou eliminadas;

Criacdo e divulgacdo duma lista de valores criticos;

Onde possivel, incluir no relatério o valor critico de mudanca (Reference Change Value —
RCV);

Incluir nos relatérios a metodologia de teste;

Implementagdo de metodologias de teste com o mais elevado padrdo de qualidade atingido;
Entrega de amostras e marcagdo de analises provenientes da consulta externa tendo em
conta o momento da utilidade clinica;

Ajuste do horario de colheita para solicitagdes que nao justificam jejum prolongado;
Identificar oportunidades de melhoria na utilizagdo de Testes de DIV;

Divulgagdo dos resultados das iniciativas empreendidas.
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7. Conclusao

O valor e importancia dos Testes de DIV na saude e na economia esta bem estabelecido,
contudo a evidéncia recente sugere que aproximadamente 25-40% dos testes solicitados sdo de
alguma forma questiondveis num determinado contexto clinico, e que até 30% podem ser
considerados inapropriados (30). E por isso evidente que uma grande porcdo dos Testes de DIV
ndo contribui para uma efetiva tomada de decisdo, ndo proporcionando valor no contexto dos
cuidados de saude.

Num ambiente de recursos limitados e de otimizagdo dos cuidados, torna-se por isso
fundamental a implementagdo holistica de estratégias de gestdo de Uso Racional / Apropriado dos
Testes de DIV, cujas iniciativas devem partir de dentro do laboratério (responsavel pela
implementacgdo dos testes) e incluir outras partes interessadas de modo a garantir o envolvimento
e melhor aceitacdo. Sendo uma tarefa multidisciplinar, trata-se, portanto, também de uma
oportunidade para conhecer e colaborar de forma aberta com profissionais com perspetivas
diferenciadas, o que contribuira para decisGes mais informadas e para o sucesso e sustentabilidade
das iniciativas.

As propostas enunciadas pretendem ser um contributo para uma medicina laboratorial mais
proativa, mais visivel, mais sustentavel e mais focada no nivel de valor entregue, de preferéncia
no contexto da integragdo em vias terapéuticas nas quais os testes sdo usados (14), ndo
descurando a qualidade da performance analitica e custo de entrega. Sdo expectaveis beneficios
em testes de trabalho intensivo, e por outro lado, a realizagdo de menor niumero de testes de baixa
utilidade ou redundantes, ajudando a melhorar o tempo de resposta do laboratério em favor de
testes de maior complexidade e utilidade clinica. Eventuais melhorias de eficiéncia podem
traduzir-se em diagndsticos mais atempados, monitorizagdes e tratamentos mais efetivos,
estadias menos prolongadas tanto no internamento como na urgéncia e maior satisfacdo dos
pacientes.

O nivel atual de informatizagdo da solicitagdo de Testes de DIV e a criagdo de Unidades Locais
de Saude, tem o potencial de ampliar os beneficios do conceito de uso racional, uma vez que
médicos em diferentes ambientes de prestagdo terdo acesso a resultados prévios ou pendentes
de um determinado paciente, permitindo selecionar apenas os testes necessarios evitando
desperdicios. A educacdo dos clinicos e dos pacientes é aqui um ponto de extrema relevancia.

Concluindo, a implementacdo de melhores praticas de uso racional e apropriado dos Testes
de DIV visam melhorar a qualidade e seguranca das decisGes tomadas sobre os cuidados de saude,

de forma custo-efetiva e centrada nos resultados do paciente.
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Abstract: Immune Checkpoint Inhibitors (ICl) are a remarkable approach to Non-Small Cell Lung Cancer
(NSCLC) treatment. However, most patients may develop primary or acquired resistance. The expression of
programmed cell death protein ligand 1 (PD-L1) is the only current companion diagnostic, but limitations in
this marker are described. We aim to highlight the current knowledge of immunotherapy resistance mecha-
nisms and identify possible supporting biomarkers in NSCLC patients. For this systematic review, we con-
ducted a search on the PubMed database. English language, Free-full text articles were initially imposed and
all manuscripts out of the main context were excluded. The quality of the evidence was assessed with the
ROBVIS risk of bias tool. This systematic review is registered at the International Platform of Registered Sys-
tematic Review and Meta-analysis Protocols. Of the 590 records, data for qualitative synthesis were available
for 27 studies. Patients with high tumor mutational burden showed longer median overall survival and pro-
gression-free survival. Harboring certain types of mutations displayed worse ICl outcomes. Assessment of
CTC and ctDNA has shown a crucial impact on the stratification patients for immunotherapy. Limitations in
the PD-L1 test may result in ambiguous and inconsistent conclusions. Tumor mutational burden, mutation
profile and liquid biopsies are promising complementary biomarkers.

Keywords: NSCLC; Immunotherapy; Resistance; Therapeutics; Biomarkers; Genetic; Liquid Biopsy.

1. Introduction

Despite the advances in cancer research, lung cancer (LC) remains one of the leading cancers
worldwide. In 2020, 2 206 771 new cases were globally estimated and 1 796 144 deaths, repre-
senting the uttermost frequent cause of death by cancer (1).

Immunotherapy, mainly PD-1/PD-L1 blockade, has revolutionized the treatment landscape
of Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC), as first-line and second-line therapy, used as monotherapy
or in combination with chemotherapy/chemoradiotherapy, by removing the blockade of T cell
activation triggered by cancer cells, thus, promoting the sustaining and increasing of antitumor
immunity (2—-4).

ICI, which limits programmed cell death protein 1 (PD-1) and cytotoxic T lymphocyte-associ-
ated antigen 4 (CTLA-4), such as anti-PD-1/PD-L1 and anti-CTLA-4, has improved exponentially the
treatment outcome (2). The immune checkpoint CTLA-4 is found on activated T cells and regula-
tory T cells (Treg) and its main role is preventing T cell activation by binding to B7, present on the
dendritic cells (DC) surface, to hinder its interaction with CD28 (5-7).

PD-1, expressed on diverse cell surfaces such as T cells, Natural Killer cells, B cells, dendritic
cells, monocytes and macrophages, and PD-L1, expressed by activated T cells, B cells, DCs and
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macrophages, are regulated by diverse factors such as transcription factors (e.g. interferon, nu-
clear factor of activated T cells, NOTCH, MYC, STAT family, cyclin-dependent kinase 5), oncogenes,
microRNAs and tumor suppressor genes, which during the immune response, leads to the inter-
action between these proteins allowing the tumor to escape (5,7-11).

Presently, there are three anti-PD-1 antibodies - pembrolizumab, nivolumab and cemiplimab
—and three anti-PD-L1 antibodies - atezolizumab, durvalumab and avelumab — for the treatment
of several types of cancer (12).

1.1 Primary and acquired resistance to immunotherapy in lung cancer

Even though ICI has demonstrated long-term improvements in patient outcomes, develop-
ing data also revealed that only 15-20% achieved an objective response (13). Most patients de-
velop either primary resistance, representing a problem with a frequency of 8-21%, or secondary
resistance or also designed as acquired resistance (AR) (13-16).

Given these observations, it is crucial to understand the mechanisms of resistance so that
new approaches can be used to improve clinical options and achieve durable outcome benefits in
NSCLC patients.

1.2 The mechanisms of immunotherapy resistance in lung cancer

From a spatial perspective, principal mechanisms of resistance involving tumor cell-intrinsic
features include changes in immune recognition, cell signaling pathways, gene expression and
antigen presentation, leading to an inhibitory immunosuppressive microenvironment; tumor ex-
trinsic mechanisms occurring in the microenvironment and tumor-immunity cycle involve the trig-
ger of immunosuppressive cells, cytokines, metabolites, and new alternatives ICI (Figure 1)
(18,26,27). Furthermore, host-related characteristics such as the gut microbiome, diet and asso-
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ciated medications play a critical role in immune functions and ICI response (Figure 1) (26).

Figure 1. Inmunotherapy resistance mechanisms in lung cancer. Tumor intrinsic mechanisms involve
alterations inimmune recognition (PD-L1 expression), changes in immunogenicity (TMB) and antigen presen-
tation (mutation of B2M), abnormal cell signaling pathways (e.g., IFN, MAPK, PI3K, JAK/STAT) and the pres-
ence of driver mutations (e.g., KRAS, EGFR, ALK, KEAP1, STK11 mutations) causing a tumor immunosuppres-
sive environment. Tumor extrinsic mechanisms include expression of immunosuppressive cells (TAM, M2
macrophages, MDSCs, regulatory T cells), T cell exhaustion phenotype, cytokines (e.g., IL-2, IL-6, IL-8, IL-10,
TGF-B, VEGF) and metabolites (adenosine, IDO1), as well as co-expression of immune checkpoint inhibitors
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(TIM, LAG-3, TIGIT). Host-related factors comprise diet, concomitant medication and microbiome affecting
immunotherapy response.

Programmed cell death protein ligand 1 expression

The PD-1/PD-L1 axis represents the principle of immunotherapy in NSCLC. Different strate-
gies have been described that allow tumor cells to avoid immune surveillance such as an activated
IFN-Y cascade by T-cells resulting in high PD-L1 and various pathways, namely, PI3K/AKT pathway,
MAPK pathway, WNT pathway, JAK/STAT pathway (13,17,18).

Two different resistance mechanisms can be identified related to PD-L1 expression: the lack
of tumor PD-L1 has been associated with poor responses to PD-1/PD-L1 therapy and the presence
of exhausted CD8* T cells due to chronic exposure to high PD-L1 phenotype, causing default cyto-
toxicity and proliferation (Figure 1) (13,17,18).

Immunoediting is a process of down-regulation of neoantigens and abnormal antigen-pre-
senting genes by cancer cells contributing to primary and acquired resistance (19-22).

Tumor Mutational Burden and changes in immunogenicity

Tumor cells harboring somatic mutations are genetically unsteady and consequently express
neoantigens, enabling dendritic cells (DC) to stimulate T-cells maturation and proliferation in TME,
which triggers an adaptative immune response against tumor cells (13,18,23). The presence of
continuous mutations is due to DNA damage as a consequence of mismatch repair deficiency
(dMMR), environment mutagens and viral infections (23) (Figure 1). Especially in LC patients, to-
bacco contains several carcinogenic compounds that are responsible for the increase of tumor
mutational burden (TMB) (23).

TMB is defined as the total number of nonsynonymous mutations per coding area of a tumor
genome (Mut/Mb) and tumors expressing high mutation loads have been correlated with PD-
1/PD-L1 blockade efficacy (23,24)

Mutations in Oncogenes and Suppressor tumor genes and abnormal signal pathways

Alterations in oncogenes and suppressor tumor genes are the starting point for tumor
growth and these mutations have significant repercussions on ICl activity (13). In NSCLC patients,
one of the most frequent mutations is found in EGFR and despite the fact that these tumors tend
to express high levels of PD-L1, the TMB is low as a result of its elevated association with non-
smoking habits and capacity of up-regulating immunosuppressive cells, inhibitory immune check-
points and cytokines (13,25,26).

Moreover, Kristen Rat Sarcoma (KRAS) mutations represent a significant percentage of
NSCLC patients (27,28). KRAS-mutant NSCLC reveals high PD-L1 expression as well as TMB and T
cell infiltration due to its prevalence in smokers, consequently conferring ICl sensitivity (Figure 1)
(25,27). Certain co-mutations show an influence on clinical responses using immunotherapy,
namely co-occurring Tumor Protein P53 (TP53) mutations, KRAS/STK11 mutations and KEAPI mu-
tations (25,29).

Despite remarkable developments, many patients fail to respond to immunotherapy and PD-
L1 expression by immunohistochemistry (IHC) is the only current standard test to predict the im-
munotherapy response (15,30—-32). Therefore, it is important to characterize the resistance mech-
anisms and identify the biomarkers associated with that and so overcome immunotherapy re-
sistance.

This systematic review aims to provide an overview of the immunotherapy resistance mech-
anisms and identify possible biomarkers associated with immunotherapy response in NSCLC, as
well as examine new treatment options to overcome this obstacle.

2. Materials and Methods

This systematic review was performed according to the Preferred Reporting Items for Sys-
tematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) guidelines (33). We conducted an extensive search
on the PubMed database undertaking literature from randomized clinical trials (RCT), review ar-
ticles (RA), clinical trials (CT), meta-analysis and systematic reviews, using the following MeSH
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Terms “NSCLC”, “Immunotherapy”, “Resistance”, “Biomarkers”, “Liquid Biopsy”, “Genetic” and
“Targeted Therapy” (Table 1). All the selected articles were initially undergoing inclusive and ex-
clusion criteria and sorted afterward by title and abstract resulting in a total of 291 manuscripts
in which 27 studies were available for qualitative synthesis after articles exclusion. A robust anal-
ysis was executed thereupon to determine the relevance and quality of the selected articles un-
derlying those with immunotherapy resistance mechanisms, biomarkers and novel therapy ap-
proaches findings. English language, Free-full text articles and clinical trials in humans were ini-
tially imposed and all manuscripts out of the main context were excluded. Additionally, it was only
taken into consideration papers between 2017 and 2022. The detailed search strategy is displayed
in Figure 2 and all information is properly referenced. The quality of the evidence was assessed
with the ROBVIS risk of bias tool evidencing a low to moderate risk of bias with special attention
due to the randomization process (supplementary material). For a better comprehension of the
selected articles, median overall survival (OS) was compared between groups undergoing PD-
1/PD-L1 blockade and identified in the table and progression-free survival (PFS) was described in
the results. Even not presented, other statistics parameters were analyzed, such as ORR and DCB.
All the results presented were statistically significant (p-value < 0.05). This systematic review is
registered at the International Platform of Registered Systematic Review and Meta-analysis Pro-
tocols (INPLASY) with the digital object identifier 10.37766/inplasy2022.9.001.

As guidance for the search strategy, the following PICO criteria were addressed: Population:
Patients undergoing PD-1/PD-L1 blockade for histologically confirmed NSCLC represented our tar-
get population. Furthermore, patients with prior cycles of chemotherapy or radiotherapy, as first-
line treatment, were allowed and patients with metastatic sites were also legible to evaluate PD-
L1 expression. Intervention: Accurate information about PD-L1 IHC, TMB assessment, Mutation
profile, ctDNA and CTC methodologies were taken into consideration and identified to interpret
results. Patients undergoing ICI were submitted to PD-L1 expression, TMB, mutation profile,
ctDNA and CTC assessment and sorted into different groups determined by the expression of
these biomarkers. Comparators: Considering the potential impact of these biomarkers on ICI re-
sponse, patient groups were compared between high/low expression or presence/absence. Out-
comes: In all cases, median overall survival and progression-free survival, whenever available,
were retrieved. The outcomes were extrapolated to understand how new potential complemen-
tary biomarkers alongside PD-L1 expression may benefit clinical decisions for ICI.

Table 1. The strategy used for advanced search using Medical Subject Headings terms and
boolean operators to acquire proper articles for this review

Medical Subject Headings terms And Not
NSCLC Immunotherapy, Resistance
NSCLC Immunotherapy, Resistance, Biomarkers
NSCLC Immunotherapy, Resistance, Genetic
NSCLC Immunotherapy, Biomarkers, Therapeutics Target therapy
NSCLC Liquid Biopsy
NSCLC PD-L1, Circulating tumor DNA
NSCLC Circulating tumor DNA EGFR, ALK
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Identification of studies via databases and registers

Records removed before screening:
Duplicate records removed
(n=40)
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Reports excluded:
Article presented in other language
than English
(n=5)
Reviews, systematic reviews
(n = 246)
Articles with irrelevant data for the
systematic review
(n=13)

Figure 2. Flow chart. Prism of the systematic review, detailing the searches on the database,
the number of abstracts selected, full-text articles assessed for eligibility, and the total number of

studies included for qualitative synthesis.

3. Results

This systematic review included 27 studies, mentioned in Table 2, that were evaluated providing
an overview of the results, suggesting strong associations among diverse biomarkers, supporting
PD-L1 expression on patient selection for PD-1/PD-L1 blockade therapy.

Trends in Biomedical Laboratory Science 2024, Vol. 2, N.° 1



Trends in Biomedical Laboratory Science 2024, Vol. 2, N.° 1

32 of 88

Table 2. Studies included in this systematic review exhibiting the capability of different biomarkers to have a supporting role alongside PD-L1 that may improve clinical deci-

sions and patient outcomes

Ref Author Year Study Biomarker Method Therapy Result
0S in the pembrolizumab group was longer in TPS >50%
Administration of anti-PD-1 or than >20% and >1% populations (20.0 vs. 17.7 vs. 16.7
Clinical Trial PD-L1 expression Pembrolizumab
(34) Mok et al. 2019 chemotherapy in 1274 patients months)
(KEYNOTE-042) Chemotherapy
with PD-L1 > 1% AEs of grade 3 or worse occurred in 18% of patients
treated with ICI
Administration of anti-PD-1
The median OS in the pembrolizumab group was 30.0
Clinical Trial PD-L1 expression or platinum-based chemotherapy Pembrolizumab
(35) Reck et al. 2019 months.
(phase 11l KEYNOTE-024) in 305 patients with untreated Chemotherapy
ICl treatment-related AEs was frequent in 31.2% patients
NSCLC and PD-L1 > 50%
Administration of nivolumab plus Median OS was similar between patients with TPS >1%
Clinical Trial Nivolumab
PD-L1 expression ipilimumab or nivolumab alone and <1% under nivolumab plus ipilimumab (17.1 vs. 17.2
(36) Hellmann et al. 2019 (CheckMate 227 open-la- Ipilimumab
or chemotherapy in 1379 pa- months, respectively)
bel phase 3 trial) Chemotherapy
tients 32% of patients treated with ICl experienced AEs
The median OS was greater in patients expressing TPS
Administration of pemetrexed
Pembrolizumab >50% than 1-49% than TPS <1%
Clinical Trial PD-L1 expression and a platinum-based drug plus
(37) Gadgeel et al. 2020 Pemetrexed (NR vs. 21.8 vs. 17.2 months)
(KEYNOTE-189) either pembrolizumab or placebo
Placebo AEs occurred in 71% of patients treated with ICl plus

in 616 patients

chemotherapy
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Table 2. Cont.

Clinical Trial

Patients of both studies were

randomized to chemotherapy or

In the OAK study, the median OS was 20.5 months in the
TC3 or IC3 group and 11.8 months in the TCO or ICO

immunotherapy Atezolizumab
(38) Mazieres et al. 2021 (Phase 2 POPLAR and PD-L1 expression group
Immunohistochemistry was per- Docetaxel
phase 3 OAK) AEs grade 3 and 4 occurred in a few patients that re-
formed to define PD-L1 expres-
ceived anti-PD-L1
sion
Median OS for patients with TPS <1%, >1%, 25-49% and
>50% was 10.1 vs. 11.1 vs. 14.6 vs. 18.3 months
Administration of durvalumab,
809 patients with bTMB > 20 mutations showed im-
durvalumab plus tremelimumab Durvalumab
Clinical Trial PD-L1 expression proved OS from durvalumab plus tremelimumab com-
(39) Rizvi et al. 2020 or chemotherapy in 1092 pa- Tremelimumab
(MYSTIC phase 3) TMB pared to bTMB <20 mutations (21.9 vs. 8.5 months)
tients Chemotherapy
OS for patients with tTMB > 10 mutations was 16.6
NGS performed for TMB status
months and for tTMB <10 mutations was 8.4 months
37.8% of patients treated with ICl experienced AEs
205 patients who had the highest expression of PD-L1
presented median OS of 20.2 months
PD-L1 expression 572 patients were randomized to
Atezolizumab The median OS among patients with bTMB >16 was 13.9
(40) Herbst et al. 2020 Clinical Trial TMB receive anti-PD-L1 or chemother-
months and 12.9 months for those with bTMB <16

apy

Chemotherapy
90.2% of the patients receiving atezolizumab had ad-

verse events
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1034 patients were randomized

Median OS was longer in patients under pembrolizumab

with TPS >50% than TPS >1% (16.9 vs. 11.8 months)

Clinical Trial PD-L1 expression
to pembrolizumab or docetaxel Pembrolizumab Median OS was 14.1 months in patients with tTMB >175
(41) Herbst et al. 2021 (5-year survival update TMB
TMB was estimated by WES in Docetaxel mut/exome under pembrolizumab and 9.3 months in pa-
from KEYNOTE-010)
254 patients tients with low tTMB
67.7% of the patients receiving ICl had adverse events
Administration of anti-PD-1 as
The median OS was 23.5 vs. 15.5 vs. 13.2 in the three
first-line or subsequent therapy,
groups
in 667 patients sorted into three
The median OS for EGFR-mutant vs. wild-type tumors in
cohorts regarding previous ther-
cohorts 1, 2, and 3 was 20.1 months vs. NR, 9.8 vs. 16.3
apy profile
Clinical Trial PD-L1 expression months, and 7.4 vs. 14.7 months, respectively
(42) Peters et al. 2017 Cohort 1 — no prior chemother- Atezolizumab
(BIRCH) Mutation status The median OS for KRAS-mutant vs. wild-type tumors in
apy
cohorts 1, 2, and 3 was NR vs. 20.1 months, 17.7 vs. 15.1
Cohort 2- one prior platinum
months, and 12.1 vs. 13.8 months, respectively
chemotherapy
65% of patients experienced at least one AE related to
Cohort 3 — at least two prior
treatment
chemotherapies
Median OS was longer in patients with TPS >25% com-
444 patients were enrolled into
PD-L1 expression pared to TPS <25%
Clinical Trial three cohorts to receive anti-PD-
(43) Garassino et al. 2018 Mutation status Durvalumab OS follow-up was lower in patients harboring

(Phase 2, ATLANTIC trial)

L1 and to be evaluated its effi-

cacy regards to mutations profile

EGFR*/ALK*NSCLC than with EGFR-/ALK- NSCLC
AEs occurred in 27 of 444 patients
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(44)

Schoenfeld et

Clinical Trial

PD-L1 expression

Mutation status

Evaluation of PD-L1 and mutation
profile in a total of 1586 patients
with lung adenocarcinoma using

Immunohistochemistry

and MSK-IMPACT assay

Anti-PD-(L)1 + anti-
CTLA-4

ORR was lost in EGFR mutant tumors, minimized in pa-
tients harboring STK11 mutations and high in mutations

KRAS and TP53

(26)

Clinical Trial

PD-L1 expression
TMB

Mutation status

240 patients treated with ICI

were admitted

MSK-IMPACT, WES and immuno-

histochemistry were performed.

