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IV. Resumo da Tese 

 

Introdução: Cerca de 20% das pacientes com câncer de mama, mesmo em 

estágio inicial, desenvolverão a doença metastática e 90% das mortes por essa 

neoplasia decorrem de complicações oriundas de sua disseminação. Dessa 

forma, identificar características biológicas relacionadas à agressividade do 

câncer de mama metastático e ao prognóstico das pacientes faz-se necessário. 

Objetivos: Investigar marcadores tumorais no derrame pleural neoplásico de 

pacientes com câncer de mama metastático, relacionando ao prognóstico das 

pacientes. Metodologia: estudo de coorte histórica, onde foram inseridos 

pacientes com derrame pleural neoplásico e história de câncer de mama. Para 

cada um dos 4 trabalhos realizados (Artigos I, II, III e Apêndice 1), foi 

necessário recorrer a metodologias que envolveram a análise morfológica e a 

expressão de marcadores tumorais. Resultados: No Artigo I, Impact 

of Her-2 overexpressed on survival of patients with metastatic breast cancer , 

evidenciamos alteração na expressão do painel imuno-histoquímico do câncer 

de mama metastático, quando comparado ao tumor primário, e que a super-

expressão de Her-2 na metástase pleural representa mau prognóstico para as 

pacientes com câncer de mama avançado. No Artigo II, intitulado Impact of 

Cell Arrangement of Pleural Effusion in Survival of Patients with Breast Cancer , 

verificamos que o derrame pleural neoplásico com células isoladas está 

associado a prognóstico desfavorável. No Artigo III, descrevemos uma técnica 

de distensão citológica, que apresenta como vantagem, uma melhor 

distribuição das células com interesse diagnóstico. No apêndice 1, 

apresentamos a descrição do padrão esferoide, através da microscopia 
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eletrônica de transmissão. Conclusão: A heterogeneidade intra-tumoral, 

conforme observamos nos tumores estudados, referente à forma de 

organização celular, a proliferação, capacidade de metastatizar, sensibilidade a 

drogas, dependência de sinais de crescimento, são características importantes 

nas neoplasias, além da forma de interação de subclones geneticamente 

distintos durante esta evolução desse tumor, sugerindo uma grande 

importância em conhecer as características biológicas da metástase, 

permitindo sua aplicação na medicina personalizada. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Epidemiologia do câncer de mama 

 

 O câncer de mama é a neoplasia que mais acomete as mulheres em 

todo o mundo, tanto em países desenvolvidos quanto em desenvolvimento. 

Foram estimados para 2015, 1.790.861 novos casos de câncer de mama em 

todo o mundo (IARC, 2015). 

A taxa de mortalidade mundial foi de 521.817, em 2012. A incidência 

para os próximos cinco anos no mundo é elevada, projetando 6.255.391 novos 

diagnósticos (IARC, 2015). 

A incidência varia entre as diferentes regiões do mundo. Em 2012, as 

maiores taxas foram na Europa Ocidental (96 para cada 100 mil habitantes) e 

as menores taxas na África Central e na Ásia Oriental (27 para cada 100 mil 

habitantes) (INCA, 2016). 

 Segundo o Instituto Nacional do Câncer (INCA) são estimados para o 

Brasil, em 2016, 57.960 casos novos de câncer de mama, com um risco 

estimado de 56,20 casos, a cada 100 mil habitantes. Desconsiderando os 

tumores de pele não melanoma, o câncer de mama é o mais frequente nas 

mulheres nas regiões, Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste, com taxas 

respectivamente de 74/100 mil, 68/100 mil, 55/100 mil, 38/100 mil. Na região 

Norte, é o segundo tumor mais incidente (22/100 mil) (INCA, 2016).  

Avaliando exclusivamente o estado do Rio Grande do Sul, estimam-se 

5.210 novos casos, representando um risco de 90,20 para cada 100 mil 

habitantes, e para a capital, Porto Alegre, as taxas são maiores ainda, 
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representando 130 casos para cada 100 mil habitantes. Na figura 1, 

destacamos o câncer de mama, como a neoplasia que mais afeta as mulheres, 

apresentando-se superior, inclusive, aos casos de câncer de pele não 

melanoma, tanto para o Estado do Rio Grande do Sul, quanto para a capital, 

Porto Alegre (INCA, 2016), no entanto destacamos aqui, que em geral, as 

capitais sediam centros de referência em tratamento, onde muitos pacientes do 

interior são direcionados aos referidos centros. 