Anti-PD-(L)1 + anti-
CTLA-4

High TMB in patients with DCB than NDB (median, 8.5 vs.
6.6 SNVs/Mb) and in patients with CR/PR vs. SD vs. PD
(median, 8.5 vs. 6.6 vs. 6.6 SNVs/Mb)

DCB was high (50%) in patients high for TMIB and PD-L1

(45)

2020

al.
Rizvi et al. 2018
Negrao et al. 2021

Clinical Trial

PD-L1 expression
TMB

Mutation status

4017 NSCLC patients were re-
cruited to establish the effect of

oncogene alterations

NGS and immunohistochemistry

were performed.

Pembrolizumab
Nivolumab
Atezolizumab
Durvalumab

Chemotherapy

High TMB associated with longer OS

OS was longer in BRAF group and shorter in EGFR group
(35.6 vs. 11.3 months.)
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(46)

TMB

WES performed on tumor tissue
and blood from 75 patients
treated with ICl as part of the
CheckMate-012 study

Nivolumab

Ipilimumab

ORR of 51% in patients with high TMB (>median, 158

mutations) compared to 13% of low TMB

(47)

TMB

Administration of nivolumab plus
ipilimumab, nivolumab mono-
therapy, or chemotherapy in

1189 patients with TPS >1 % and
in 550 patients with TPS <1%

Nivolumab
Ipilimumab

Chemotherapy

Median PFS was meaningly longer among patients with
high TMB than patients with low TMB (7.2 vs. 3.2

months, respectively)

AEs occurred in 31.2% of patients treated with ICI

(48)

Table 2. Cont.
Hellmann et al. 2018 Clinical Trial
Clinical Trial
Hellmann et al. 2018
(CheckMate 227)
Aggarwal et al. 2020 Clinical Trial

pTMB

Administration of first line pem-
brolizumab or chemotherapy in
66 patients with metastatic

NSCLC

A 500-gene NGS panel was used
to determine pTMB.

Pembrolizumab

Pemetrexed

Improved median PFS for patients with pTMB 216
mut/Mb that received pembrolizumab compared to

pTMB <16 mut/Mb (14.1 vs. 4.7 months)

ERBB2 exon 20, STK11, KEAP1, or PTEN mutations associ-

ated with no 6-month DCB
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Evaluation of bTMB by Founda- A trend toward increasing OS was observed ( 23.9
Clinical Trial tion Medicine Atezolizumab months in the bTMB >16 group versus 13.4 months in
(49) Kim et al. 2022 TMB
(2 phase B-F1RST trial) bTMB assay in 119 patients un- the bTMB <16)
dergoing atezolizumab AEs occurred in 76% patients
944 advanced NSCLC patients Atezolizumab Median OS significantly longer in patients with High
from three cohorts were included ctDNA-adjusted bTMB (15.9 months versus 9.5 months)
Docetaxel
ctDNA-adjusted to evaluate ctDNA-adjusted
(50) Nie et al. 2022 Retrospective study
bTMB bTMB by FoundationOne
CDx, NCC-GP150 and OncoScreen
Plus.
Combined analysis based on im-
A significant longer OS was shown in patients with TP53-
Mutation status munochemistry, flow-cytometry, Nivolumab
(51) Biton et al. 2018 Clinical Trial Mut/STK11-EGFR- WT tumors compared to tumors with
NGS were performed in different Pembrolizumab
SKT11 or EGFR mutations
cohorts
A total of 551 patients with at
least one oncogenic driver altera- Nivolumab
Median OS was in months 10.0 for EGFR mutated pa-
tion were enrolled to evaluate Pembrolizumab
(52) Mazieres et al. 2019 Clinical Trial Mutation Status tients, 13.5 for KRAS, 17.0 for ALK, 13.6 for BRAF, 20.3
immunotherapy efficacy Atezolizumab
for HER2, 21.3 for RET, and 18.4 for MET
Immunohistochemistry and NGS Durvalumab
were performed.
Four pool analysis were included
Nivolumab
Immunohistochemistry, gene set
Mutation status Atezolizumab OS in NSCLC patients with KRAS mutations were signifi-
(53) Liu et al. 2020 Meta-analysis enrichment analysis and The Can-

cer Genome Atlas (TCGA) were

used

Avelumab

Pembrolizumab

cantly better than wild-type KRAS patients
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Mutation status was assessed by

Atezolizumab (A)

Median OS in KRAS-mutated NSCLC patients treated with
ABCP, ACP and BCP was 19.8 vs. 11.7 vs. 9.9 months, re-

spectively

Median OS in KRAS wild-type NSCLC patients treated
with ABCP, ACP and BCP was 18.9 vs. 19.5 vs. 18.2

months, respectively

Clinical Trial Mutation status CtDNA NGS in 920 patients Bevacizumab (B)
(54) West et al. 2022 d with anti d Median OS was shorter in patients with KRAS-mutated
(phase lIl, Impower150) treated with anti-PD-L1 and/or Carboplatin/
bevacizumab with chemotherapy and co-occurring STK11 and KEAP1 mutations compared
paclitaxel (CP) to KRAS-mutated with wild-type SKT11 and/or KEAP1
(11.1 vs. 7.9 vs. 8.7 months and 26.2 vs. 21.0 vs. 10.7
months)
93.7% and 94.5% of patients had AEs when received
ABCP and ACP
Immunohistochemistry and ISET
technology were performed to
(55) Guibert et a/ 2018 Clinical Trial CTC assess PD-L1 expression and Nivolumab Patients with high CTC count experienced worse OS
CTCs, correspondingly in 96 met-
astatic NSCLC patients
28 metastatic NSCLC patients
were enrolled to evaluate ctDNA
(56) Goldberg et al, 5018 Clinical Trial CONA levels with radiographic response  Anti-PD-(L)1 + anti- Substantial drop in ctDNA levels in patients with radio-

Multigene NGS assay and CT

scans were used

CTLA-4

graphic response associated with improved OS
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15 patients treated with PD-L1

OS was 2.0 months for patients with ctDNA >9% at first

(57) Leprieur et al. 2018 Clinical Trial ctDNA therapy were enrolled to evalu- Nivolumab tumor evaluation vs. NR for patients with ctDNA de-
ate ctDNA by NGS crease
Median OS was 4.5 months for patients with baseline
CTC 104 patients were enrolled to CTC and 12.1 months for patients without CTC
(58) Tamminga et al. 2019 Clinicla Trial evaluate CTC and tdEV by Cell- Anti-PD-(L)1
tdEV ® Median OS was 3.8 months for patients with tdEV> 18
Search
and 9.7 months for patients with tdEV<18
Median MMPM at 6 weeks with OS had a Cindex > 0.7
ctDNA measured by MMPM in 46
(59) Zou et al. 2021 Clinical Trial ctDNA Atezolizumab

patients

Median survival time not reached in patients

with MMPM levels of < 4.79

Legend: AE: adverse effect; ALK: Anaplastic Lymphoma Kinase; BRAF: B-Raf Proto-oncogene Serine/Threonine-protein Kinase; bTMB: blood TMB; CR: complete response;

CTC: circulating tumor cells; ctDNA: circulating tumor DNA; CTLA-4: Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4; DC: dendritic cells; DCB: durable clinical benefit; DNA: deoxyribo-

nucleic acid; EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor; ERBB2: Erythroblastic Oncogene B; ICl: immune checkpoint inhibitor; ISET: isolation by size of tumor cells; KEAP1:

Kelch-like ECH-associated Protein 1; KRAS: Kristen Rat Sarcoma; LC-MS/MS: modified liquid chromatography tandem mass spectrometry; Mb: megabase; MMPM: mutant

molecules per milliliter; mRNA: messenger ribonucleic acid; MSK-IMPACT: integrated mutation profiling of actionable cancer targets; NDB: no durable benefit; NGS: next

generation sequencing; NR: not reached; NSCLC: non-small cell lung cancer; ORR: overall response rate; OS: overall survival; PD-1: programmed death 1; PD-L1: pro-

grammed death-ligand 1;PTEN: Phosphatase and Tension Homolog Deleted on Chromosome 10; pTMB: plasma TMB; RET: Rearranged During Transfection Proto-oncogene;

RT-PCR: real time polymerase chain reaction; SD: stable disease; STK11: Serine/Threonine Kinase 11; SNVs: single-nucleotide variants; TCO or ICO: PD-L1 expression on <1%

of tumor cells or immune cells; TC3 or IC3: PD-L1 expression on 250% of tumor cells or on 210% of immune cells; TILs: tumor infiltrating lymphocytes; tdEV: tumor-derived

extracellular vesicle;TMB: tumor mutational burden; TP53: Tumor Protein 53; TPS: tumor proportion score; tTMB: tissue TMB; WES: whole exome sequencing.
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4. Discussion

In the last few years, NSCLC treatment options outstandingly improved. The use of immu-
notherapy drugs since FDA approval allowed to have a different perspective on how to treat
NSCLC patients. Even though the PD-L1 blockade displays consistent outcomes, many treatment
cycles tend to be unsuccessful due to primary or acquired resistance mechanisms. Understanding
these mechanisms and what factors are involved enable to define alternative supporting bi-
omarkers for personalized therapy. PD-L1 expression testing is the only companion diagnostic
established for routine. The TPS or TC/IC evaluation is performed by immunohistochemistry, using
a range of anti-PD-L1 antibodies corresponding to a particular drug: 22C3 clone for pembroli-
zumab, 28-8, SP142 and SP263 for nivolumab, atezolizumab and durvalumab, respectively (60).
Even though patients with positive PD-L1 expression exhibited better responses, diverse clinical
trials demonstrated positive responses in patients with TPS < 1%, which makes PD-L1 expression
a biomarker equivocal and controversial (36—38). Furthermore, the wide range of available op-
tions for anti-PD-L1 antibodies may bias the effectiveness and interpretation of PD-L1 expression
for suitable treatment options. Thus, the sensitivity and specificity were reported in the Blueprint
project (Blueprint 1 and Blueprint 2) to standardize the diverse PD-L1 assays. The 22C3, 28-8 and
SP263 exhibited good concordance in a range of thresholds, however, the SP142 was less sensitive
(61,62). Even though some assays are interchangeable, there is currently no gold standard estab-
lished and the interpretation differs due to unique staining patterns, different scoring criteria and
cut-offs (60). The use of SP142, for the use of atezolizumab, targets tumor cells and immune cells,
which differs from other assays on quantitative criteria. Moreover, the assays have different cut-
offs to consider a sample PD-L1 positive. Studies determined that PD-L1 status is variable between
resection specimens and biopsies and between primary tissue and metastatic sites. Additionally,
it is reported higher PD-L1 expression in CTC than in tissue samples, and the presence of certain
mutations, as stated in the clinical trials by Schoenfeld et al. (44) and Negrao et al. (45), has an
impact on the expression of this molecule. Other reasons, such as previous treatments and het-
erogeneity across the tumor have been mentioned as intended limitations that should be taken
into consideration to define PD-L1 expression as an ideal and single biomarker (63). Since PD-L1
status remains challenging as a robust biomarker, recent studies have been performed to estab-
lish potential new biomarkers to complement and provide clinical decisions. TMB demonstrated
consistent results in diverse clinical trials across different types of tumors with easy and effective
access using targeted sequencing panel assays, including, WES and NGS (MSK-IMPACT and Foun-
dationOne CDx™). The FDA approved pembrolizumab, in 2020, for the treatment of adult and
pediatric patients with unresectable or metastatic solid tumors with TMB >10 mut/Mb (64). The
correlation between TMB and ICl responses was demonstrated in various clinical trials such as the
previously mentioned (26,39-41,45-49), which reported better and longer responses in patients
with high TMB than low TMB. The use of biopsies may be a disadvantage due to the lack of the
number of cells present, thus, the assessment of TMB using blood samples has been executed in
diverse clinical trials showing great outcomes. However, both tTMB and bTMB remain a weak
biomarker to predict ICI responses for first-line therapy. Despite that, TMB may be of value in
particular conditions when there is inadequate tissue for PD-L1 expression testing or patients do
not express high levels of PD-L1, since no association between both biomarkers were established
(49). The findings above mentioned show the potential of TMB, but further investigations and
standardizations need to be established. For example, harboring certain mutations affect TMB
expression, using diverse methodologies with different cut-offs promote a lack of reproducibility,
and some assays analyze different characteristics such as the number of genes and type of muta-
tions (24).

Harboring certain mutations is related to PD-L1 expression and subsequently, ICI response.
EGFR and ALK are the most frequent mutations associated with ICI resistance. EGFR mutation is
associated with high levels of PD-L1 expression due to constitutive activation of several signal
pathways (PI13K/Akt/mTOR, MAPK, JAK/STAT); however, studies also show low levels of PD-L1 and
association with low TMB. Furthermore, numerous studies have shown the association between
a certain mutation or co-occurring mutations and its influence on immunotherapy including co-
occurring KRAS and TP53 which show increased PD-L1 expression through loss of protein function
of p53, and STK11 in both KRAS-driven mutation or wild-type patients also associated with low
PD-L1 expression as a consequence of decreased T-cell infiltration in opposition to up-regulation
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of neutrophil and pro-inflammatory cytokines (24,25,29,65). KEAP1 mutations are also associated
with shorter survival and several studies have shown that KEAP1 co-mutations promote TIL sup-
pression and induce PD-L1 expression, leading to negative responses (66).

These findings confirm the value of an NGS panel associated with PD-L1 expression in rou-
tine which might help to choose the most suitable intervention.

The urgency of complementary approaches to help predict ICl responses leads to the study
of using liquid biopsy to complement PD-L1 IHC. Liquid biopsies consist of fluids such as blood,
urine and cerebrospinal fluid, in which different targets, including CTCs, ctDNA, exosomes, circu-
lating proteins and cytokines can be analyzed. (67). Results demonstrated that PD-L1 expression
was higher in CTCs than in tissues and was associated with a worse prognosis, however, the de-
tection of a suitable amount of CTCs is rare becoming a technical challenge. Additionally, ctDNA
may play a crucial role in detecting TMB and specific mutations allowing patient stratification for
immunotherapy. Reports show an inverse correlation between the expression of ctDNA and OS,
but, some limitations in ctDNA remain a challenge since different methods might detect different
populations and the lack of thresholds is poorly defined (59,68) Thus, extra investigations are cru-
cial for the accuracy of using liquid biopsies to evaluate immunotherapy response.

Besides that, other alternative biomarkers have been investigated including HLA, cytokines,
TILs, IDO and gut microbiome. However, the lack of prospective validation demand further inves-
tigations with a bigger sample size to confirm the specificity and precision of these findings (Figure
3).

The identification of the mechanisms of resistance and potential complementary bi-
omarkers may provide new knowledge for better screening in patients through ICl treatment and
offer new therapeutic alternatives to overcome immunotherapy resistance (Figure 3).

Several clinical trials reported the benefit of using PD-1/PD-L1 blockade combined with
chemotherapy. In 2018, FDA approved pembrolizumab in combination with chemotherapy for
first-line treatment of metastatic non-squamous NSCLC based on KEYNOTE-189 which exhibited
good OS improvements in patients that received pembrolizumab combined with pemetrexed
compared to pembrolizumab with placebo (37). In the same year, FDA also approved pembroli-
zumab in combination with carboplatin and either paclitaxel or nab-paclitaxel as first-line treat-
ment of metastatic squamous NSCLC based on KEYNOTE-047 (69).

Another alternative to improve tumor antigenicity is to combine radiotherapy with ICl which
allows cell death and increases tumor antigen presentation. The phase Il PACIFIC trial demon-
strated survival benefits among patients treated with durvalumab after chemoradiotherapy
(15,31,70).

Combining anti-PD(L)1 with CTLA-4 has shown good improvements due to the synergistic
effect between them as a result of distinct targets. The Checkmate227 exhibited prolonged OS for
first-line nivolumab plus ipilimumab. In 2020, FDA approved nivolumab plus ipilimumab, based on
Checkmate227, for patients with metastatic NSCLC whose tumors express TPS > 1% without EGFR
and ALK aberrations (31,47)

Furthermore, other ICl combined with anti-PD(L)1 may overcome resistance. Several studies
indicated the co-expression of LAG-3 and PD-L1 on TILs, thus, promising studies in NSCLC are on-
going. TIM-3 induces tolerance in T-cell activation and the phase | Amber trial (NCT02817633)
testing anti-TIM3 antibody TSR-022 in combination with a PD-1 inhibitor displayed improved clin-
ical activity in refractory NSCLC and melanoma. Finally, the CITYSCAPE trial showed longer PFS
and ORR in metastatic NSCLC patients that received tiragolumab plus atezolizumab, demonstrat-
ing the positive effect of TIGIT inhibition combined with PD-1/PD-L1 blockade (31,71).

The abnormal vasculature and chaotic blood flow by upregulation of VEGF, promoting hy-

poxia and neoangiogenesis is normalized by VEGF inhibitors. The IMpower 150 demonstrated clin-
ical benefits using bevacizumab/atezolizumab/carboplatin/paclitaxel (15,54).
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(A)

Cancer vaccines aim to improve antigen presentation and recognition and oncolytic viruses
induce tumor lysis, triggering anti-tumor immunity. Some studies are ongoing to evaluate their
potential benefit. A phase | study (NCT02897765) reported a response rate of 25% using a neoan-
tigen vaccine (NEO-PV-01) plus nivolumab in PD-1/PD-L1 naive NSCLC. Moreover, in KEYNOTE-200
(NCT02043665), patients with advanced NSCLC were treated with an oncolytic virus plus pem-
brolizumab, showing an overall response of 23% in ICl naive patients (15).

Clinical investigations are also ongoing in NSCLC patients to combine ICI with IDO inhibitors,
DNA damage inhibitors (PARP inhibitors), STING agonists, chemokine receptor antagonists and
epigenetic modulators (15,31).

Different factors can influence ICl response and establishing new biomarkers that allow well-
founded clinical decisions will conduct to better patient outcomes, as shown in Figure 3. Further
investigations must be made on the mentioned biomarkers to overcome any flaws and ambiguity
so these complementary tests can be approved. Furthermore, the new therapeutic strategies are
promising and combine different targeted therapy with ICl provide synergetic effects that improve
PD-(L)1 activity.

B)
Innovative Treatment approaches PD-L1
o T ) expression
PD-(L)1 inhibitors in combination with different therapeutics
\\(/ New immune Mutation
g\ \y Checkpoint TMB Profile
inhibitors
(
2 Chemotherapy
W
Circulating MHC
F* TumorDNA /. ===+.._ heterozigosity
.l Radiotherapy -~
\Y/ i "
\ VEGF
\) 4 —d inhibitors
PD-(L)1 inhibitors
= T infiltrati
Cancer Gut 2 " _apzR2S0s L umor infiltrating
o ? g vaccines Microbiome ** F _ s, Lymphocytes
’ & P e
¢ R e b H "\ 1
PARP 5 R { =
— [ Pare inhibitors k. | g 4 . .o i
STNG \ . .
A e s @ o Bat E
STING agonists :’l‘u.\ & .‘.“" -y : }
oS
MIDVOR modulators Blood Immune . " Molecules
Cells ~ TTeeeeeT expression
8 Tumorcell @ Tcel @ Bcel @D Redblood cel o (R @ o1 @ dencsine @ vecr @ Cyokines @ iEny b¥ Neoantigens

Figure 3. Innovative therapeutic approaches and potential biomarkers associated with immunotherapy re-
sponse in lung cancer. (A) Diverse treatment approaches have been studied to be implemented to overcome
immunotherapy resistance using PD-(L)1 inhibitors in combination with other therapeutics, such as immune
checkpoint inhibitors (CTLA-4, LAG-3, TIM-3, TIGIT), chemotherapy, radiotherapy, VEGF inhibitors (e.g.,
Bevacizumab), cancer vaccines, PARP inhibitors, STING agonists and epigenetic modulators. (B) PD-L1 ex-
pression score is the standard companion diagnostic. TMB and mutation profile (green solid figures) are the
most promising complementary biomarkers that ease clinical decisions, and the remaining biomarkers, cir-
culating tumor DNA and MHC heterozygosity (orange dotted figures) demand further investigations for im-
plementation and molecules expression, tumor-infiltrating lymphocytes, blood immune cells and gut micro-
biome (red dotted figures) have shown interesting results that may contribute to immunotherapy adoption
hereafter.
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5. Conclusions

The only biomarker currently used that contributes to the clinical decision is PD-L1 expres-
sion, however, limitations in this test may result in ambiguous and inconsistent conclusions. TMB
and mutation profile are the most promising complementary biomarkers to be implemented
alongside PD-L1 expression as a result of robust positive results, high reproductivity and accuracy,
but further rigorous standardizations are warranted. Furthermore, assessing CTC and ctDNA
demonstrates an important step forward that might help to evaluate PD-L1 expression and TMB,
identify mutations and easily correlate with predictive and prognostic factors.

The future of immunotherapy is encouraging with experimental and clinical advances rap-
idly emerging. PD-1/PD-L1 inhibitors are becoming well-established in different types of cancer,
assuring a promising outlook for upcoming therapies and favoring clinical outcomes and patient
survival.
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Resumo: O cancro de mama nos homens é uma doenga rara. No Hospital Virgen de la Concha de Zamora,
durante um periodo de 10 anos, foram registados 23 casos operados. O tipo histoldgico mais frequente foi
o carcinoma invasivo NST (96%) e o grau histoldgico predominante foi 2 (74%). No nosso estudo, o painel
imunohistoquimico de rotina foi ampliado para incluir o recetor de androgénio, p53, BCL2 e Ciclina D1, com
o objetivo de determinar seu impacto na sobrevida dos pacientes e sua relagdo com as caracteristicas clinico-
patoldgicas dos tumores. Na amostra, apenas o nimero de ganglios linfaticos positivos foi preditivo de
sobrevida global e sobrevida livre de doenca. As analises estatisticas realizadas ndo mostraram diferengas
significativas entre os resultados obtidos no estudo imunohistoquimico ampliado e a sobrevida dos
pacientes. Portanto, apesar das limitagdes da amostra, conclui-se que a ampliagdo do estudo
imunohistoquimico ndo traz valor progndstico. Para confirmar isso, seria necessario aumentar o nimero de
individuos da amostra, algo que sé poderia ser conseguido com a colaboragdo de varios hospitais devido a
raridade da doenga.

Palavras-chave: cancro de mama, homens, imunohistoquimica, progndstico.

1. Introdugdo

O cancro de mama nos homens é raro e pouco estudado, representando 1% de todos os
cancros de mama diagnosticados (1, 2). No entanto, estudos epidemioldgicos sugerem que sua
incidéncia estd a aumentar em 1,1% ao ano (3). E considerada uma neoplasia
hormonodependente, sendo amplamente aceite como doenca relacionada ao hiperestrogenismo
(2).

O pico de incidéncia é entre 60-70 anos e tende a ser diagnosticado em estadios mais
avancgados (4), embora o progndstico seja o mesmo que nas mulheres quando diagnosticadas em
idades e estadios semelhantes (5).

Nos homens e nas mulheres, muitas das caracteristicas histopatoldgicas sdo as mesmas, mas
ha grande variabilidade em termos de incidéncia, idade de distribui¢do, resposta ao tratamento,
progndstico e sobrevida (4). Até agora, os mecanismos que explicam essas diferengas no
comportamento dos tumores permanecem desconhecidos, embora diferencas a nivel molecular
tenham sido descritas (4, 6, 7). Os subgrupos moleculares usados nas mulheres nao sao utilizados
igualmente nos homens, uma vez que os tumores triplos negativos e HER2 positivos sdo raros nos
homens (8).

Em geral, considera-se que o resultado do painel imunohistoquimico de rotina com o recetor
de estrogénio (RE) (4) e progesterona (RP), recetor do fator de crescimento epidérmico humano
2 (HER2) e o indice de proliferagdo (ki67), sdo fatores progndsticos relevantes no cancro de mama,
influenciando a resposta ao tratamento e sobrevida livre de doenga (2). Existem poucos artigos
descritos sobre o uso de outros biomarcadores no cancro de mama nos homens, sendo o recetor
de androgénio (RA) o marcador mais estudado, embora existam dados discordantes sobre sua
influéncia no progndstico (10, 11, 16).

O nosso objetivo é determinar se a expressdo do recetor de androgénio, p53, BCL2 e Ciclina
D1 pode ser importante no progndstico dos pacientes tendo em vista que esses marcadores ndo
sdo habitualmente realizados no diagndstico de cancro de mama.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Amostra

Segundo o Instituto Nacional de Estatistica em 2022, a provincia de Zamora tem uma
populagdo total de 167.215 habitantes, dos quais 82.787 sdo homens. Através do programa
informatizado PatWin© foram selecionados todos os casos existentes de cancro de mama no
homem tratados no Hospital Virgen de la Concha. Obteve-se uma amostra de 24 casos que
ocorreram entre o ano de 2012 e 2022, totalizando um periodo de 10 anos. Destes, foi excluido 1
caso de metdstase na mama de origem renal, confirmado por estudo imunohistoquimico,
restando 23 casos disponiveis para analise.

Dos 23 casos foram coletados os dados clinicos (idade, localizagdo, tipo de cirurgia,
tratamento recebido e acompanhamento), as caracteristicas anatomopatoldgicas (tamanho, tipo
histoldgico, grau histolégico de Nottingham, componente in situ associado, presenca de invasdo
vascular linfatica e/ou perineural, metastases nos ganglios linfaticos, estadio) e o perfil
imunohistoquimico de rotina realizado no momento do diagndstico (CK19, recetor de estrogénio,
recetor de progesterona, HER2 e ki67).

O estudo foi aprovado pelo comité de ética do Hospital Virgen de la Concha em Zamora.

2.2. Imunohistoquimica

Neste estudo, o painel imunohistoquimico realizado no momento do diagndstico é
expandido para incluir o recetor de androgénio, p53, BCL2 e Ciclina D1.

Na Tabela 1 encontra-se o resumo dos clones utilizados, a origem dos anticorpos
monoclonais, o padrdo de marcag¢do e sua interpretagao.

Tabela 1. Marcadores e interpretagdo. *Estudo imunohistoquimico ampliado.

MARCADORES ANTICORPOS (CLONE) ORIGEM MARCAGAQ INTERPRETACAQ
RE anti-ER (SP1) Coelho Nuclear Allred >2
RP anti-PR (1E2) Coelho Nuclear Allred >2
ki67 anti-Ki67 (30-9) Coelho Nuclear >30%
HER2 anti-HER2 (4B5) Coelho Membrana Protocolo do CAP
RA* anti-AR (AR441) Rato Nuclear Allred >3
BCL2* anti-BCL2 (124) Rato Citoplasmatica Allred >3
p53* anti-p53 (DO7) Rato Nuclear Mutado>10%
Ciclina D1* anti-CyclinD1 (SP4-R) Coelho Nuclear Allred >3

Abreviagdes: RE (recetor de estrogénio), RP (recetor de progesterona), RA (recetor de androgénio).

Para a realizagdo da técnica foram utilizados blocos de parafina arquivados no servico de
anatomia patoldgica, cujas amostras foram obtidas por bidpsia com agulha grossa (BAG) guiada
por ultrassom ou cirurgia para o diagndstico da doenca e foram fixados em formol durante 6 a 24
horas.

Foram realizados 158 cortes histolégicos a 3 um, os quais foram processados seguindo os
protocolos estabelecidos pelas empresas comerciais, utilizando um procedimento totalmente
automatizado que otimiza a qualidade dos resultados. Em todos os casos, a diaminobenzidina foi
usada como cromogeno.

Todas as amostras foram avaliadas por um ou dois patologistas sob um microscépio ético.

A interpretacdo do estudo imunohistoquimico foi realizada da seguinte forma para os
diferentes biomarcadores:

- Recetor de estrogénio e progesterona: avalia-se a intensidade da marcacgdo nuclear (débil,
moderada, intensa) e a percentagem de células tumorais marcadas. A avaliacdo é feita de acordo
com os protocolos do College of American Pathologists (CAP) (12) seguindo o score de Allred (13),
sendo positivos os casos com score >2.

- HER2: positivo (3+), duvidoso (2+) ou negativo (1+, 0). A marcagdo da membrana é avaliada
de acordo com os protocolos do CAP (14). Os casos categorizados como 2+ sdo confirmados por
hibridagdo in situ (SISH).

- Ki67 (indice de proliferacdo): percentagem de células tumorais positivas com marcagao
nuclear (15). Um ponto de corte de > 30% foi usado.

- Recetor de androgénio (RA): avalia-se a intensidade da marcagdo nuclear (débil, moderada,
intensa) e a percentagem de células tumorais com marcacdo. Na avaliagdo segue-se o score de
Allred, os casos com score >3 sdo positivos.

- p53: considerado mutado quando intensa marcagao nuclear para p53 é observada em mais
de 10% das células tumorais (8).
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- BCL2 (marcagdo citoplasmatica) e Ciclina D1 (marcagdo nuclear): avalia-se a intensidade
(débil, moderada, intensa) e a percentagem de células tumorais com marcagdo. Em alguns
estudos estabeleceram 10% de células tumorais positivas como ponto de corte (10, 16). Em nosso
estudo, o score de Allred foi utilizado para avaliagdo, sendo positivos os casos com score >3.

2.3. Andlise estatistica

Arelacdo entre o estudo imunohistoquimico ampliado e as caracteristicas clinico-patoldgicas
foi determinada pelo teste exato de Fisher e pelo teste de Mann-Whitney.

Para andlise de sobrevida, foram utilizados o método de Kaplan-Meier e a regressdo de Cox.
A sobrevida livre de doenca (DFS) é estabelecida a partir do inicio do acompanhamento até a
recidiva (inclui recorréncia local, um novo tumor ou metdstase a distancia). A sobrevida global
(OS) é estabelecida a partir do inicio do acompanhamento até a morte.

DFS e OS sdo tempos em anos (na amostra, o minimo é meio ano e o maximo é onze anos).

Os resultados com P<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

Os pacientes que ndo faleceram estdo a ser acompanhados até ao momento do presente
estudo.

3. Resultados
3.1. Caracteristicas clinico-patoldgicas da amostra

Na provincia de Zamora, o cancro de mama nos homens representou 1,5% de todos os casos
diagnosticados de cancro de mama num periodo de 10 anos.

Os 23 casos da amostra pertencem a homens com idades compreendidas entre os 48 e os
89 anos (idade média=71 anos).

Dois pacientes tinham histéria pessoal de cancro de mama ha 29 anos. Nenhum tinha
histéria familiar de cancro de mama. Como fatores de risco, observou-se um caso com exposi¢do
prévia a radioterapia, trés casos com cirrose hepatica, um caso com imunossupressdo do HIV e
um caso com sindrome de Klinefelter.

Em 22 casos foi realizada mastectomia total, sendo que um dos pacientes apresentou
recidiva tumoral local, sendo realizada reintervencgao cirurgica na zona da mastectomia anterior.

A localizagdo mais frequente das neoplasias foi a regido retroareolar (78%), seguida do
interquadrante superior (22%) e a maioria a esquerda (65%). O tamanho médio do tumor foi de
20 mm de didmetro maximo, sendo o menor de 10 mm e o maior de 40 mm.

O tipo histoldgico mais comum, de acordo com a classificagdo tumoral da OMS (2) foi o
carcinoma invasivo NST (no special type), anteriormente conhecido como carcinoma ductal
infiltrante (Figura 1). Apenas um caso era do subtipo misto (ductal e micropapilar). 35% dos casos
foram associados a um componente in situ.

Figura 1. (A) Carcinoma invasivo NST de grau histoldgico 2 associado a microcalcificagGes.
(B) Carcinoma invasivo NST de grau histoldgico 3.

De acordo com o grau histoldgico de Nottingham, foram identificados grau 1 (9%), grau 2
(74%) (Figura 1A) e grau 3 (17%) (Figura 1B).

Invasdo vascular linfatica foi identificada em 56% dos casos e invasao perineural em 52%.

Doze dos pacientes (52%) apresentavam metastases nos ganglios linfaticos ao diagnéstico,
quatro deles com mais de dez ganglios linfaticos positivos (estdgio pN3). Nenhum dos casos
apresentava metastases a distancia no momento do diagndstico.

O estadio de acordo com a classificagdo do American Joint Committee on Cancer (AJCC)
(TNM, 82 edigdo) ficou assim distribuido: | (41%), Il (27%) e Ill (32%).

Trends in Biomedical Laboratory Science 2024, Vol. 2, N.° 1



Trends in Biomedical Laboratory Science 2024, 1 52 of 87

O tratamento recebido foi a hormonoterapia (100%), radioterapia (78%), quimioterapia
(65%) e imunoterapia com anti-HER2 (4%).

A sobrevida livre de doenga variou de 1 a 11 anos, com média de 6 anos. A sobrevida global
variou de 1 a 29 anos, com média de 8 anos. 87% dos pacientes tiveram sobrevida superior a 5
anos. Dois pacientes tiveram 29 anos de sobrevida global porque tiveram seu primeiro tumor de
mama em 1994.

Durante o acompanhamento, oito pacientes tiveram recidiva (36%) e cinco foram
diagnosticados com metdstases a distancia (22%). Trés dos pacientes morreram durante o periodo
do estudo devido a doenga tumoral (14%), e todos apresentavam metastases nos ganglios
linfaticos ao diagnéstico.

3.2. Caracteristicas imunohistoquimicas da amostra

Todos os casos estudados foram positivos para o recetor de estrogénio, recetor de
progesterona, recetor de androgénio e Ciclina D1, com diferentes graus de expressdo conforme a
Figura 2. Apenas um paciente com BCL2 negativo foi identificado. Nenhum dos casos preencheu
os critérios necessarios para considerar o p53 como mutado.

Figura 2. (A) Recetor de androgénio: positivo (débil em 71-80% das células tumorais) (B) Recetor de
androgénio: positivo (intenso em 91-100% das células tumorais) (C) BCL2: positivo (intenso em 91-100%
das células tumorais) (D) BCL2: positivo (moderado em 81-90% das células tumorais) (E) Ciclina D1:
positivo (débil em 61-70% das células tumorais) (F) Ciclina D1: positivo (intenso em 51-60% das células
tumorais) (G) e (H) p53: ndo mutado.

Um dos casos foi CK19 negativo, o Unico em que o ganglio sentinela nao foi analisado pelo
método OSNA (one-step nucleic acid amplification).

Foi identificado um caso positivo (2+) para HER2 com confirmacdo de expressdo por SISH, o
Unico que recebeu tratamento prévio a cirurgia (terapia neoadjuvante).

Trinta e nove por cento dos pacientes apresentaram indice de proliferagdo (ki67) maior que
30%.

Verificou-se que todos os casos foram conduzidos corretamente, avaliando-se a presenca de
controles internos e externos para HER2 e Ciclina D1 nas amostras.

3.3. Correlagées e Andlise de Sobrevivéncia

Para facilitar a analise estatistica, o estudo imunohistoquimico foi simplificado agrupando o
score de Allred em trés categorias de acordo com o anticorpo estudado.
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- Para o recetor de estrogénio e progesterona: grau 1 (pontua¢do de 0 a 2), grau 2 (pontuagao
de 3 a 6) e grau 3 (pontuagdo de 7 a 8).
- Para o recetor de androgénio, BCL2 e Ciclina D1: grau 1 (pontuag¢do de 0 a 3), grau 2
(pontuacgdo de 4 a 6) e grau 3 (pontuacdo de 7 a 8).
Foram estudadas as correlagdes do estudo imunohistoquimico ampliado com os fatores
clinico-patoldgicos e do estudo imunohistoquimico de rotina (Tabelas 2 e 3), sem obter diferencas
significativas na analise estatistica.

Tabela 2. Caracteristicas clinico patoldgicas e estudo imunohistoquimico ampliado dos casos.

VARIAVEIS | TOTAL RA + RA+ BCL2- BCL2 + BCL2+ | CiclinaD1+ | Ciclina D1+ p53 p53
(Grau 2) (Grau 3) ’ (Grau 1) (Grau 2) (Grau 3) (Grau 2) (Grau 3) Mutado ’ Nzo mutado
Idade
<65 anos 6 | 0 [ 6 [ 1 [ 1 [ & [ 0 [ 6 [ o [ 6
>65 anos 17 | 2 [ 15 | o [ 4 [ 13 ] 4 [ 13 [ o [ 17
Grau
1 2 0 2 0 1 1 0 2 0 2
2 17 2 15 1 3 13 4 13 0 17
3 4 0 4 0 1 3 0 4 0 4
In situ
NAO 15 | 3 [ 13 [ o [ 4 [ 11 ] 4 | 11 [ 0 I 15
SIM 8 [ o | 8 [ 1 T T e ] 0 [ 8 [ o ] 8
L
NAO 10 1 9 0 3 7 3 7 0 10
SIM 13 1 12 i 2 10 1 12 0 13
Pn
NAO 11 1 10 0 2 9 3 8 0 11
SIM 12 1 1 1 3 B 1 11 0 12
Estadio T
T1-T2 21 | 2 [ 19 T 1 [ a [ 16 ] 4 I 17 [ o ] 21
13-T4 2 | 0 [ 7 [ 0 [ 1 | 1 | 0 [ 2 [ 0 [ 2
Estadio N
NO 11 ] 1 [ 10 [ o [ a4 [ 7 ] 3 [ 8 [ o ] 11
N1-3 12| i | 11 | 1 [ 1 [ 10 ] 1 [ 11 [ o ] 12
Exitus
NAO 20 | 2 | 18 [ 1 [ 3 [ 16 ] 4 | 16 [ 0 I 20
SIM 3 ] 0 [ 3 [ o [ o [ 3 | 0 [ 3 [ 0 [ 3
Recaida
NAO 15 | 1 [ 14 ] o [ 5 ] 10 ] 3 [ 12 [ o ] 15
SIM 8 | 1 [ 7 | 1 [ o |7 | 1 [ 7 [ o | 8
Abreviagdes: L (invasdo vasculo-linfatica), Pn (invasdo perineural), RA (recetor de androgénio).

Tabela 3. Estudo imunohistoquimico de rotina e estudo imunohistoquimico ampliado dos casos.

VARIAVEIS TOTAL RA + RA + BCL2 - BCL2 + BCL2 + Ciclina D1 + Ciclina D1 + p53 p53
(Grau 2) (Grau 3) (Grau 1) (Grau2) | (Grau3) (Grau 2) (Grau 3) Mutado | N&o mutado
RE + (Grau 2) 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1
RE + (Grau 3) 22 2 20 ik 5 16 4 18 0 22
RP + (Grau 2) 3 1 2 0 0 3 1 2 0 3
RP + (Grau 3) 20 1 19 1 5 14 3 17 0 20
HER2 - 22 2 20 1 5 16 4 18 0 22
HER2 + 1 0 1 0 1 0 1 0 ik
ki67 £30% 14 2 12 0 5 9 4 10 0 14
ki67>30% 9 0 9 1 0 8 0 9 0 9

Abreviagoes: RE (recetor de estrogénio), RP (recetor de progesterona), RA (recetor de androgénio).

Nas demais varidveis, observou-se relagdo apenas entre a probabilidade de recidiva e o
numero de ganglios linfaticos metastaticos positivos ao diagndstico (p=0,005). Na analise de
sobrevivéncia do estudo imunohistoquimico estendido (RA, p53, BCL2, Ciclina D1) realizado com
o método de Kaplan-Meier e com regressao de Cox (Figura 3), ndo foram observadas diferencas
significativas nas variaveis, pelo que se estabelece que ndo existe nenhuma influéncia desses
marcadores no progndstico dos pacientes.
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Figura 3. Andlise da sobrevivéncia no estudo imunohistoquimico ampliado.

Método de Kaplan-Meier e regressdo de Cox.

E importante levar em consideracdo que, apenas aumentando o tamanho da amostra,
seria possivel obter dados estatisticos mais relevantes.
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4. Discussao

Na provincia de Zamora observamos uma incidéncia ligeiramente superior aos dados
registados globalmente pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (2).

O cancro de mama nos homens é tratado seguindo as mesmas diretrizes para o tratamento
de cancro de mama nas mulheres. O cancro de mama no homem tem um progndstico pior do que
o cancro de mama nas mulheres, principalmente devido a falta de um sistema de triagem para
diagndstico precoce, o que leva a diagndsticos mais tardios (2). A maioria apresenta metdstases
nos ganglios linfaticos ao diagndstico, circunstancia que observamos no nosso estudo, destacando
a correlagdo estatistica entre o niumero de ganglios linfaticos positivos ao diagndstico e a
probabilidade de recidiva.