 

  

Em relação à mortalidade, no ano de 2013, no Brasil, foram registrados 

14.388 óbitos ocasionados pelo câncer de mama. Apesar dessa neoplasia 

apresentar bom prognóstico quando diagnosticada e tratada rapidamente, as 

taxas de mortalidade permanecem elevadas no Brasil. Acredita-se 

Figura 1: Incidência para novos casos de câncer de mama no Rio Grande do Sul e na 
capital, Porto Alegre. Fonte: INCA, 2016 
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sumariamente que essas taxas se apresentam altas devido ao diagnóstico 

ainda ser tardio (INCA, 2016).  

 

1.2 Câncer de mama 

 

 O câncer de mama é uma doença complexa e heterogênea, com 

subtipos biológicos distintos (Yersal e Barutca, 2014), e devido à incidência e 

mortalidade é considerado um graveproblema de saúde pública (Cadoo, 

Fornier e Morris, 2013). 

 Para essa neoplasia, alguns fatores de risco associados ao seu 

desenvolvimento estão bem estabelecidos na literatura, e podem ser divididos 

em três grandes grupos: hormonais, genéticos e ambientais (Ban e Godellas, 

2014), conforme abaixo relacionados: 

a) Hormonais: a idade é um dos fatores mais importantes, a qual está 

relacionada à participação hormonal na etiologia dessa neoplasia e ainda à 

vida reprodutiva da mulher; 

b)  Genéticos: compreendidos pela história familiar de câncer de mama, 

associada a alterações especialmente nos genes supressores de tumor BRCA1 

(Breast Cancer 1) e BRCA2 (Breast Cancer 2); 

c)  Ambientais: englobam hábitos de vida como consumo de álcool, 

sedentarismo (Zhou, Zhao e Peng, 2015), excesso de peso, exposição à 

radiação ionizante, entre outros (INCA, 2016). 

Em contraposição aos fatores de risco, são apresentados alguns 

fatores associados a um menor risco para desenvolver essa neoplasia, tais 

como, a prática de atividade física, alimentação saudável e manutenção do 
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peso corporal, o que reduz em 30% o risco de desenvolver câncer de mama 

(INCA, 2016). 

Dessa forma, as lesões podem ser classificadas através da 

histopatologia, conforme descritas no item a seguir. 

 

1.2.1 Classificação histopatológica do câncer de mama 

 
A nova classificação, Classification of Tumours of the Breast, 

Fourth Edition  da Organização Mundial da Saúde de 2012, editado pela 

Agência Internacional de Pesquisa sobre Câncer (IARC), contou com a 

expertise de patologistas, geneticistas, biólogos moleculares, clínicos, 

cirurgiões entre outros. A ação sinérgica de profissionais de diferentes áreas do 

conhecimento oferece a comunidade médica e científica internacional uma 

classificação que impacta na oncologia moderna (Gobbi, 2012). 

Dessa forma, a nova classificação histológica dos tumores epiteliais 

adotada pela Organização Mundial da Saúde (OMS) está apresentada na 

Tabela 1, e a classificação dos tumores epiteliais raros, na Tabela 2, 

subsequente: 

 

Tabela 1: Tumores epiteliais da mama segundo OMS (2012). 
Tipos de tumores epiteliais segundo a 4ª 
edição da Classificação Histológica de 

Tumores da Mama da OMS 
Observações 

Carcinoma microinvasivo  
Carcinoma mamário invasivo 
Carcinoma ductal invasivo, sem outra 
especificação (SOE)  
  Carcinoma tipo misto  
  Carcinoma pleomórfico  
  Carcinoma com células gigantes tipo 
osteoclasto  
  Carcinoma com elementos coriocarcinomatosos  
  Carcinoma com elementos melanóticos 
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Carcinoma lobular invasivo  
  Carcinoma lobular clássico  
  Carcinoma lobular sólido  
  Carcinoma lobular alveolar  
  Carcinoma lobular pleomórfico  
  Carcinoma túbulo-lobular  
  Carcinoma lobular misto 

 

Carcinoma tubular  
Carcinoma cribriforme invasivo  
Carcinoma com elementos medulares  
  Carcinoma medular  
  Carcinoma medular atípico  
  Carcinoma invasivo SOE com elementos 
medulares 