Do ponto de vista clinico-patoldgico e imunohistoquimico, os resultados obtidos no nosso
estudo sdo muito semelhantes aos observados nos outros estudos publicados (10, 16, 17, 18). Na
amostra, todos os pacientes eram positivos para o recetor de estrogénio e progesterona, portanto
receberam tratamento hormonal adjuvante com Tamoxifeno, dois dos pacientes interromperam
o tratamento nos primeiros dois anos devido a efeitos colaterais. No estudo ndo foi possivel
estabelecer que tipo de relacdo o recetor de androgénio tem na resposta a esse tratamento, pois
todos os casos foram positivos. O recetor de androgénio tem sido associado, em alguns casos, a
uma pior resposta ao tratamento hormonal com tamoxifeno e, portanto, a uma menor sobrevida
em 5 anos (10). Este dado é controverso porque 90-95% dos casos tém o recetor de androgénio
positivo. A influéncia que ele pode ter no tratamento dos pacientes ainda é desconhecida e muitos
mais estudos sdo necessarios para entender sua importancia (16).

A variabilidade observada no estudo, em relacdo a intensidade e ao percentual de marcagao
para os diferentes recetores, provavelmente se deve a heterogeneidade dos tumores.

Os resultados obtidos neste estudo ndao podem estabelecer uma relagdo entre o recetor de
androgénio, BCL2, p53 e Ciclina D1 com o progndstico dos pacientes, pelo que se pode deduzir,
limitado pela amostra, que ndo ha razdao que justifique a extensdo do perfil imunohistoquimico
que é realizado rotineiramente.

A expressdao de BCL2 é considerada um bom fator progndstico independentemente do
tratamento adjuvante recebido, principalmente no estadio inicial da doenga (18). Apenas um dos
casos foi negativo para BCL2 e apresentou metdstases a distancia um ano apds a intervengao
cirdrgica, mas deve-se levar em consideragao que havia outros fatores de mau progndstico muito
mais relevantes no momento do diagndstico, como a presenca de estadio ganglionar N3c.

A superexpressdo de p53 estd correlacionada com mutagdes no gene e pior progndstico (4).
Foi um marcador de rotina utilizado por muito tempo, mas a dificuldade em estabelecer um ponto
de corte para determinar a probabilidade de mutagdes levou ao abandono de seu uso. Este facto
também é observado no nosso estudo, em todos os casos uma marcagdo nuclear dispersa de
baixa intensidade inferior a 10% foi identificada nas células tumorais.

A superexpressdo de Ciclina D1 foi preditiva de melhor sobrevida ao cancro de mama nos
homens e os dados sugerem que nao estd relacionada a proliferagdo (17, 19, 20), embora existam
estudos que a associaram a resisténcia ao tratamento com Tamoxifeno nas mulheres (20). No
estudo, nenhuma relagdo foi observada com o Ki67 ou com a sobrevida.

Nenhuma das suposic¢des feitas na literatura cientifica para o recetor de androgénio, BCL2 e
Ciclina D1, pode ser comprovada no nosso estudo. Os resultados obtidos no p53 estariam de
acordo com o pouco uso que lhe é dado atualmente.

E importante ter em conta as limitagdes da nossa amostra, pelo que se considera
fundamental expandir o estudo a mais individuos, algo que sé poderia ser conseguido através da
colaboragdo com varios hospitais devido a raridade da doenca.

5. Conclusoes

Na amostra, apenas o niumero de ganglios linfaticos positivos foi preditivo de sobrevida
global e sobrevida livre de doenga. As andlises estatisticas realizadas ndo mostraram diferengas
significativas entre os resultados obtidos no estudo imunohistoquimico ampliado e a sobrevida,
devido principalmente ao pequeno numero de pacientes estudados. Portanto, concluimos com a
evidéncia de que muitos estudos adicionais com grandes séries de pacientes ainda sdo necessarios
para decifrar a influéncia do perfil imunohistoquimico no progndstico dos pacientes, algo
considerado fundamental e necessario para entender uma doenga ainda pouco estudada como o
cancro de mama no homem.
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Resumo:

Introducdo: Entende-se por suicidio o ato através do qual uma pessoa provoca a sua morte de
forma intencionada e violenta. Cerca de trés pessoas morrem diariamente por suicidio em
Portugal e estima-se que o nimero de tentativas de suicidio seja 25 vezes superior ao nimero de
suicidios consumados. O suicidio constitui um sério problema de saude publica, o seu estudo é
fundamental para estabelecer fatores de risco individuais, sociais, culturais ou socioecondmicos
que permitam a detecdo precoce de sintomas e sinais de risco, que permitam identificar situagdes
individuais, que eventualmente levam ao suicidio.

Objetivos: Este estudo teve como principal objetivo caracterizar o suicidio em Portugal, num
intervalo de cinco anos (2017-2021), tendo em conta o ano, a regido geografica, a faixa etaria e
sexo dos individuos.

Materiais e Métodos: Foram recolhidos dados de bases estatisticas do Instituto Nacional de
Estatistica (INE) e Pordata. Para a andlise dos dados e discussao critica, foi considerada informacdo
proveniente de artigos online, revistas e estudos nacionais, bem como artigos cientificos da base
de dados PubMed.

Resultados: Foram analisados 4881 dados referentes ao numero de Obitos por suicidio em
Portugal de 2017 a 2021. Verificou-se um nimero decrescente de mortes por suicidio desde 2017
em Portugal Continental e o inverso nas Regides dos Agores e Madeira, em que o suicidio tem
vindo a aumentar. Observou-se um aumento de mortes por suicidio em homens, com o aumento
da idade. Em geral é nas regides do Alentejo e do Algarve que as taxas de suicidio foram mais
elevadas.

Conclusdo: Em suma, verifica-se uma descida do nimero de suicidios ao longo do periodo de
anos estudados em Portugal Continental e o oposto nas Regides Autonomas. Os individuos do
sexo masculino, idosos e individuos que habitam zonas rurais apresentam, em geral, uma maior
taxa de suicidio.

Palavras-Chave: suicidio; fatores de risco para suicidio; morte por suicidio; taxa de suicidio; comportamentos
suicidas
1. Introducao

s N

O suicidio é o ato pelo qual um ser humano decide colocar um término a sua vida. E
considerada uma morte violenta associada a situagGes limite, que resultam na desisténcia da
propria sobrevivéncia. O suicidio é um problema de saude publica multifacetado, que envolve
fatores de risco individuais, familiares, comunitarios e sociais. Os seus determinantes sdo de
natureza antropoldgica, psicoldgica, bioldgica e social, e atuam muitas vezes simultaneamente.
(11121 [3]

Os fatores de risco mais importantes para comportamentos suicidas sdo os transtornos
mentais, os quais estdo presentes em mais de 90% daqueles que cometem suicidio. Os
antecedentes familiares de comportamentos suicidas, as relagdes familiares, o género, a idade, o
uso drogas e de substancias de abuso, a presenca de problemas fisicos incapacitantes e a situagao
social desfavoravel também constituem fatores de risco para o suicidio. Outros fatores
predisponiveis incluem uma tentativa de suicidio anterior, abuso sexual infantil e perda de um
progenitor por suicidio na primeira infancia. [4]
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No entanto, o suicidio também ocorre na auséncia de transtornos mentais identificaveis,
como resultado da interagdo de fatores de risco, que normalmente incluem a solid3o, a falta de
esperanga no futuro, a sobrecarga psicoldgica e o isolamento social. A combinagdo de varios
fatores de risco com o acesso a meios letais, potenciam os atos suicidas. [4]

A relacdo entre o suicidio e a sociedade tem sido alvo de estudos principalmente apds a
divulgacdo do trabalho de Durkheim em 1986. Este autor defendia que o suicidio, apesar de ser
um ato individual, é o resultado do meio social em que se insere um individuo. Estudos mais
recentes confirmam esta hipdtese, apontando fatores de risco inerentes ao contexto individual,
social e geografico das populagdes [4]

Ao longo dos ultimos 5 anos tem-se verificado que a taxa de suicidio em Portugal é inferior
a média europeia. De acordo com a base de dados do Instituto Nacional de Estatistica (INE), no
ano de 2019 a taxa de suicidio nacional registada foi de 9,5 mortes por 100 000 habitantes,
enquanto segundo os numeros disponibilizados pela Organizagdo Mundial da Satide (OMS), nesse
mesmo ano, a taxa de suicidio europeia registada foi de 10,5 mortes por 100 000 habitantes.
Contudo, ainda que este ndo se encontre dentro das maiores causas de morte no pais, a Ordem
dos Psicélogos Portugueses indica que cerca de trés pessoas morrem diariamente por suicidio em
Portugal, podendo este numero ser ainda maior, uma vez que a classificacdo das causas de morte
pode conter informagGes contraditdrias. Além disso, estima-se que o nimero de tentativas de
suicidio é 25 vezes superior ao nimero de suicidios consumados. Posto isto, o suicidio é um grave
problema de saude publica e levanta uma grande preocupacgdo a nivel da saude mental das
populagdes. [5] [6] [7]

O estudo e caracterizagdo do suicidio nas populagdes é de suma importancia e visa a criagao
de estratégias de prevengdo ao comportamento suicida. Este estudo de investigagdo teve como
objetivo a recolha, caracterizagdo e analise da informacgdo disponivel sobre as taxas de suicidio
em Portugal, entre os anos de 2017 a 2021. A andlise dos dados recolhidos incluiu as principais
varidveis disponiveis, como a regido, faixa etaria e sexo. Durante a andlise dos dados, foi
considerado o periodo de quarentena (de 2020 a 2021) associado a pandemia COVID-19, e a sua
contribuicdo para um maior isolamento social, que representa um fator de risco para
comportamentos suicidas.

2. Materiais e Métodos

Para a realizacdo deste estudo foram recolhidos dados de bases estatisticas certificadas
nacionais on-line, nomeadamente do Instituto Nacional de Estatistica (INE) e da Pordata
(PORDATA - Ambiente de Consulta). Os dados recolhidos correspondem ao nimero de
6bitos por suicidio em Portugal do ano de 2017 a 2021 e também as taxas de suicidio por 100 000
habitantes, divididas por sexo, faixa etdria e regido do pais. Os dados foram posteriormente
tratados e analisados no software Microsoft Excel®. Foram construidos graficos e tabelas, de
modo a trazer uma imagem mais visual e elucidativa dos dados recolhidos.

Foi também recolhida informacdo proveniente de matérias, revistas e estudos feitos a nivel
nacional, bem como artigos cientificos da base de dados PubMed, utilizando as palavras-chave:
suicidio; fatores de risco para suicidio; morte por suicidio; taxa de suicidio; comportamentos
suicidas. Posteriormente foram selecionados os seguintes filtros: artigos publicados entre 2000 a
2023, tipos de artigos: Books and Documents, Meta-Analysis, Randomized Controlled Trial,
Review, Systematic Review. O total de artigos encontrados foram 19 e destes foram selecionados
12. A informacdo destes artigos foi utilizada para a discussdo dos resultados obtidos na analise
dos dados recolhidos. Para a obtengdo da amostra final de artigos (n=12) foram aplicados os
seguintes critérios de inclusdo: Obras literarias, artigos e matérias on-line publicados no século
XXI, que abordassem a tematica dos diversos fatores de risco para o suicidio, tanto a nivel
nacional, como internacional, escritos em portugués ou inglés e artigos cujo fosse possivel o
acesso ao texto integro. Como critérios de exclusdo elegeram-se as obras literdrias, artigos e
matérias on-line que ndo cumpriam os critérios anteriormente descritos, nomeadamente os que
apresentavam como populagdo de estudo, individuos que tivessem tido uma morte que nao fosse
classificada como suicidio, abordassem apenas fatores de risco para o suicidio, ou grupos de risco,
gue ndo constam nas variaveis estudadas nesta revisdo e estudos que tenham sido realizados no
século XX.
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3. Resultados

Os resultados obtidos sdo provenientes da andlise efetuada em dados recolhidos do Instituto
Nacional de Estatistica (INE) e da base de dados Pordata, ambas bases estatisticas certificadas em
Portugal. Foram recolhidos um total de 4881 casos de dbitos por suicidio em Portugal entre os
anos de 2017 a 2021.

3.1. Numero de mortes em Portugal entre os anos de 2017 a 2021

O numero total de ébitos em Portugal tem vindo a aumentar ao longo dos anos na populagao
portuguesa. No ano de 2017 foram registadas 109 758 mortes, aumentando este valor em 2021
para 124 841. E de salientar o aumento acentuado no nimero de mortes entre os anos de 2019
e 2020.

Em contraste, o nUmero de mortes por suicidio tem vindo a baixar desde 2017, descendo de
1048 mortes em 2017 para 928 mortes em 2021 (Figura 1).

Numero de mortes em Portugal 2017- Numero de mortes por suicidio em
2021 Portugal 2017 - 2021
130000 1075
125000 1050
1025
120000 1868
115000 975
110000 950
105000 8%8
100000
2017 2018 2019 2020 2021 2017 2018 2019 2020 2021

(a) (b)

Figura 1. (a) Numero total de ébitos em Portugal entre os anos de 2017 a 2021. Ano de 2017: 109758 mortes;
ano de 2018: 113051 mortes; ano de 2019: 111843 mortes; ano de 2020: 123396 mortes e ano de 2021:
124841 mortes. (b) Numero de mortes por suicidio em Portugal entre os anos 2017 a 2021. Ano de 2017:
1048 mortes; ano de 2018: 989 mortes; ano de 2019: 975 mortes; ano de 2020: 941 mortes e ano de 2021:
928 mortes.

3.2. Numero de mortes por suicidio segundo a faixa etdria

De modo a determinar a distribuicdo do numero de mortes por suicidio, de acordo com a
faixa etaria, foi efetuada a média das taxas de morte por suicidio ao longo do periodo de 5 anos
(2017-2021), em cada faixa etaria identificavel (Anexo I).

Verificou-se um aumento da prevaléncia de mortes por suicidio com o aumento da idade. A
faixa etaria dos 75 anos ou mais apresenta uma maior prevaléncia de mortes por suicidio, com
22,52 mortes por 100 000 habitantes, seguindo-se a faixa etaria dos 65 aos 74 com 13,68 mortes
por 100 000 habitantes. Em contraste, as faixas etarias dos 15 aos 24 anos e dos 25 aos 34 sdo as
gque apresentam uma menor taxa de morte por suicidio, representando 3,36 e 6,20 mortes por
100 000 habitantes, respetivamente (Figura 2).

Taxas de suicidio por faixa etaria
3.36

m15a324
22.52 anos
m25334
' anos
13.68 m35a44
anos

Figura 2. Média das taxas de mortes por Suicidio em Portugal por Faixa Etaria, no periodo de 2017 a 2021.
Taxa de mortalidade por suicidio por 100 000 habitantes

3.3. Numero de mortes por suicidio segundo o sexo
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De modo a determinar a distribuicdo do nimero de mortes por suicidio, de acordo com o
sexo, foi efetuada a média das taxas de morte por suicidio ao longo do periodo de 5 anos (2017-
2021), em cada faixa etdria identificavel (Anexo I).

No que diz respeito a prevaléncia de mortes por suicidio de acordo com o sexo da vitima,
verificou-se que a taxa de suicidio nos homens é, em média, 3 vezes superior a taxa de suicidio
nas mulheres. No ano de 2017 registou-se uma taxa de 16,0 mortes por suicidio em 100 000
habitantes no sexo masculino, em comparagdo com o sexo feminino, em que se registou 5,0
mortes por suicidio em 100 000 habitantes. No ano de 2021, apesar de uma ligeira diminui¢do das
taxas em ambos os sexos, a tendéncia do sexo masculino possuir uma taxa de mortes por suicidio
muito superior mantém-se, registando-se 15,5 mortes por 100 000 habitantes nos homens e 3,8
mortes por 100 000 habitantes nas mulheres (Figura 3).

Taxas de suicidio por sexo
B Homens M Mulheres

LLLLL

2017 2018 2019 2020 2021

Figura 3. Média das taxas de mortes por Suicidio em Portugal por sexo, no periodo de 2017 a 2021. Taxa de
mortalidade por suicidio por 100 000 habitantes

3.4. Numero de mortes por suicidio em homens e mulheres, por faixa etdria

Em relagdo aos valores médios das taxas de mortes por suicidio, em cada faixa etaria do sexo
masculino (Anexo Il), constatou-se um aumento da taxa de suicidio ao longo da idade. A faixa
etaria na qual prevalece uma maior taxa de mortes por suicidio é na dos 75 anos ou mais, com
uma média de 45,5 mortes por 100 000 habitantes, seguindo-se a faixa etaria dos 65 aos 74, com
o valor de 21,8 mortes por 100 000 habitantes. Em contraste, as faixas etdrias mais jovens, dos 15
aos 24 anos e dos 25 aos 34 registam uma menor média das taxas de mortes por suicidio, com 5,1
mortes por 100 000 habitantes e 10,54 mortes por 100 000 habitantes, respetivamente (Figura
4a).

Para o sexo feminino (Anexo lll), verifica-se igualmente um aumento da prevaléncia de
mortes por suicidio com o aumento da idade. A faixa etaria na qual prevalece uma maior média
de taxa de mortes por suicidio é na dos 75 anos ou mais, com 8,12 mortes por 100 000 habitantes,
seguindo-se a faixa etdria dos 65 aos 74, com 6,98 mortes por 100 000 habitantes. As faixas etarias
mais jovens, dos 15 aos 24 anos e dos 25 aos 34 continuam a registar as menores médias das taxas
de mortes por suicidio, com 1,58 mortes por 100 000 habitantes e 1,98 mortes por 100 000
habitantes, respetivamente (Figura 4b).
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Suicidio por faixa etaria nos homens Suicidio por faixa etaria nas Mulheres
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Figura 4. (a) Médias das taxas de morte por suicidio em Portugal nos Homens, de acordo com a faixa etaria,
entre 2017 e 2021. Taxas de Suicidio por 100 000 habitantes. (b) Média das taxas de morte por suicidio em
Portugal nas mulheres, de acordo com a faixa etaria, entre 2017 e 2021. Taxas de Suicidio por 100 000
habitantes.

3.5 Numero de mortes por suicidio de acordo com a regido

De modo a determinar a distribuicdo de mortes por suicidio de acordo com a regido de
Portugal, foi efetuada a média das taxas de morte por suicidio ao longo do periodo de 5 anos
estudado (2017-2021). (Anexos V). Observou-se menores taxas de morte por suicidio na regido
Norte de Portugal e na area metropolitana de Lisboa (AML), com 7,16 mortes por 100 000
habitantes e 8,3 mortes por 100 000 habitantes, respetivamente. Em contrapartida, nas regides
do Alentejo e do Algarve verificam-se as taxas mais elevadas de morte por suicidio em Portugal,
com 18,82 mortes por 100 000 habitantes e 16,76 mortes por 100 000 habitantes, respetivamente
(Figura 5).

Norte
7,16
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9,82
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83
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12,46
-1l

Figura 5. Média das taxas de morte por suicidio em Portugal, de acordo com a regido, entre 2017 e 2021.
Taxas de Suicidio por 100 000 habitantes.

3.6. Numero de mortes por suicidio segundo a regido: comparagéo entre os anos de 2017 e 2021

Fazendo uma comparacao entre o ano de 2017 com o ano de 2021, verificou-se uma
diminuicdo das taxas de suicidio em todas as regiées de Portugal continental. No entanto, nas
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regiGes autonomas dos Agores e da Madeira verificou-se um aumento acentuado destas mesmas
taxas (Figura 6).

Taxa de suicidio em Portugal por Regido (2017-2021)

19.9 m 2017 m2021
. ) . . I I ' '
Norte Centro Alentejo Algarve Agores Madeira

Figura 6. Taxa de Suicidio por 100 000 habitantes em Portugal, de acordo com a regido, nos anos 2017 e
2021. Taxas de Suicidio por 100 000 habitantes. AML: drea metropolitana de Lisboa.

3.7. Numero de mortes por suicidio por regiéo, de acordo com a faixa etdria

Como verificado anteriormente, as regides autbnomas dos Agores e da Madeira apresentam
discrepancias na evolugdo das taxas de suicidio aos longo do periodo estudado, quando
comparadas as regides continentais. De forma a completar esta analise e para poder discutir estes
resultados assertivamente, procedeu-se a analise do nimero de mortes por suicidio por regido,
de acordo com a faixa etdria (Anexo V).

Ambas as regides autdbnomas apresentaram uma média das taxas de suicidio mais elevada
nas faixas etdrias mais jovens, com destaque para os Agores. Na faixa etdria dos 25 aos 34 anos a
taxa de suicidio nos Acores é 2 vezes superior as restantes regides, com uma média de 17,80
mortes por 100 000 habitantes. Por outro lado, a faixa etaria dos 75 anos ou mais é a Unica em
que a média da taxa de suicidio, ao longos destes 5 anos é mais elevada no Continente, com 22,7
mortes por 100 000 habitantes (Figura 7).

Taxas de suicidio por faixa etaria

H Continente M Agores Madeira 22.74

17.80 17.50
% 16.92 16.16 16.60
13.56 14.46
12.74 13.60 13.08
11.10
n I I I I I

15a24anos 25a34anos 35a44anos 45a54anos 55a64anos 65a74anos 75 o0u+anos

Figura 7. Média das Taxas de Suicidio em Portugal Continental e RegiGes Auténomas, de acordo com as
Regides e Faixas Etdrias, no periodo de 2017 e 2021. Taxas de Suicidio por 100 000 habitantes

4. Discussao

No periodo considerado neste estudo, de 2017 a 2021, foram contabilizados 4881 6bitos por
suicidio em Portugal, incluindo todas as regides. Verificou-se uma descida gradual no nimero de
suicidios ao longo destes 5 anos, sendo que em 2017 foram registadas 1048 mortes, enquanto
em 2021 foram registadas 928 mortes por suicidio.
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Apesar do nimero de mortes em Portugal ter aumentado notavelmente a partir do ano de
2019 e até ao ano de 2021, provavelmente devido a contribuicdo do periodo de pandemia da
COVID-19, verificou-se que o nimero de mortes por suicidio é decrescente desde 2017 a 2021. O
que indica que a taxa de suicidio ndo foi afetada pelo periodo de quarentena (entre 2020 e 2021),
sendo que o agravamento dos fatores de risco, como a soliddo e o isolamento social nao
contribuiram para um aumento do suicidio em Portugal (Figura 1).

Ao analisar o nimero de mortes por suicido de acordo com a faixa etdria é possivel observar
que ha uma maior prevaléncia de suicidios nas faixas etarias mais elevadas, sendo a populacdo
mais idosa (> 75 anos) a que apresenta o valor mais elevado (Figura 2).

Verifica-se que, a semelhanga de outros paises europeus, também em Portugal a idade
representa um fator de risco importante para o suicidio, o que vai ao encontro do descrito na
literatura. Estudos anteriores, apontam a depressdao como o principal fator de risco para o
suicidio, sendo esta uma doenga prevalente na populagdo idosa, estando muitas vezes associada
a idealizacdo de atos e comportamentos suicidas. As elevadas taxas de suicidio na populagdo
idosa, sdo também associadas ao processo individual de envelhecimento, que pode ser afetado
negativamente pela perda de relagdes interpessoais (sendo o conjugue de elevada importancia),
pela auséncia de projetos futuros, pela mudanca de casa (para instituicGes de acolhimento ou
casa de familiares), pelo surgimento de patologias e incapacidades fisicas e pela perda poder
econdmico. O poder econdmico por parte da populagdo idosa, em Portugal, representa um flagelo
social. De acordo com dados recentes, publicados na base de dados Pordata (2021), o valor anual
médio recebido pelos pensionistas é de 5.883,60 euros, o que representa um total de 490,30
euros mensais. [8] [9] [10] [11] [12]

Tendo em conta as taxas de suicidio e a sua distribuicdo por sexo observou-se que o sexo
masculino tem valores bastante mais elevados que o sexo feminino, em qualquer dos anos
estudados. Utilizando o ano de 2021 como exemplo, a taxa de suicidio nos homens foi de 14,5
mortes por 100 000 habitantes, enquanto nas mulheres foi apenas de 3,8 mortes por 100 000
habitantes (Figura 3).

Esta discrepancia revela-se um padrdo, ndo apenas em Portugal, mas na populagdo em geral
e tem sido amplamente estudada de modo a determinar quais os fatores sociodemograficos que
possam ter influéncia no comportamento suicida entre homens e mulheres. Existem, no entanto,
alguns fatores que se destacam, como o facto de que os homens tendem a utilizar métodos
suicidas fisicos, de maior letalidade, como armas de fogo ou o enforcamento, que detém uma
grande taxa de sucesso. Contrariamente as mulheres, que optam mais frequentemente por
métodos quimicos, como a toma excessiva de fdrmacos, o que se traduz num aumento da taxa de
insucesso. Para além disso, é no sexo masculino que se verifica uma maior prevaléncia nos
consumos de substancias aditivas e de abuso, como o alcool, o que também é considerado um
fator de risco importante para o suicidio. Os fatores culturais também podem representar um
fator de risco que afeta particularmente o sexo masculino, uma vez que, apesar de ser percetivel
algum progresso nas geracGes mais novas, ainda vivemos numa sociedade em que os homens tém
uma menor tendéncia em procurar ajuda profissional em casos de depressdo ou vivencia de
situagdo psicoldgicas negativas, o que se traduz na desvalorizagdo da saude mental. [11] [13] [14]
[15]

Analisando a taxa de suicidio por sexo e de acordo com a faixa etaria ndo foi possivel
observar uma diferenca significativa entre os resultados, verificando-se que em ambos os sexos,
as taxas de morte por suicidio aumentam com a idade. Esta informacdo vai ao encontro ao que
foi verificado anteriormente, em que, quanto maior é a faixa etdria, maior o numero de suicidios
registados, em ambos os sexos (Figura 4).

Ao efetuar uma analise geografica da distribuicdo da taxa de suicidio, verifica-se uma
variagdo de acordo com a regido, sendo na regidao Norte e na AML (areas urbanas, com tamanho
populacional superior a 50 mil habitantes), onde se verificam menores taxas de suicidio,
contrariamente as regiGes do Alentejo e do Algarve, no total dos 5 anos considerados para o
estudo (Figura 5).

As regides do Alentejo e Algarve apresentam um maior nimero de zonas rurais (municipios
com populagdo < 10 mil habitantes) e semirrurais (municipios com populagdo entre 10 mil e 50
mil habitantes), quando comparadas com as regides Norte, Centro e AML. Estudos anteriores,
publicados pela Organizacdo Mundial de Saude, constatam que o nimero de mortes por suicido
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na populagdo mundial sdo mais elevados em zonas rurais, o que se verifica também em Portugal.
Adicionalmente, o suicidio em zonas rurais continua a ter mais expressdao no sexo masculino,
sendo que é nos homens que o nimero de suicidios consumados é mais elevado, enquanto as
mulheres tém o numero mais elevado de tentativas de suicidio registadas.

Diversas causas tém sido apontadas como possiveis adjuvantes na ideacdo e
comportamentos suicidas nas zonas rurais e semirrurais, entre elas encontram-se a
desertificacdo, o isolamento social, a falta de dinamismo econdmico, o acesso facilitado a meios
letais (armas, cordas e afins) e o estigma destas pequenas populagdes em relagdo a doenca
mental, que ainda se encontra tradicionalmente enraizado em popula¢ées mais pequenas.

Para além dos fatores acima mencionados, deve-se ter em conta que é nas zonas rurais e
semirrurais que o acesso aos cuidados de saude primdrios é limitado e dificil, o que dificulta ainda
mais a identificacdo de situacGes de risco e a prevencdo precoce de atos suicidas. Em Portugal, o
numero de profissionais de salde especializados na area da saude mental tem vindo a aumentar
cada vez mais (em 2022 registavam-se um total de 25 mil psicdlogos no pais). Contudo, a
problematica do acesso aos cuidados de salde na area da saude mental revela-se quando ndo ha
a integracdo destes profissionais no setor publico, prejudicando os utentes mais vulneraveis
economicamente. [3] [16] [17]

De um modo geral, houve uma diminui¢do nas taxas de suicidio de 2017 a 2021 em Portugal
continental. Contudo, observou-se que nas regides autonomas dos Agores e da Madeira existe
uma contradi¢cdo ao padrdo verificado em Portugal continental, uma vez que houve aumento
consideravel nas taxas de suicidio de 2017 para 2021 (Figura 6). Analisando estes dados em
relagcdo a faixa etaria, verificou-se que tanto nos Agores como na Madeira, a taxa de suicidio tende
a ser mais elevada em faixas etdrias mais jovens, contrariamente a tendéncia geral dos dados,
como descrito anteriormente. Nos Acores, a faixa etdria dos 25 aos 34 anos destaca-se,
apresentando uma taxa de suicidio 2 vezes superior, quando comparada as restantes regides, com
17,80 mortes por 100 000 habitantes (Figura 7).

Estudos anteriores, realizados em escolas e universidades, com o objetivo de entender quais
0s comportamentos que podem ser preditivos de ideagdo suicida nos jovens, defendem que os
trés principais fatores que aumentam o risco para o suicidio sdo: fatores psicoldgicos, como a
depressdo, ansiedade, tentativas de suicidio prévias; tendéncias de abuso de alcool e outras
substancias aditivas; historial de eventos traumaticos (como problemas familiares, ou ter
presenciado o suicidio de um familiar préximo), associados a tragos de personalidade especificos,
como o neuroticissimo e impulsividade, ou a presenca de comportamentos frequentes de
automutilacdo deliberada. Foi ainda constatado que, na faixa etaria jovem (adolescentes e jovens
adultos) os comportamentos auto-lesivos estdo diretamente relacionados com tentativas de
suicidio, precedendo-as muitas das vezes. Para além destes, as dificuldades psicossociais e falta
de apoio terapéutico também representam importantes fatores de risco para o suicidio nas faixas
etarias mais jovens. Por este motivo, a prevencdo e o reconhecimento precoce destes
comportamentos em adolescentes sdo essenciais e podem ser medidas que salvam vidas. [18]
[19] [20]

No entanto, a literatura que sustenta uma justificacdo relativamente aos valores elevados
de suicidio nas regides auténomas é muito escassa e relativa. E de salientar um estudo
observacional, realizado na ilha de Sdo Miguel (Agores), em 2017, com o objetivo de caracterizar
0s comportamentos auto-lesivos e ideagdo suicida em jovens residentes (n=1763). Neste estudo
foi verificado que 30% dos jovens questionados referiram ter tido pelo menos um comportamento
auto-lesivo ao longo da vida, foi observado ainda que a maioria dos jovens com este tipo de
comportamento provinha de meios socioeconémicos mais baixos, o que pode dificultar
significativamente o acesso aos cuidados de salde e potenciar a negligencia pela saude mental.
[21]

Para além disto, alguns autores apresentam como fatores justificativos do aumento de
suicidio entre os jovens agorianos: o maior deslocamento e isolamento da populagdo, a adesdo a
religido, o que é contraditério aos fatos observados nas regides auténomas, uma vez que esta
populagdo tende a ser mais tradicional e manter habitos religiosos. Talvez o isolamento e a maior
ruralidade existente nas ilhas também contribuam para uma maior instabilidade nos jovens
adultos, por falta de oportunidades e menores perspetivas profissionais futuras. [3] [11] [22]

Além dos fatores supramencionados, a populacdo residente nas ilhas apresenta um poder
econdmico muito inferior a populagdo de Portugal continental, exibindo os valores mais elevados
das taxas de risco de pobreza de todo o pais, de acordo com os dados mais recentes do INE (25,1%
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nos Acores e 25,9% na Madeira em 2021). A situagdo socioecondmica, as elevadas taxas de
abandono escolar e o consumo precoce de alcool, tabaco e estupefacientes, sdo importantes
fatores de risco a considerar nas regides autonomas. Além destes fatores, destacamos o consumo
de Novas Substancias Psicoativas (NSP), que tem vindo a aumentar significativamente nas regides
autonomas. As NSP s3do de facil acesso, sdo legais e dominam os padrées de consumo de
substancias aditivas entre os jovens, principalmente no arquipélago dos Acores. As NSP
representam um perigo ao consumidor pois sdo frequentemente constituidas por misturas com
lixivia, fertilizantes e acetonas, sendo responsaveis por provocar surtos psicoticos e destruir as
funcGes cognitivas de quem as consome, contribuindo para o aumento dos internamentos
compulsivos por perturbagdes psiquiatricas. As doengas mentais, como explicado anteriormente,
constituem um dos maiores fatores de risco para o suicidio. [23] [24] [25] [26]

O estudo dos padrdes de suicidio é de extrema importancia para a identificacdo de
comportamentos e fatores de rico que possam orientar os profissionais de saude na agdo e
intervencdo precoce deste flagelo populacional, no sentido da prevencdo. E necessaria a
realizagdo de mais estudos cientificos de observagdo populacional sobre este tema,
principalmente nas populagdes idosas e residentes em zonas rurais, como também nas
populagdes mais jovens, de forma a prevenir o suicidio tanto na ideagdo, como na forma tentada
e efetiva.

5. Conclusao

O principal objetivo deste estudo foi a caracterizacdo do suicidio em Portugal, entre os anos
de 2017 e 2021, de acordo a faixa etaria, o sexo e regido e tendo em conta os principais fatores
de risco associados, tais como fatores individuais, sociais, culturais ou socioeconémicos. Através
da andlise dos dados disponiveis sobre o suicidio em Portugal, foi possivel constatar que este tipo
de comportamento, que determina a morte de um individuo constitui um grave problema de
saude publica, e apesar da sua representagdo ser baixa no numero total de ébitos em Portugal,
ndo deixa de ser indiferente a sociedade portuguesa, principalmente nas zonas rurais.

Foi notdvel a descida do numero de o6bitos por suicidio ao longo do periodo de anos
estudados, verificando-se que mesmo durante a quarentena derivada da pandemia Covid-19, ndo
houve um aumento das taxas de mortalidade por suicidio em Portugal. Em suma, observou-se
que é na populagdo idosa que o suicidio é mais frequentemente, o que pode ser justificado pelo
isolamento social, incapacidade fisica ou inadaptagdo as mudangas que esta fase da vida exige.
Em relacdo as taxas elevadas de suicidio no sexo masculino, quando comparadas as taxas do sexo
feminino, verifica-se que em geral, os homens utilizam métodos com maior probabilidade de
sucesso, como por exemplo as armas de fogo; as mulheres pelo contrario, utilizam métodos que
apresentam uma maior probabilidade de falhar, como a toma de medicamentos em doses
elevadas, pelo que representam um maior nimero de tentativas de suicidio.

Ao analisar os dados por regido verificamos que é nas zonas rurais do Alentejo onde o
suicidio é mais frequente, provavelmente pelo facto de que também é nestas zonas que a
populagdo apresenta um maior numero de fatores risco como a idade avangada, a limitagao no
acesso aos cuidados de salide, nomeadamente na area da saude mental, e o isolamento social. Ja
0 aumento acentuado do suicidio nas regides auténomas dos Acores e da Madeira, com destaque
para os Agores, na populagdo jovem adulta, pode estar relacionado com falta de oportunidades
para o futuro e a instabilidade socioecondmica na regido, mas também com o abuso de
substancias aditivas.

De um modo geral, este estudo foi elaborado, ndo sé para sensibilizar e consciencializar a
populagdo acerca do tema “suicidio” em Portugal, mas também favorecer uma metodologia que
permita identificar grupos de risco mais vulnerdveis, incentivando a promocgdo de politicas de
intervencdo precoce e de atuagdo na prevencao do suicidio.

O suicidio ainda é um tema pouco estudado em Portugal, a literatura de caracter cientifico
disponivel é escassa e os dados disponiveis sobre os fatores de risco sdo difusos e relativos. Existe
a necessidade de se efetuar estudos observacionais que possibilitem a associagdo entre fatores
de risco e comportamentos suicidas em Portugal. A detegdo precoce de sinais e sintomas de risco
continua a revelar-se a melhor abordagem no combate ao suicidio.
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Material Suplementario:

Anexo |. Taxa de Suicidio por 100 mil habitantes em Portugal, por ano e por faixa etdria, com respetiva média
e erro associado a média (SEM).

FAIXA ETARIA (anos)
ANO TOTAL 5a 14 anos 15 a 24 anos 25 a 34 anos 35 a 44 anos 45 a 54 anos 55 a 64 anos 65 a 74 anos 75 ou + anos
2017 0,1 3,8 52 8,9 13,6 13,2 15,1
2018 0,0 2,5 7,4 6,1 11,7 13,6 14,4
2019 0,0 3,4 5,5 6,6 12,0 12,9 13,1
0,0 3,9 6,7 7,1 9,4 12,1 13,2
0,0 3,2 6,2 6,0 10,2 13,0 12,6

0,02 3,36 6,2 6,94 11,38 12,96 13,68

Anexo Il. Taxa de Suicidio nos Homens por 100 mil habitantes em Portugal, por ano e por faixa etaria, com
respetiva média e erro associado a média (SEM).

HOMENS
FAIXA ETARIA (anos)
ANO 5a14 15a 24 anos 25 a 34 anos 35 a 44 anos 45 a 54 anos 55 a 64 anos 65a 74 anos 75 ou + anos
0,0 59 7,9 14,2 19,8 20,9 23,4
0,0 3,4 12,3 10,0 18,4 20,8 224
0,0 56 9,4 10,7 18,2 20,7 21,0
0,0 59 12,7 11,9 151 19,8 20,9
0,0 4,7 10,4 93 17,1 19,9 21,3
0,00 5,10 10,54 11,22 17,72 20,42 21,80 45,50

Anexo lll. Taxa de Suicidio nas Mulheres por 100 mil habitantes em Portugal por ano e por faixa etaria, com
respetiva média e erro associado a média (SEM).

MULHERES
FAIXA ETARIA (anos)
ANO 5al4 15 a 24 anos 25 a 34 anos 35 a 44 anos 45 a 54 anos 55 a 64 anos 65 a 74 anos 75 ou + anos
0,0 17 2,6 4,0 8,0 6,4 84
0,0 15 2,6 24 5,6 73 7,8
0,0 abt 1,8 29 6,3 6,1 6,7
0,0 0 0,9 2,7 4,3 54 6,8
0,0 1,7 2,0 29 38 6,8 52
0,00 1,58 1,98 2,98 5,60 6,40 6,98

Anexo IV. Taxa de Suicidio por 100 mil habitantes em Portugal, por ano e regido, com respetiva média e erro
associado a média (SEM).

2021 7 8,8 7.9 16 16,4 14,7 12,7
2020 6,7 9,5 7.3 21,1 16,9 11,5 12,2
2019 7,1 10,4 7.8 21 15,3 12,4 7.9
2018 7,6 9,5 9,1 16,1 16,8 13,1 10,2
2017 74 10,9 9,4 19,9 18,4 10,6 8,2
9,32 8,3 12,46 10,24

Anexo V. Taxa de Suicidio por 100 mil habitantes em Portugal por ano, regido e faixa etdria com respetiva
média e erro associado a média (SEM).
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_ Faixa Etaria

3,20 5,80 5,80 9,50 12,60 12,10 19,90

3,90 6,00 6,80 8,90 11,90 13,20 22,60

Continente 3,10 5,40 6,60 12,00 12,60 12,90 23,90
2,40 6,70 5,80 11,40 13,60 14,40 23,80

3,90 5,20 8,50 13,70 13,00 15,40 23,50

3,30 5,82 6,70 11,10 12,74 13,60 22,74

7,10 13,50 16,30 27,90 15,30 22,30 17,60

6,50 29,40 10,50 14,30 12,80 9,60 6,30

Acgores 9,70 14,60 7.80 17,20 26,10 14,80 12,90
6,30 25,90 15,40 11,50 16,70 15,20 19,70

6,20 5,60 17,80 14,40 13,70 10,40 26,50

7,16 17,80 13,56 17,06 16,92 14,46 16,60

0,00 15,70 2,80 19,40 23,00 25,30 13,20

3,20 6,30 15,80 24,60 16,80 12,40 15,40

Madeira 6,30 0,00 5,10 7,40 14,40 21,20 15,70
0,00 12,60 7.50 22,30 11,90 13,00 15,80

0,00 3,10 14,80 9,90 21,40 8,90 5,30

1,90 7,54 9,20 16,72 17,50 16,16 13,08
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Abstract: A técnica histolégica envolve um conjunto de etapas para preparar tecidos para a analise
microscépica, com recurso a varios reagentes, nomeadamente o Xileno, nocivo, problematico para a saude
e ambiente. Assim, é pertinente pesquisar formas de minimizar esta exposigao.

Neste sentido, realizou-se uma revisdao sistematica sobre a substituicdo do Xileno no processamento
histolégico por um agente diafanizador de origem natural que consiga realizar fungdes semelhantes, mas
que possua uma toxicidade menor. Os artigos foram selecionados de acordo com a Metodologia PRISMA,
recorrendo as bases de dados Pubmed e Web of Science inserindo varias combinagdes das seguintes
palavras-chaves “xylene”, “clearing”, “oil” e “natural substitute”. Apenas foram aceites artigos cientificos
entre os anos de 1990 e 2023, na lingua inglesa, que substituiam o Xileno por Oleos naturais na etapa de
diafanizagdo. Na pesquisa foram identificados 2614 artigos, dos quais, apds aplicar critérios de elegibilidade
e controlo da qualidade, restaram 7. Estes foram analisados, recolhendo informag&es sobre o substituto de
origem natural, a tipologia dos tecidos, condigdes de realizagdo da Diafanizagdo e parametros de analise dos
resultados obtidos. Todos os Oleos apresentaram resultados semelhantes ou superiores ao Xileno, em todos
os parametros avaliados.

Observando os resultados, concluiu-se que o Azeite e o Oleo de coco sdo os possiveis substitutos de origem
natural mais adequados. Uma vez que a literatura a cerca do tema de interesse é escassa e s3o poucos 0s
artigos que abordam esta substitui¢do, seria importante a realizagdo de mais estudos.

Keywords: Xileno, Diafaniza¢do, Substituto Natural, Oleos, Processamento Histoldgico.

1. Introducao

A Anatomia Patoldgica consiste na area cientifica que procede a andlise morfoldgica de
orgdos, tecidos e células, bem como a analise molecular de proteinas e acidos nucleicos. Tem
como objetivo o diagndstico de lesdes, com implicagdes na terapéutica, prognostico de doengas
bem como na sua prevencédo (1). Tanto num contexto de pesquisa cientifica como no diagndstico,
para um tecido poder ser analisado microscopicamente, é necessario ser submetido as vdrias
etapas que a técnica histoldgica abrange (2). Estas comegam na Fixagdo, passo em a pega é imersa
em agente fixador para preservacdo, seguida pelo Processamento Histoldgico e posterior
Inclusdo, na qual o tecido é solidificado em blocos de parafina. Segue-se o corte destes blocos,
obtendo-se secg¢des finas (3-4 micra) que serdo coradas, para permitir a visualizagdo estrutural do
tecido (2, 3).

Especificamente, quanto ao Processamento Histoldgico, este pode ser dividido em 3 fases:
a desidratagdo, a diafanizagdo e a impregnacgdo (4). A diafanizagdo consiste na substitui¢do do
agente desidratante (normalmente etanol em concentragdes crescentes) no tecido por um
solvente da parafina, que sera meio de suporte a utilizar na impregnacao, visto que esta Ultima
ndo é miscivel com o etanol (5,6). Nesta fase o agente mais utilizado é o Xileno, que é nocivo para
a salde, mas também um contaminante ambiental, visto ser volatil. Dependendo da
concentragdo e do tempo de exposicao, o uso deste agente pode causar varios danos para a saude
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como: irritagdo de nariz, olhos e garganta, e efeitos respiratorios, renais, gastrointestinais e
reprodutivos. No entanto, o principal alvo sera o sistema nervoso central, podendo provocar
nauseas, dores de cabega, tonturas e vomitos (4,7-9).

O Xileno [C® H1°], também conhecido como Dimetilbenzeno ou Xileno, é um hidrocarboneto
aromatico incolor e com cheiro doce, sob a forma de liquido ou gds inflamavel, bastante utilizado
na industria e a nivel laboratorial como solvente organico (8,10). Este consiste principalmente
num composto sintético, mas pode também ser encontrado naturalmente (petréleo, carvao e
alcatrdo vegetal). Possui trés formas isoméricas, que diferem na posicdo dos grupos Metilo na
molécula de Benzeno: Meta-Xileno, Orto-Xileno e Para-Xileno. E ainda composto por residuos de
Tolueno, Trimetil-benzeno, Fenol, Tiofeno, Pirimidinas e Sulfito de Hidrogénio (8,10-13).

O Xileno pode entrar no organismo humano por inalagdo, ingestdo ou contacto direto com
a pele e, por isso, as profissdes associadas aos laboratdérios de anatomia patoldgica, industrias de
couro e borracha, petroquimica e fabricas de produgdo de ago apresentam um maior risco de
exposicdo ao Xileno (14). Apesar dos processadores histolégicos automatizados utilizados
atualmente reduzirem bastante a exposi¢do aos reagentes toxicos, a necessidade de substituicdo
dos reagentes no equipamento é uma das fontes de maior exposi¢do para o Técnico (8). E de
extrema importancia e pertinéncia procurar formas de minimizar a exposicdo a este quimico, quer
seja através de boas praticas laboratoriais, quer seja através da sua substituicdo (8).

1.1 Metabolizagdo do Xileno

Uma vez dentro do organismo, o Xileno é rapidamente absorvido e distribuido pelo corpo
através da circulagdo sanguinea (10,15). A sua biotransformagdo nos humanos ocorre quando um
dos seus grupos metilo é oxidado, no figado, por enzimas microssomais, com producdo de acidos
benzdicos, que por sua vez sdo conjugados com glicina, formando assim acidos metil-hipuricos
que sdo eliminados na urina. Esta via de metabolismo aplica-se a quase todo o Xileno absorvido,
independentemente do isémero, da via de absorgao, da dose administrada ou da duragdo da
exposicdo (10). Uma vez que esta transformagdo é realizada por enzimas hepaticas, os
hepatdcitos sdo também afetados, existindo aumento do reticulo endoplasmatico rugoso e dos
lisossomas, deformagdo das mitocéndrias, diminuicdo dos niveis de glicogénio e ainda alteragdes
dos nucleos hepatocelulares (9,10,15). As outras vias metabdlicas incluem a eliminagdo de Xileno
ndo modificado na urina e no ar exalado, sendo responsaveis por expelir cerca de 10% da dose de
Xileno absorvida (10).

1.2 Substitutos de origem natural na Diafanizagdo do Processamento

Na escolha de um reagente alternativo adequado para a realizagdo da Diafanizagdo nao se
pode deixar de considerar algumas propriedades fisicas e quimicas que podem influenciar a
qualidade de todo o processamento, entre elas a temperatura e a viscosidade, definida como o
atrito interno de uma substancia liquida que afeta a sua taxa de fluxo através dos tecidos. Estas
propriedades sdo especialmente importantes na etapa de Diafanizacdo (5). A viscosidade é
inversamente proporcional a temperatura, sendo que o aumento da temperatura diminui a
viscosidade dos reagentes, bem como a duragdo do processamento (16,17).

Os Oleos Naturais sdo utilizados numa grande variedade de produtos, desde comida,
perfumes e medicamentos e sdo produtos obtidos a partir de matéria prima vegetal por processos
fisicos ou mecanicos. Muitos destes 6leos fazem parte de uma familia de compostos chamada
Terpenos que sdo polimeros de isopreno e independentemente da sua diversidade estrutural,
contém algumas semelhancas estruturais como os multiplos de cinco dtomos de carbono (17,18).
Estes substitutos de origem natural possuem varias vantagens como o facto de ndo serem toxicos
nem altamente inflamaveis, e de serem ambientalmente mais sustentaveis (17,19).

1.3 Objetivos

Partindo da seguinte questdo de investigacdo: “Poderdo os Oleos de origem natural ser
considerados alternativas vidveis ao Xileno na etapa histoldgica da diafanizagdo perante os
resultados obtidos na literatura publicada?”, definiu-se como objetivo desta Revisdo Sistematica,
avaliar a substituicdo do Xileno por agentes de origem natural na etapa de diafanizacdo. Serdo
avaliados os resultados obtidos de forma a determinar a exequibilidade desta substituicao,
indicando o substituto mais adequado.

2. Metodologia

Uma revisdo da literatura sistemdtica corresponde a um trabalho desenvolvido com o
principal intuito de sintetizar vdrias descobertas cientificas de forma sistematica, clara e
reprodutivel. Desta forma, trata-se de um tipo de investigagao focada numa questdao bem definida
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que visa identificar, selecionar, avaliar e sintetizar a informacdo referente e relevante a
determinado assunto (20,21).

Utilizando metodologias sistematicas e explicitas na revisdo dos artigos em estudo, é
possivel minimizar o nimero de viés presentes, uma vez que se fornecem descobertas fidveis, das
quais se podem retirar conclusGes e tomar decisGes (20,21).

Com o intuito de alcangar um trabalho imparcial e cientificamente adequado, a pesquisa foi
orientada com base nas linhas orientadoras de 2020 definidas pela Preferred Reporting Items for
Systematic reviews and Meta-Analyses (PRISMA). Tendo esta metodologia como base, é possivel
mapear o numero de artigos identificados, incluidos e excluidos e quais os motivos das exclusGes
(22-24). Uma revisao sistematica de acordo com esta metodologia contém objetivos definidos e
uma metodologia reproduzivel e explicita, de forma a recolher sistematicamente bibliografia
adequada e que cumpra os critérios de elegibilidade, para possibilitar a avaliagdo da validade dos
resultados e a apresentagao e sintese das caracteristicas dos estudos incluidos (22—-24).

2.1 Critérios de inclusdo
Tendo em conta o tema desta revisdo sistematica, foi necessario aplicar critérios de inclusdo
pois nem todos os resultados obtidos foram relevantes para o tema em estudo. Assim foram
considerados como critérios de inclusdo:
e Tipo de publicagdo: Artigo Cientifico;
e Linguagem utilizada: inglés;
e Artigos publicados entre os anos 1990 e 2023;
e Acessibilidade: o artigo deve estar disponivel na integra;
e Tema: Oleos Naturais como substitutos do Xileno na etapa de diafanizacdo do
processamento histolégico, podendo ocorrer substituicdes noutras etapas,
simultaneamente.

2.2 Fontes de Pesquisa
Foram consultadas duas bases de dados cientificas, PubMed e Web of Science. A escolha
destas duas plataformas deveu-se a facilidade de uso, acesso gratuito e, principalmente, a
reputacdo e a enorme quantidade de artigos indexados. Na metodologia aplicada a pesquisa
efetuada, em cada uma das fontes, foram utilizadas varias combina¢des de palavras-chaves
relacionadas com o tema em estudo, efetuando uma pesquisa avangada destas palavras no titulo
e resumo. Recorreu-se a 5 combinac¢des de palavras-chaves para realizar a pesquisa de artigos:
e “Xylene” AND “clearing”;
e “Xylene” AND “oil”;
e “Xylene” AND “natural substitute” AND “clearing”.
e “Xylene” AND “natural substitute” AND “oil”.
e “Xylene” AND “natural substitute” AND “oil” AND “clearing”.
Apenas foram integrados, nesta pesquisa, artigos disponiveis na lingua inglesa uma vez que
esta é considerada a primeira lingua na literatura cientifica.

2.3 Controlo da Qualidade

A avalia¢do da qualidade é um dos passos mais cruciais no desenvolvimento de uma revisao
sistematica, é necessario utilizar uma ferramenta validada para avaliar a qualidade de cada estudo
recolhido. Os estudos selecionados que respeitem os critérios de inclusdo, devem ser submetidos
a uma avaliagdo da qualidade mais refinada, de todo o artigo, pelo uso de guias de avaliagdo critica
geral. E fundamental que pelo menos dois revisores facam este controlo da qualidade (25,26).

Assim sendo, baseou-se a classificagdo do controlo da qualidade em Harden (2010) (27). Com
base no risco de vieis categorizado para cada estudo, foi desenvolvida uma tabela (Tabela 1),
permitindo a classificagdo em “validados” ou “ndo validados” (26,27). O nivel de qualidade foi
determinado da seguinte forma: um artigo que apresente trés ou mais parametros de qualidade
baixa é considerado um artigo nao validado.

Tabela 1- Parametros de classificagdo da qualidade dos artigos.
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Parametros
Questdo de investigagdo
Tecido em estudo
Processo de colheita de
dados
Resultados
Reagente

Etapa de substituigdo

Abordagem da tematica

Qualidade alta
Questdo de pesquisa clara.
Descreve o tecido de estudo.

O processo de colheita de dados esta
presente.
Os resultados sdo apresentados de
forma precisa e detalhada.
O reagente de substituicdo estd
explicitado.

A etapa de substitui¢do esta explicitada.

Abordagem profunda e explicita da
tematica.

Qualidade Baixa
Questdo de pesquisa pouco clara.
Descreve superficialmente o tecido
de estudo.
O processo de colheita de dados ndo
estd presente.
Os resultados sdo apresentados de
forma pouco precisa.
O reagente de substituicdo ndo esta
explicitado.
A etapa de substitui¢cdo ndo estd
explicitada.
Abordagem superficial e pouco
explicita da temdtica.

3. Resultados

Apods a pesquisa, foi obtido um total de 2614 resultados, que passaram a 2057, apds a
remogdo dos duplicados.

Nem todos os resultados obtidos foram relevantes para o tema pelo que tiveram de ser
aplicados critérios de inclusdo. Como é possivel observar na Figura 1 (22—-24), numa primeira fase
(Screening), foram selecionados 7 artigos, com base somente no Titulo e Abstract.

—_—
) Artigos  identificados  por Artigos removidos antes do screening: ) ’
g pesquisa em bases de « Artigos duplicados removidos Artigos identificados por
g dados: PubMed e Web of automaticamente (n=2294) outras fontes
E Science = Artigos duplicados removidos (n=0)
° (n=2614) manualmente (n=2057)
N
2
s Artigos triados (screened) Artigos excluidos
g (n=2057) (n=2050)
1
—
@
3 Artigos avaliados para
= elegibilidade Artigos excluidos
2 (n=7) (n=0)
[}
__J
—_—
o Artigos considerados
3 elegiveis e incluidos na
= reviséo
= (n=7)
L

Figura 1 - Diagrama de Fluxo dos artigos incluidos nesta Revisdo Sistematica da Literatura
(22).

Apbs a aplicagdo dos critérios de controlo da qualidade aos artigos recolhidos todos os sete

artigos foram validados.
Dos artigos recolhidos, foram analisadas as seguintes caracteristicas: caracteristicas da

diafanizagdo, informagdes sobre os tecidos, parametros avaliados e resultados obtidos.
Na Tabela 2, encontram-se resumidas as informacoes obtidas dos artigos recolhidos.

Tabela 2- Tabela resumo da andlise dos artigos recolhidos.
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Fonte de Tempo de .
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calor compensagdo
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. musculo, tecido A coloragdo nuclear e citoplasmética mostrou
" Oleo de cedro |_ . 37-39°C: ¢ N plas
Thamilselvan adiposo e mucosa Sem . resultados superiores com o Oleo de Cedro. Os
na . . .. | Temperatura Overnight . " -
etal. (2021) . . de carcinoma de | indicagdo ) artefactos e coloragdo de fundo sdo mais
diafanizagdo ambiente

células evidentes no xileno.
pavimentosas.

N3o houve encolhimento significativo e houve
. Oleo de coco . menos dobras de corte com dleo de coco. A
Bordoloi et 45 casos - tecidos Sem Temperatura . .
na P . 1 ciclo de 2 horas facilidade de corte, o contorno celular, o
al. (2022) . - moles indicagdo ambiente .
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Sermadi et al oral, glandula . . .| 12Ciclo (1hora) ~ " ~
na Incubadora |Sem indicagdo coco. N3o houve alteragdes na coloragdo e o

(2014) salivar, tend3o, 22 Ciclo (1 hora)

. A corte e a impregnacgdo ndo foram afetados
musculo e ganglio

negativamente.

diafanizagdo

linfatico
Os dleos de rosa, cenoura e pinho

Oleo de apresentaram penetragdo semelhante a do
cenoura, xileno. Oleo de pinho superior em translucidez
Swamy et al. | azeite, 6leo de 12 Ciclo (45 min.) |e menor encolhimento. Oleo de cenoura e rosa
v S 40 casos Estufa 60 °C . ( ) ) . ! !
(2015) pinho e 6leo 29 Ciclo (45 min.) [menor encolhimento e translucidez semelhante

de rosa na ao xileno. Arquitetura celular preservada em

diafanizagdo todos os dleos, qualidade geral de coloragdo
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12 Ciclo (1 hora) HE: 94% das laminas — resultados
de placenta, mama, o . L .
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< K X . 50°C horas) reagdes semelhantes, auséncia de falsos
etal.1992) | Oleo de coco intestino, avacuo o . . ~
. ; 32 Ciclo (1,5 positivos, negativos e coloragdo de fundo
na prostata, vesicula
horas) melhorada.

desparafinagdo| biliar e amigdala

3.1 Caracteristicas da Diafanizagdo

Considerando o objetivo desta revisdo é de extrema importancia ter conhecimento das
condigGes utilizadas — duragdo, fonte de calor e temperatura. Quanto a duragdo, todos os estudos
d3do essa indicagdo, sendo que Thamilsevan et al (28) realizou somente um ciclo overnight,
Bordoloi et al (29) realizou somente um ciclo de 2 horas, Sermadi et al (30), Ravindran et al. (31)
e Muddana et al (32) realizaram dois ciclos de 1 hora cada, Swamy et al (33) realizou 2 ciclos de
45 minutos cada e Rasmussen et al (34) realizou 3 ciclos, 1 hora no primeiro ciclo e 1 hora e 30
minutos nos dois seguintes.

Quanto a temperatura esta ndo é mencionada em dois dos artigos enquanto a fonte de calor
utilizada ndo estd mencionada em trés. Thamilsevan et al (28) e Bordoloi et al (29) realizam a
diafanizacdo a temperatura ambiente sem necessitar de uma fonte de calor. Swamy et al (33) e
Ravindran et al. (31) realizaram a diafanizagdo a 60 °C sendo que o primeiro autor utiliza como
fonte de calor a estufa (hot-air oven) e o segundo nao da indica¢do. Sermadi et al (30) ndo indica
a que temperatura foi realizada a diafanizacdo, mas menciona que a fonte de calor utilizada é a
incubadora. Rasmussen et al (34) realizou a diafanizagdo a 50 °C utilizando como fonte de calor o
processador a vacuo.

3.2 Caracteristicas dos Tecidos

Em todos os estudos sdo apresentadas informacgdes sobre os tecidos. Em Bordoloi et al. (29)
e Muddana et al. (32) foram utilizadas 45 e 30 casos de tecidos moles, respetivamente. No estudo
de Ravindran et al. (31), os 20 casos estudados eram de tecidos orais. Nos estudos de Thamilselvan
et al. (28), Sermadi et al. (30) e Rasmussen et al. (34) foram utilizados varios tipos de tecidos
diferentes sendo que no primeiro estudo foram utilizados 50 tecidos de: pele, musculo, tecido
adiposo, glandula e mucosa de carcinoma de células escamosas orais; no segundo estudo 60
tecidos de: pele, mucosa bucal, glandula salivar, tenddo, musculo e nddulos linfaticos; no terceiro
estudo 232 tecidos de: placenta, mama, Utero, testiculo, intestino, prdstata, vesicula biliar e
amigdala. Em Swamy et al. (33) ndo é referido o tipo de tecidos.

Quanto as dimensGes dos tecidos, estas sdo referidas em 4 artigos. Em Thamilselvan et al.
(27) utilizaram tecidos com dimens&es de 3-7 mm; em Bordoloi et al. (29) utilizaram dimensdes
de 0,5cm x 0,5 cm x 0,3cm; em Sermadi et al. (30) e Muddana et al. (32) utilizaram dimensGes de
0,5cm x 1 cm x 3-5 mm e em Swamy et al. (33) dimensGes de 0,5 cm x 0,8 cm x 1,5-3 mm.

No que diz respeito a espessura do corte, esta estd indicada em apenas 4 artigos e varia
entre 3-5 um, sendo em Bordoloi et al. (29) e Ravindran et al. (31) de 4 um, em Thamilselvan et
al. 27 de 3 um e em Rasmussen et al. (34) de 4-5 um.
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Dos sete artigos analisados, cinco especificam que a origem dos tecidos é humana, enquanto
os restantes dois, Swamy et al. (33) e Ravindran et al. (31) ndo apresentam indicagdo da origem.

3.3 Rigidez dos Tecidos

O parametro da rigidez somente foi avaliado em trés dos artigos recolhidos. Sermadi et al.
(30), Muddana et al. (32) e Swamy et al. (33) avaliaram a rigidez através de scores — 0 para
resultados inferiores ao processamento com Xileno, 1 para resultados semelhantes e 2 para
resultados superiores.

No estudo de Sermadi et al. (30) e Muddana et al. (32) foi avaliada a rigidez imediatamente
ap6s a diafanizacdo, sendo que 73% dos tecidos processados com Oleo de coco apresentaram
menor rigidez que o Xileno bem como 67% dos tecidos processados com azeite, enquanto os
restantes 27% e 33%, respetivamente, apresentaram uma rigidez semelhante. Na rigidez apéds a
impregnacdo nao se verificaram diferengas entre os grupos em ambos os estudos. Swamy et al.
(33), avaliou a rigidez apds a diafanizagdo, sendo que todas os tecidos processados com os quatro
Oleos apresentaram menor rigidez comparativamente aos tecidos processados com Xileno.

3.4 Translucidez

A translucidez apenas é avaliada em quatro estudos. Swamy et al. (33), Sermadi et al. (30) e
Muddana et al. (32) utilizaram trés scores — 0 - inferior ao Xileno, 1 - semelhante ao Xileno e 2 -
superior ao Xileno. Noo artigos Sermadi et al (30) e Muddana et al.(32) os tecidos processados
com Oleos vegetais apresentaram maior translucidez comparativamente aos processados com
Xileno. Também em Swamy et al. (33), os tecidos processados com Oleo de pinho apresentaram
maior translucidez, enquanto os processados com o Azeite, Oleo de cenoura e o Oleo de rosas
apresentaram translucidez semelhante.

Ravindran et al. (31), avaliou a translucidez através da classificacdo em adequado ou
inadequado. A translucidez esteve presente em 100% dos tecidos processados com Xileno e em
apenas 95% dos processados com Oleo de palma.

3.5 Retragao

A retracdo do tecido é avaliada em trés estudos. Em Sermadi et al. (30) e Bordoloi et al. (29),
este parametro sofreu tratamento estatistico, no qual foram calculadas para cada um dos grupos
a média e o desvio padrdo das dreas métricas dos tecidos antes e depois da diafanizagdo no
primeiro estudo e antes e depois do processamento histoldgico no segundo. Sermadi et al. (30)
conclui que o Oleo de coco apresentou uma menor retracdo que o Xileno. Bordoloi et al. (29)
avaliou também este parametro utilizando uma escala de 1 a 5, sendo 1 - fraco, 2 - médio, 3 -
bom, 4- muito bom e 5 - excelente. Neste estudo os tecidos processados com Oleo de coco ndo
apresentaram encolhimento significativo contrariamente aos tecidos processados com Xileno. Ja
no estudo de Swamy et al. (33), este pardmetro foi avaliado com a atribuicdo de scores de 0 a 2,
sendo 0 - inferior, 1 - semelhante e 2 - superior em comparagdo com o Xileno, verificando-se
nos respetivos resultados uma menor retracdo dos tecidos nos Oleos de rosa, cenoura e de pinho,
a0 passo que no Azeite a retracdo foi equivalente a do Xileno.

3.6 Facilidade de Corte

A facilidade de corte é avaliada em quatro estudos. Em Swamy et al. (33), Sermadi et al. (30)
e Muddana et al.(32) é avaliada através de trés scores — 0 - inferior ao Xileno, 1 - semelhante ao
Xileno e 2 - superior ao Xileno. Swamy et al.(33), avaliou a facilidade de corte dos tecidos
processados com Oleo de cenoura, pinho, rosa e azeite como semelhante ao Xileno. No estudo
de Sermadi et al. (30), o Oleo de coco nio afetou negativamente a facilidade de corte, enquanto
em Muddana et al. (32) ndo se observou diferencgas significativas.

No estudo de Bordoloi et al. (29), este parametro sofreu tratamento estatistico, no qual
foram calculadas para cada um dos grupos a média e o desvio-padrdo dos scores atribuidos a
facilidade de corte e presenca de dobras. Avaliou assim este parametro utilizando uma escala de
1a5, sendo 1 - fraco, 2 - médio, 3 - bom, 4 - muito bom e 5 - excelente. A facilidade de corte foi
considerada semelhante ao Xileno. Em relacdo a presenca de dobras, a utilizacdo de Oleo de coco
permitiu a obtencdo de 62,20% dos cortes sem a presenga de dobras, enquanto o Xileno
apresentou apenas uma percentagem de 33,30%.

Também foi classificada a facilidade de corte em Ravindran et al. (31), através da escala com
os termos facil ou dificil, sendo que a obtencdo de cortes foi facil em 100% dos tecidos
processados com Xileno e 90% nos tecidos processados com Oleo de palma.

3.7 Coloragdo de Hematoxilina-Eosina

Em Thamilselvan et al. (28) as coloragGes nuclear e citoplasmatica foram avaliadas em 4
niveis: 1-coloragdao com ma preservagao da morfologia, 2-coloragao mediana, 3-coloragao boa ou
4-coloragdo excelente. Também a coloragdo de fundo foi avaliada em 4 niveis: 0-nula, 1-leve, 2-
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moderada ou 3-intensa. Os artefactos foram avaliados em presentes ou ausentes. Os resultados
das amostras foram comparados utilizando o teste U de Mann-Whitney. A andlise de subgrupos
de casos individuais foi feita recorrendo ao teste de Kruskal-Wallis. Para ambos os testes, p < 0,05
foi considerado estatisticamente significativo. Para os parametros da coloragdo nuclear e
citoplasmatica todos os grupos de tecidos apresentaram resultados superiores quando
processados com o Oleo. Os resultados do teste Kruskal-Wallis mostraram valores de p
estaticamente significativos para a coloragdo nuclear em tecidos de pele e musculares. Para a
coloragdo citoplasmatica os casos de tecidos musculares mostraram valores de p estatisticamente
significativos. A coloragdo de fundo foi mais vezes observada nos grupos de tecidos processados
com Xileno.

Bordoloi et al. (29) avaliou a coloragdo nos seguintes critérios: contorno celular, detalhe
nuclear, qualidade da coloragdo e morfologia celular. Cada critério foi classificado numa escala de
1 a 5 sendo que: 1-pobre, 2-média, 3-bom, 4-muito bom e 5-excelente. Os dados foram
submetidos a analises estatisticas utilizando o teste U de Mann-Whitney e o teste de coeficiente
de correlagdo de Spearman. Ndo se observou diferengas, em nenhum critério, utilizando os dois
agentes diafanizadores.

Em Sermadi et al. (30), Swamy et al. (33) e Muddana et al. (32) a qualidade de coloragéo foi
avaliada em trés niveis: 0-o tecido ndo conseguiu adquirir a coloracdo adequadamente, 1-detalhes
ndo visualizados ou 2-bom contraste entre o nucleo e o citoplasma, visibilidade dos detalhes e
brilho da coloragdo.

Ndo foram observadas diferengas entre o grupo de tecidos processado com Xileno e os
processados com os substitutos naturais no estudo de Sermadi et al. (30). Em Swamy et al. (33) a
coloracdo foi semelhante a do Xileno, tendo sido considerada boa para o Oleo de pinho e
satisfatéria para o Oleo de rosas, cenoura e Azeite. Em Muddana et al. (32) apenas 17% dos
tecidos apresentaram resultados superiores quando tratados com Azeite, sendo os restantes 83%
semelhantes. J4 em relagdo a arquitetura tecidular, os detalhes celulares foram avaliados nos trés
artigos relativamente a presenca (score 1) ou ndo (score 0) de uma arquitetura distinta e de um
contraste nucleo-citoplasma bom e distinto. Os detalhes nucleares foram avaliados relativamente
a presenga de picnose do nucleo e manchas (score 0) e a presenga de cromatina distinta,
membrana nuclear proeminente e coloragdo nitida do nucleo (score 1). Em Muddana et al. (32)
ndo foram observadas diferengas entre os dois grupos em estudo. Em Sermadi et al. (30) e Swamy
et al. (33) os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica usando o teste de pares
combinados Wilcoxon e o Teste U de Mann-Whitney. Em Sermadi et al (30) ndo foram observadas
diferengas entre o grupo de tecidos processado com Xileno e os grupos de tecidos processados
com os substitutos naturais. Em Swamy et al. (33) a arquitetura tecidular encontra-se bem
preservada nos tecidos processados pelos Oleos, existindo uma clara distincdo entre o nucleo e o
citoplasma.

Em Muddana et al. (32) os cortes foram submetidos ainda a uma analise citomorfométrica
usando o software analisador de imagem Pro insight versdo 8.0 (Mediacyberne-tics) para
minimizar a variabilidade Intra e inter observador. O teste t e o teste U de Mann-Whitney foram
utilizados para analise estatistica sendo um valor de p<0,05 considerado estatisticamente
significativo. Foi assim verificado uma menor retragdo celular no grupo processado com Azeite.

Em Sermadi et al. (30) os cortes foram submetidos também a uma analise citomorfométrica
usando o software analisador de imagem Image-Proexpress (Media Cyber-netics, Silver Spring,
MD, EUA). Foi assim verificado um menor encolhimento celular estatisticamente significativo no
grupo processado com Oleo de coco.

Em Rasmussen et al. (34) avaliou-se as laminas obtidas na dete¢do da presenca de artefactos,
reacao da coloragdo e detalhes citoldgicos. Verificou-se que em 91% dos casos ndo existiram
diferencas na qualidade da coloragdo entre os tecidos processados com Xileno e com Azeite. Nos
9% restantes, 6% dos casos obtiveram qualidade superior com o Xileno e 3% com o Azeite.

Ravindran et al. (31) avaliou os parametros clareza da coloragdo, coloragdo nuclear,
coloragao citoplasmatica, uniformidade da colora¢do e intensidade da coloragdo em adequados
(score 1) e inadequados (score 0). O teste qui-quadrado e o teste U de Mann-Whitney foram
utilizados para analise estatistica sendo um valor de p<0,05 considerado estatisticamente
significativo. As coloragdes nuclear e citoplasmatica foram consideradas adequadas em 95% dos
casos em ambos os grupos, ndo sendo observadas diferencas estatisticamente significativas. A
intensidade da coloragdo e a clareza da coloragdo foram de 95% no processamento com Xileno e
de 100% no processamento com Oleo de palma, enquanto a uniformidade da coloracgdo foi de
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95% em ambos os grupos. No entanto em todos os parametros a diferenca nao foi
estatisticamente significativa.

A Estabilidade e Longevidade da Coloragdo foram apenas avaliadas por Swamy et al. (33) e
Ravindran et al. (31). Em Swamy et al. (33), estes parametros foram avaliados durante mais de um
ano, ndo tendo sido observadas diferencas significativas na qualidade da colora¢do. Em Ravindran
etal. (31), os tecidos foram avaliados um ano depois, tendo sido observados resultados superiores
no grupo do Oleo de palma em todos os pardmetros, a excecdo da coloracdo nuclear. Neste o
Xileno e o Oleo obtiveram o mesmo nimero de casos adequados e inadequados.

6.8 Outras Técnicas

Os artigos de Thamilselvan et al. (28), Bordoloi et al. (29), Swamy et al. (33), Ravindran et al.
(31), estudaram os respetivos Oleos utilizando apenas a coloragdo Hematoxilina Eosina. O artigo
Sermadi et al. (30), testou ainda a coloragdo Periodic Acid-Schiff (PAS) nos tecidos de glandula
salivar, tendo apresentado resultados semelhantes ao grupo que utiliza Xileno.

O artigo Muddana et al. (32) também testou a coloracdo PAS e Van Gieson tendo resultados
semelhantes em termos de arquitetura celular e qualidade de coloragdao ao grupo que utiliza
Xileno. O artigo Rasmussen et al.(34), realizou vdrias coloragdes histoquimicas: coloragdo de
Giemsa, Gordon and Sweets, Reticulina, Gram, Grimelius, Tricrdmio de Masson, Orceina, Elastina,
Periodic Acid-Schiff -Azul de Alcian, Vermelho Sirius, Azul de Toluidina e Van Gieson. Em todas foi
possivel verificar resultados semelhantes entre os tecidos processados com Xileno e os tecidos
processados com os substitutos de origem natural. Este artigo realizou ainda técnicas de
Imunohistoquimica com os anticorpos anti-CD34, anti-Desmina, anti-EMA, anti-Fator VIII, anti-
IgA, anti-IgG, anti- IgM, anti-Queratina, anti-Kappa, anti-Lambda, anti-Mioglobina, anti-NSE, anti-
S-100, anti-Vimentina (34) tendo se verificado a auséncia de resultados falsamente negativos ou
positivos, bem como a auséncia de marcacao de fundo significativa.

4. Discussao

Os resultados obtidos parecem ser influenciados por diversos fatores, inclusive os diferentes
parametros associados ao processamento (e.g. temperatura, duragdo) que vao ter impacto nas
caracteristicas que os tecidos adquirem apds o processamento e na coloragao (2).

Relativamente aos pardmetros inerentes ao processamento, tanto a temperatura como a
duragdo variam bastante de autor para autor, no entanto constatou-se que os tempos utilizados
estdo compreendidos entre 1 a 3 ciclos de 45 minutos até a duragdo overnight, e as temperaturas
predominavam entre os 40 °C e os 60 °C. Estas variacdes podem ser justificadas uma vez que os
indices de viscosidade dos agentes de origem natural em estudo sdo superiores ao do Xileno, o
que implica que os protocolos tenham de ser ajustados por prolongamento do tempo ou por
aumento da temperatura. Com temperaturas superiores a viscosidade diminui e a taxa de
infiltracdo torna-se mais rapida, o que permite a aplicagdo de tempos mais curtos (15). Caso este
ajuste ndo seja adequadamente realizado, poderdo ocorrer diafanizacdo ou infiltracdo
incompletas, pois o meio de impregnacdo é imiscivel com os agentes desidratantes.
Consequentemente, uma impregnacdo incompleta ira refletir-se numa menor rigidez dos tecidos,
causada pela falta do suporte fornecido nesta etapa (35,36).

Em relagdo as dimensdes, ao tipo e a origem dos casos em estudo, todos vao influenciar a
taxa de infiltragcdo dos reagentes nos tecidos, ao ponto de ser necessario um ajustamento dos
tempos do processamento face as mesmas (16,37). A espessura dos cortes histoldgicos pode
provocar variagdes na coloragdo, afetando o seu contraste, nitidez e o reconhecimento dos
detalhes, tendo sido observado que a espessura mais utilizada foi de 4um, concordante com a
espessura mais utilizada dentro da literatura de referéncia (2,38,39). Nao havendo ainda
conhecimento acerca de que forma os agentes de origem natural reagem com os tipos de tecido
existentes, podera ser dificil prever a presenca ou ndo de variagdes a nivel da coloragdo. Posto
isto, é possivel perceber que o Azeite estudado em Rasmussen et al. 34 foi o 6leo que apresentou
um estudo mais completo em relagdo a quantidade (232) e tipos de tecidos de origem humana.
Contrariamente a este, Ravindran et al. (31) apenas estudou o Oleo de palma em 20 casos, ndo
detalhando os tipos de tecidos nem mencionando a sua origem.

Quanto a rigidez, retracdo e facilidade de corte todos os Oleos que estudaram estes
parametros, apresentaram resultados equivalentes ou superiores ao Xileno. Em relagdo a
translucidez, apenas o Oleo de palma se apresentou inferior ao Xileno, mas ndo comprometendo
o diagndstico. Apesar dos resultados obtidos, apenas Swamy et al. (33) e Sermadi et al. (30)
avaliaram os seus Oleos em todas estas caracteristicas resultando num estudo mais completo
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acerca destes (Oleo de coco, cenoura, pinho, rosa e Azeite) como diafanizadores, contrariamente
a Rasmussen et al. (34) e Thamilselvan et al. (28) que ndo estudaram nenhuma.

Em relagdo a coloragdo de Hematoxilina-eosina, realizada em todos os artigos recolhidos, é
possivel observar que todos apresentam resultados iguais ou superiores em relagdo ao Xileno. Em
Rasmussen et al. (34) também houve substituicdo do Xileno na etapa de desparafinacdo por Oleo
de coco (para além do uso de Azeite como diafanizador). No artigo de Ravindran et al. (31) o
agente de origem natural também substitui o Xileno na etapa da desparafinagao, sendo que apds
este passo, as laminas foram desengorduradas com detergente de loiga a 1,7%. Apesar destas
alteragdes a técnica histoldgica, exteriores a diafanizagdo, consideramos que estas variaveis ndo
tém impacto suficiente para enviesar os resultados que derivam do reagente da diafanizagdo.

Face a estas situacgOes, é também importante mencionar que Muddana et al. (32) também
realizou substituicGes em duas etapas da técnica histoldgica, a substituicdo da Formalina por mel
na fixagdo e o Xileno por Azeite na diafanizagdo. Por este motivo, também este artigo devera ser
analisado a luz desta potencial limitagdo.

O Azeite, podera ser o substituto de origem natural mais eficaz, pois apresenta resultados
elevados em trés estudos (Swamy et al., Rasmussen et al. e Muddana et al.) (32-34) que, para
além de estudarem uma grande variedade de tecidos, incluindo tecidos humanos, e elevado
numero de casos, utilizam também uma grande variedade de coloracdes histoquimicas e de
marcadores imunohistoquimicos. Swamy et al. (33), como referido anteriormente, avaliou este
Oleo em todos os pardmetros inerentes ao processamento histolégico apresentando resultados
de diagndstico favoraveis. No entanto, apesar do Azeite ter sido estudado de forma aprofundada,
é essencial ressalvar que Swamy et al. (33) ndo indica a origem e tipo de tecidos utilizados e ainda
que Rasmussen et al. (34) e Muddana et al. (32) apresentam alteragGes noutros momentos da
técnica histoldgica que poderdo afetar os resultados obtidos.

0 Oleo de coco é considerado também um possivel substituto eficaz, uma vez que foi testado
em Sermadi et al. (30) e Bordoloi et al. (29) em diversos tipos de tecidos humanos, submetido a
condi¢Ges de processamento diferentes e testado ainda na coloragdo histoquimica Periodic Acid-
Shiff. Tal como o Azeite, este agente também apresentou resultados favordveis ao ser avaliado
em todos os parametros inerentes ao processamento histoldgico. No entanto, foi mencionado
num dos artigos que existe a possibilidade de a longo prazo este substituto tornar os tecidos
“rangosos” [sic].

Os Oleos de rosa, palma, pinho e cenoura sdo também potenciais candidatos, no entanto,
deve ter-se em atencdo que estes sé foram testados uma Unica vez, existindo a possibilidade de,
ao serem submetidos a protocolos diferentes, serem obtidos resultados diferentes. Para além
disto, estes Oleos apenas foram avaliados mediante os parametros da coloracdo de hematoxilina-
eosina, ndo explorando outras areas complementares.

Por fim, podemos ainda destacar o Oleo de palma pela negativa, como o mais fraco apesar
dos resultados favoraveis. Apenas foi estudado num baixo nimero de casos e submetido a poucos
parametros de avaliagdo, necessitando de um estudo mais completo.

5. Conclusoes

Apos andlise dos resultados de todos os artigos recolhidos, foi possivel perceber que todos
os Oleos de origem natural apresentaram resultados semelhantes ou superiores ao Xileno, dando
um enfase especial ao Azeite e Oleo de coco por serem 0s que apresentam uma avaliagdo mais
completa.

Na realizagdo desta revisdo, o nimero reduzido de artigos recolhidos foi a Unica limitagdo
encontrada, uma vez que com um maior nimero de artigos obter-se-ia uma maior
representatividade de resultados acerca do tema de interesse.

Para terminar, sendo este um tema ainda pouco aprofundado, seria benéfico continuar o
estudo da substituicdo do Xileno por agentes de origem natural.
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Resumo: A identificacdo de metdstases ganglionares em pegas cirurgicas de cancro colorretal (CCR) é crucial
para o sistema de estadiamento TNM, tendo valor progndstico. Apesar de ser recomendado isolar um
numero minimo de 12 ganglios linfaticos (GL) durante o exame macroscdpico, tal nem sempre é conseguido.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar os métodos de dissecao ganglionar descritos na literatura,
para identificar o mais eficaz no isolamento de GL em pegas cirdrgicas de CCR e o seu impacto no
estadiamento. Dos 41 artigos analisados foram identificados dois métodos para otimizacdo da disse¢do
ganglionar. Um dos métodos baseia-se na utilizagdo de solugGes reveladoras de GL que contribuem para o
isolamento de GL de menores dimensdes, dado que alguns estudos mostram que um maior nimero de GL
pode aumentar a precisdo do estadiamento e contribuir para uma decisdo terapéutica mais adequada. O
outro método foca-se na disse¢do ganglionar seletiva de acordo com a distancia dos GL a regido tumoral,
pois o numero de GL metastizados tende a diminuir com o aumento da distancia ao tumor, podendo ndo
haver vantagem na andlise total ndo dirigida dos GL. Embora os resultados destes métodos sejam
promissores, sdo necessarios mais estudos multicéntricos para a sua validagao.

Palavras-chave: cancro colorretal, ganglios linfaticos, métodos de disse¢dao ganglionar, estadiamento.

1. Introdugao

O cancro colorretal (CCR) é uma das neoplasias mais frequentes em todo mundo,
desenvolvendo-se de forma insidiosa, facto que contribuiu para ndo ser detetado numa fase
precoce da doenga (1,2).

O exame anatomopatoldgico das ressecgdes cirurgicas do CCR tem um papel determinante
no progndstico do paciente, assim como na sele¢do do tratamento adjuvante mais adequado (2).
Uma abordagem sistematica e concisa das caracteristicas do tumor no exame macroscopico e
microscopico destas pegas cirurgicas é fundamental para garantir um correto diagndstico e
estadiamento (3).

O sistema de estadiamento mais utilizado para o CCR é o sistema TNM (do inglés, Tumor,
Node and Metastasis) desenvolvido e atualizado pelo American Joint Committee on Cancer (AJCC)
(4). Este sistema de estadiamento classifica o CCR segundo a profundidade de invasdo do tumor
primdrio (T), o envolvimento dos ganglios linfaticos (GL) regionais por metdstases identificadas
microscopicamente (N) e a presenga ou auséncia de metastases a distancia (M) (4).

O numero de GL metastizados isolados neste tipo de pecas cirurgicas desempenha um papel
crucial no estadiamento N destes doentes e, consequentemente, na decisdo terapéutica (3,5). A
AJCC recomenda que para este tipo de pegas cirurgicas sejam isolados no minimo 12 GL (6).

A dissecdo ganglionar em pecas cirurgicas de CCR é realizada através de um método
convencional que consiste em seccionar o tecido mesocdlico/mesorreto em fatias com uma
espessura de 5a 10 mm e a sua posterior palpac¢do e inspegao para identificagdo e isolamento de
GL. Este método é trabalhoso e minucioso, sendo despendido muito tempo ao patologista ou
técnico que o executa. Além disso, este método nem sempre é eficaz para o isolamento de GL
com dimensdes inferiores a 5mm (7-10).
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Aidentificacdo de métodos que permitam otimizar a disse¢do ganglionar em pecas cirtrgicas
de CCR num curto espago de tempo é essencial, de forma a permitir isolar o maior nimero de GL
possivel, garantindo a precisao do estadiamento N e, simultaneamente, evitar o atraso na emissdo
do relatério anatomopatoldgico (3,5,7,11).

O presente trabalho tem como objetivos pesquisar os diferentes métodos de dissecao
ganglionar descritos na literatura, de forma a identificar qual o mais eficaz no isolamento de GL
nas pecas cirurgicas de CCR. Pretende-se, ainda, avaliar a contribuicdo destes métodos para o
aumento do numero de GL dissecados, nomeadamente de GL metastizados, e avaliar o seu
impacto no estadiamento dos pacientes e consequente decisdo terapéutica, assim como no
processo laboratorial e no tempo para obtenc¢do do diagndstico.

2. Métodos

A presente revisdo bibliografica foi realizada, tendo por base a metodologia PRISMA, a partir
de artigos presentes nas bases de dados PubMed, B-On e Google Scholar. Para essa pesquisa
foram usadas palavras-chave colon cancer, rectal cancer, lymph node, lymph node yield, revealing
solutions e distance from tumor (12). Na pesquisa foram usados os seguintes critérios de inclusdo:
estudos observacionais ou experimentais, usando pecas cirurgicas de CCR. Os critérios de
exclusdo foram estudos realizados noutras topografias ou em animais.

Na Figura 1 estdo representadas as fases de selegdo dos artigos para a redagdo da presente
revisdo.

Artigos identificados (n=113)
PubMed (n=74) 3
B-Cin {(n=38) ‘
Google Scholar (n=55%)

Artigos excluidos por estarem duplicados (n=239) |

v
Artigos apds remogdo dos duplicados [n=138) H‘ Artigos excluidos por nde cumprirem os critérios de indusdo (n=47) |

¥

Artigos avaliados para elegibilidade (n=20) —

Artigos excluidos por ndo irem de encontro ao objetivo do trabalho
(n=439)

Artigos incluidos no trabalho (n=41)

Figura 1. Esquema representativo do processo de sele¢do dos artigos para leitura e redagdo do presente
estudo, baseado na metodologia PRISMA (14).

3. Otimiza¢do do método de dissec¢do ganglionar

Nas ultimas décadas tém vindo a ser estudadas novos métodos de disse¢do ganglionar em
CCR na tentativa de otimizar o método convencional, no que concerne a rapidez e eficicia do
método. Na literatura estdo descritos diferentes métodos de disse¢do ganglionar, que podem ser
categorizados em dois grandes grupos: os métodos com recurso a solugées reveladoras de GL e
os métodos de dissecao seletiva, de acordo com a distancia do GL a regido do tumor.

3.1. Solugdes reveladoras de gdnglios linfdticos

Varios estudos tém vindo a ser realizados na tentativa de melhorar a disse¢do ganglionar,
onde s3o utilizados métodos que permitem clarear o tecido mesocdlico/mesorreto e métodos
que evidenciam os GL através da injecdo intra-arterial com azul de metileno (13).

Na pesquisa bibliogréfica efetuada foi possivel identificar estudos que utilizaram seis
solugBes reveladoras de GL, nomeadamente, a solugdo de GEWF (do inglés, Glacid acetic acid,
absolute Ethanol, distilled Water e Formaldehyde 40%), a solu¢do de RE-GEWF (do inglés, Recycle,
Eosin, Glacid acetic acid, absolute Ethanol, distilled Water e Formaldehyde 40%), solugdes
enzimaticas, solugdo de Carnoy, solugdes de fat clearance e a solugdo de azul de metileno (Tabela
1).

A solucdo de GEWF, constituida por acido acético glacial, etanol absoluto, agua destilada e
formaldeido a 40% foi descrita pela primeira vez por Lillie et al em 1949, como sendo uma solugdo
segura para o utilizador, de baixo custo, de facil preparagdo e utilizagdo quando comparada com
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outras solugGes (7,8). A solugdo de RE-GEWF é semelhante a solu¢do de GEWF, embora seja usado
etanol reciclado (filtrado a partir do etanol utilizado na etapa de desidratagdo na coloragdo de
hematoxilina e eosina (HE)) e o corante eosina, que permite identificar facilmente os GL por
adquirirem uma tonalidade rosada (8).

Nos métodos de dissociacdo do tecido mesocédlico/mesorreto sdo utilizadas solugdes
enzimaticas, como a solucdo de colagenase, tripsina ou lipase, que por digerirem parcialmente o
tecido permitem uma melhor identificagdo dos GL (14). Contudo, a duragdo maxima da digestdo
enzimatica ndo deve ultrapassar uma hora, para ndo ocorrerem efeitos adversos na coloragado de
HE nem nos resultados de Imunohistoquimica (IHQ) (14).

A solucdo de Carnoy, além de preservar a morfologia do tecido e permitir a realizagdo de
técnicas complementares, promove o clareamento do tecido mesocdlico/mesorreto, através do
uso de etanol absoluto e do acido acético glacial, e confere uma tonalidade esbranquigada aos GL
através do uso do cloroférmio (13,15).

As solucgdes de fat clearance tém vindo a ser descritas como Uteis para a dete¢do de GL de
menores dimensdes (7). No entanto, métodos que utilizam este tipo de solu¢ées ndo sdo muito
usuais devido a toxicidade de alguns componentes dessas solugdes, como o xilol, acetona ou
etanol, e por serem muito demorados (cinco a sete dias, dependendo do tipo de amostra), sendo
este um procedimento reservado para os casos onde sdo isolados um baixo nimero de GL (7).

O azul de metileno é um corante vital e é injetado nas artérias das pegas cirtrgicas de CCR
logo apds a cirurgia para evidenciar os GL com uma cor azul (16,17).

Uma comparagdo dos resultados obtidos pelos diferentes métodos que usam solugGes
reveladoras de GL revela que o valor médio de GL isolados com recurso a solugdes reveladoras foi
superior ao obtido com o método convencional, resultado que tem impacto na qualidade da
dissecdo ganglionar. Adicionalmente, é possivel verificar que o nimero minimo de 12 GL é
atingido na maioria dos casos em que sdo utilizadas solu¢Ges reveladoras de GL (Tabela 1).

Tabela 1. Métodos descritos na literatura que usam solugdes reveladoras de ganglios linfaticos (GL): composi¢do, procedimento técnico,
tonalidade dos GL, razdo entre os valores médios dos GL isolados, nimero médio de GL metastizados e nimero de pegas onde foram isolados

um numero de GL inferior a 12.

Razdo entre os Nimero médio de Numero de pegas

Solugdes Composicio Procedimento Tonalidade dos valores GL cirargicas com <12
reveladoras de GL posic GL médios dos GL  metastizados Gl isolados
Técnica Duragio isolados* MC MSR MC MSR
10L etanol absoluto + 3,4L
GEWF 4gua destilada + 1,6L Submersdo do tecido .
(10) formaldeido a 40% + 1,0L adiposo 12h a 14h Esbranquicados 1,5 1,3 2,3 Sl Sl
acido acético glacial
1280mL etanol absoluto
filtrado + 160mL formaldeido
RE-GEWF . . e Sub do do tecid
a 40%+ 160mL acido acético u mers?o 0 tecido 14h a 16h Rosados 1,9 1,3 1,5 33 11
(8) . . adiposo
glacial + 0,3mL eosina-Y
1mg/mL de colagenase +  Incubagio com a solugdo 30 a 60
Solugdes tripsina + tampdo salino  (1mL por cada 3g) a40°C  min
enzimaticas 0,5mg/mL de colagenase + Incubacio com a solucio Esbranquigados 1,1 0 0 Sl Sl
(14,18) 5mg/mL de lipase + tampao ¢ ¢ 10min

(1mL por cada 3g) a 40°C

Solugdo de Carnoy
(13,15)

60% etanol absoluto + 30%
cloroférmio + 10% acido 24h a 48h Esbranquigados 1,5 0,8 1,1 22 6
acético glacial

Submersao do tecido
adiposo

Submersdo do tecido

. 24h
adiposo
Solugdo de fat Submersdo do tecido
clearance adiposo (num 18h Esbranquigados 1,5 2 2 39 15
(19-20) processador de tecidos)
Etanol absoluto Submers:?lo do tecido 24h
adiposo
Solugdo de azul de . - x
Metileno Sml de azul Sle m§t|leno * Injegja(? da solugdo na 2a5min Azulados 2,0 1,0 1.2 8 1
(22) 15mL de solugdo salinaa 0,9%  artéria da amostra

1 Razdo entre os valores médios de GL isolados com a solug&o reveladora e o método convencional.
GEWF - Glacid acetic acid, absolute Ethanol, distilled Water e Formaldehyde 40%; RE-GEWF - Recycle, Eosin, Glacid acetic acid, absolute Ethanol, distilled Water e Formaldehyde 40%; MC
— método convencional; MSR — método com solugdo reveladora; Sl — sem informagdo
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3.2. Disseg¢do ganglionar seletiva de acordo com a distdncia dos gdnglios linfaticos ao tumor

O isolamento sistematico de GL localizados em regides do tecido mesocdlico/mesorreto
mesocolico/mesorreto mais distantes da regido primaria do tumor em pegas cirtrgicas de CCR
ndo sO acarreta custos para o laboratério como também aumenta o tempo despendido nesta
tarefa, existindo poucos estudos que abordem o potencial impacto destes GL mais distantes no
estadiamento N (23).

Ueno et al, Cserni et al e M. Pusztaszeri et al tentaram, de forma similar, perceber a
distribuicdo dos GL pela ressecgdo cirurgica de CCR e quais as vantagens de uma disse¢do
ganglionar seletiva (23-25).

De forma a atingir os seus objetivos, todos os autores realizaram a divisdo do tecido
mesocolico/mesorreto em diferentes regides tendo em conta a distancia ao tumor primario. O
tecido mesocdlico/mesorreto foi separado segundo as regides definidas pelos autores, e a
dissecdo ganglionar de cada regido foi realizada individualmente, permitindo posteriormente
comparar o numero de GL isolados e o nimero de GL metastizados por regido (Figura 2).

6cm  3cm lom Itm 3cm  6cm

(a) (b) (c)

Figura 2. Esquemas representativos da divisdo do tecido mesocélico durante a disse¢do ganglionar, de
acordo com cada metodologia. (a) Ueno et al (24); (b) Cserni et al (25); (c) M. Pusztaszeri et al (23). A 4rea
sombreada representa a regido peritumoral.

Todos os autores verificaram que, na regido peritumoral, o valor médio de GL isolados é
superior ao encontrado nas regides mais distantes (Ueno et al: 5,1 vs. 1,1; Cserni et al: 10,6 vs.
2,0; M. Pusztaszeri et al: 13,5 vs. 4,9), observando-se que este numero diminui a medida que
aumenta a distancia ao tumor primdrio (24,25). Em relagdo a percentagem de GL metastizados,
foi possivel verificar que a maior percentagem de GL metastizados encontrada foi na regido
peritumoral (Cserni et al: 82,3% e M. Pusztaszeri et al: 85%), diminuindo a percentagem de GL
metastizados a medida que a distdncia ao tumor aumenta (Cserni et al obtido 1,1% e M.
Pusztaszeri et al: 15% de GL metastizados) (19,20).

4. Discussao

No CCR, o estadiamento N apds a resseccdo cirurgica é crucial para o progndstico e para a
decisdo terapéutica (26). Para além da cirurgia, nenhum tratamento é recomendado quando ndo
existe evidéncia de GL metastizados ou de metastases a distancia (26). Contudo, existem algumas
condicOes bem definidas que podem determinar a realizagao de tratamento adjuvante em alguns
casos, nomeadamente, o isolamento de um nimero de GL menor do que 12 (27).

O método convencional, que consiste na dissecdo baseada na inspe¢do manual e palpagdo
do tecido mesocdlico/mesorreto, para identificar os GL, é trabalhosa e morosa. Apesar de ser o
método comumente aceite para a dissegao ganglionar de pegas cirurgicas de CCR, nem sempre
permite isolar o nimero minimo de GL recomendado. As pegas cirurgicas de CCR com terapia
neoadjuvante sdo desafiantes, pois os GL sdo mais pequenos e fibrosos comparativamente aos
encontrados nas pegas que ndo foram submetidas a tratamento, ndo sendo possivel isolar um
minimo de 12 GL, mesmo apd6s uma segunda observagdo do tecido mesocdlico/mesorreto (8).
Este tipo de evento leva a que GL de menores dimensdes, onde podem existir micrometastases
(0,2-2mm) ou até macrometastases (>2mm), possam ndo ser detetados e isolados, o que pode
causar que pacientes com CCR possam ter um estadiamento incorreto (7,8,23,28).

No presente estudo, foi possivel identificar dois métodos descritos na literatura que tornam
a dissegao ganglionar uma tarefa mais facilitada, assegurando a sua qualidade. Estes métodos sdo
baseados no uso de solugdes reveladoras ou na disse¢do ganglionar seletiva, de acordo com a
distancia dos GL ao tumor.

Os métodos que usam solugdes reveladoras tornam os GL mais facilmente identificaveis,
dado que estas solugdes, usualmente, alteram a cor dos GL tornando-os distinguiveis do tecido
mesocolico/mesorreto circundante (7). Foi possivel constatar que o nimero de GL isolados, bem
como o nimero de GL metastizados encontrados nas pegas em que se usaram estes métodos,
foram superiores aos encontrados nas pecas onde foi usado o método de dissecdo convencional.
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Estas solugdes parecem também aumentar a eficacia da disse¢do de GL de menores dimensdes,
uma vez que se verifica que com o recurso a qualquer uma das solugdes reveladoras, a dimensao
média dos GL isolados é inferior a encontrada no método convencional (18). As solugGes
enzimaticas mostraram ser as que apresentaram a razdao mais baixa entre os valores médios de
GL isolados com a solugdo reveladora e o método convencional quando comparado com as
restantes solugGes (29).

A injecdo da solucdo de azul de metileno demonstrou ser o método com melhores
resultados, uma vez que sdo isolados duas vezes mais GL do que com o uso do método
convencional. Este é um método répido e seguro que parece aumentar a eficicia da dissecdo
ganglionar (16).

No entanto, a sua inje¢do requer conhecimento e experiéncia para a canulagao das artérias
mesentéricas, o que ndo é um procedimento facil (30). Na maioria dos estudos a injecdo foi
realizada pelo cirurgido, imediatamente apds a cirurgia. Por isso, é necessario a realizagdo de
estudos adicionais que verifiquem a utilidade desta solugdo se a inje¢do for realizada no momento
do exame macroscépico, de forma a mimetizar a realidade dos laboratdrios.

N3do existe consenso relativamente a ser melhor usar os métodos em que se utilizam
solucdes reveladoras de GL comparativamente ao método convencional. Apesar de estudos
mostrarem bons resultados, estas solugcdes tém vindo a ser associadas a algumas limitacGes, como
0 aumento do tempo despendido para a realizagdo dos procedimentos, a eventual toxicidade das
solugdes utilizadas e os custos por exame, uma vez que havendo um aumento de numero de GL
isolados ha em simultaneo um aumento do numero de blocos por exame (7,31).

O facto de na maioria dos estudos efetuados com solugdes reveladoras ndo ter sido possivel
identificar alteragdes significativas no estadiamento dos pacientes, pode ser questionado o real
beneficio da utilizacdo destes métodos. Por isso, a questdo ndo passa tanto por qual solucdo
deverad ser utilizada, mas sim se os pacientes beneficiam da sua utilizagdo (7). Em casos em que
através do método convencional ja sdo isolados 4 a 6 GL mestastizados (estadiamento N2), o
recurso as solucdes reveladoras ndo adiciona informagdo adicional no que diz respeito ao
progndstico ou tratamento, o que torna questionavel se o aumento de GL isolados sera relevante
para os pacientes (7).

Contudo, deve ser tido em consideracdo que apesar dos resultados obtidos e das
desvantagens verificadas pelas solugdes, estas podem ter um papel importante em situagdes mais
especificas, onde o numero minimo de GL recomendado ndo é atingido. Em casos submetidos a
terapias neoadjuvantes, ressec¢8es cirurgicas de segmentos curtos de célon/reto e ressecgdes
retais com mesorreto incompleto e ainda na eventualidade de pouca experiéncia na realizagdo da
dissecdo ganglionar, o uso de solugbes reveladoras podera ser uma mais-valia (19). Por esse
motivo, é necessario efetuar mais estudos direcionados para validar os resultados obtidos nestes
estudos.

Recentemente tém surgido estudos que demonstram que os GL ndo se distribuem da mesma
forma ao longo de todo o tecido mesocdlico/mesorreto adjacente ao segmento do célon e do
reto, e que a sua localizagdo esta essencialmente relacionada com a proximidade a regido do
tumor primario, levantando a questdo da importancia do isolamento dos GL mais distantes ao
tumor, algo que até entdo muito raramente foi abordado na literatura (23).

Apesar de alguns autores sugerirem que devem ser isolados o maior numero possivel de GL,
na opinido M. Pusztaszeri et al o dilema nao esta necessariamente relacionado com o nimero de
GL que deve ser isolado, mas sim como detetar os GL que sdo mais suscetiveis de serem
metastizados (23). Assim, realizar uma dissegdo seletiva diminuiria o tempo necessario para isolar
os GL no tecido mesocdlico/mesorreto, permitindo ainda efetuar um estadiamento adequado
(25).

Em relagdo a distancia dos GL a regido peritumoral, Ueno et al, Csernni et al e M. Pusztaszeri
et al, obtiveram resultados semelhantes, verificando que o valor médio do numero de GL isolados
nas regides mais distantes ao tumor é significativamente inferior ao encontrado nas regiées mais
préximas (23-25). Este dado estd de acordo ao postulado, em que o nimero de GL isolados
depende da distancia a regido peritumoral (se ndo existirem doengas inflamatdrias associadas),
sendo que a distancias superiores a 5cm serdo encontrados GL de menores dimensdes, sendo
menos provavel a identificagdo de GL metastizados (23). Verificaram também que o nimero de
GL aumenta linearmente com o estadiamento T, isto €, com o tamanho do tumor (23-25).

Cserni et al e M. Pusztaszeri et al demonstraram ainda que a acuracia do estadiamento
depende principalmente dos GL isolados no tecido mesocélico mais proximo do tumor primario
(23,25). Tendo em conta estes resultados e sendo que a tarefa de disse¢do ganglionar despende
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muito tempo e acarreta custos para os laboratdrios de Anatomia Patoldgica, o isolamento de GL
mais distantes pode ndo adicionar uma contribuigdo significativa para o estadiamento.

5. Conclusées

Com o presente estudo de revisdao ndo foi possivel obter um consenso sobre o nimero 6timo
de GL isolados devendo-se manter as recomendacgdes de isolar um nimero minimo de 12 GL. No
que diz respeito ao uso de solugdes reveladoras de GL, apesar do seu uso levar aum maior nimero
de GL isolados, sdo necessdrios mais estudos multicéntricos para demonstrar o impacto deste
aumento no estadiamento, assim como o impacto destas solugdes nas técnicas complementares
de diagndstico, como nas técnicas de imunohistoquimica e de biologia molecular. No global, o uso
destas solugGes reveladoras de GL aumenta o tempo de resposta do exame anatomopatoldgico,
pelo que sera benéfico definir critérios para a sua utilizacdo em situagdes especificas.

Em relagdo a distancia dos GL ao tumor primario, sugere-se iniciar a dissecdo ganglionar pelo
tecido mesocélico localizado a 5cm distais/proximais da regido do tumor primario como uma
forma de rentabilizar o tempo despendido nesta tarefa, contudo, sdo necessarios mais estudos
para comprovar que esta dissec¢do seletiva ndo tera implica¢cdes no estadiamento.

Com este estudo, propde-se ainda que sejam utilizados os dois métodos descritos de forma
complementar. Tendo em conta a categorizacdo em estadios de CCR, sugere-se inicialmente a
realizagdo de uma disse¢do ganglionar seletiva nos 5cm proximais e distais a regido do tumor. Em
casos em que nao sejam encontrados 12 GL, entdo recorre-se a extensdo da area de dissecdo e
ao uso das solugGes reveladoras. Este procedimento permitird realizar o exame macroscopico
com maior celeridade, promovendo ainda a eficiéncia da disse¢do ganglionar e consequente
estadiamento adequado.
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