Estudos mais recentes mostram que 
os carcinomas medulares são, em sua 
maioria, triplo-negativos, e de fenótipo 
basal. 
Expressam de forma variada 
citoqueratina (CK) de alto peso 
molecular (CK5, CK 5/6 e CK14), 
actina de músculo liso, receptor do 
fator de crescimento epidérmico 1 
(EGFR), p53 e caveolina 

Carcinoma mucinoso  
Carcinoma com diferenciação em células em anel 
de sinete 

 

Carcinoma micropapilar invasivo  
Carcinoma com diferenciação apócrina  
Carcinoma metaplásico sem tipo especial  
  Carcinoma adenoescamoso de baixo grau  
  Carcinoma metaplásico fibromatose-símile*  
  Carcinoma de células escamosas  
  Carcinoma de células fusiformes  
  Carcinoma metaplásico com diferenciação 
mesenquimal  
Diferenciação condroide  
Diferenciação óssea  
Diferenciação em outros tipos mesenquimais  
Carcinoma metaplásico misto  
Carcinoma mioepitelial 

*Estudo imuno-histoquímico para CK, 
especialmente as de alto peso 

-12, CK-5 ou CK-5/6), 
e p63 auxilia no diagnóstico diferencial 
e cora positivamente as células 
fusiformes tumorais, para o subtipo 
fibromatose-símile 

Fonte: Gobbi, 2012. 

 

Tabela 2: Tumores epiteliais raros da mama segundo OMS (2012). 
Tipos tumorais epiteliais raros segundo a 4ª edição da Classificação 

Histológica de Tumores da Mama da OMS (2012)* 
Carcinoma com elementos neuroendócrinos  
  Tumor neuroendócrino bem diferenciado  
  Carcinoma neuroendócrino pouco diferenciado (carcinoma de pequenas células)  
  Carcinoma com diferenciação neuroendócrina 
Carcinoma secretor 
Carcinoma papilar invasivo 
Carcinoma de células acinares 
Carcinoma mucoepidermoide 
Carcinoma oncocítico 
Carcinoma rico em lípides 
Carcinoma de células claras rico em glicogênio 
Carcinoma sebáceo 
Tumores tipo glândula salivar/anexos cutâneos  
  Cilindroma 
  Hidroadenoma de células claras 
Fonte: Gobbi, 2012. 
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Essas recomendações promovem a reprodutibilidade diagnóstica e 

prognóstica, de forma concisa, com critérios padronizados e aceitos 

consensualmente (Gobbi, 2012). 

Apesar dos tumores apresentarem diversas classificações, cerca de 

80% dos cânceres de mama são ductais, e em menor parcela, lobulares (INCA, 

2016). 

 

1.2.2 Estadiamento 

 
Além da classificação histológica, faz-se necessário quantificar a 

agressividade da neoplasia e verificar sua extensão e disseminação para 

exatidão do prognóstico e subsequente tratamento (Stricker e Kumar, 2010). 

Para tanto, um dos métodos utilizados é o estadiamento, baseado na 

metodologia TNM. Pela qual T se relaciona ao tamanho do tumor, N ao 

comprometimento de linfonodos e M quanto à ocorrência de metástases. 

Abaixo estão descritas as características que norteiam o estadiamento (AJCC, 

2009): 

 

Tabela 3: Estadiamento dos tumores. 
Fator T Tumor 
Tx Tumor primário (não avaliado) 
T0 Sem evidências de tumor primário 
Tis Carcinoma in situ: carcinoma intraductal ou carcinoma lobular in 

situ, ou doença de Paget do mamilo, sem tumor 
T1 Tumor < ou igual a 2cm em sua maior dimensão 

T1mic  Carcinoma microinvasor 
T1a   
T1b  Tu > 0,5 cm e 1 cm 
T1c  Tu > 1 cm e 2cm 

T2 Tumores > 2 cm e < 5 cm 
T3 Tumor > 5 cm 
T4 Tumor de qualquer tamanho com extensão para 

T4a - Parede torácica 
T4b - Edema ou ulceração de pele 
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T4c - 4ª + 4b 
T4d - Carcinomas inflamatórios 

Nota: Parede torácica inclui arcos costais, músculos intercostais e 
músculo serrátil anterior, mas não músculo peitoral. A doença de 
Paget associada ao tumor é classificada de acordo com o 
tamanho do tumor. 

Fator N Gânglios linfáticos 
Nx Linfonodos regionais não podem ser avaliados 
N0 Sem metástases aos gânglios linfáticos regionais 
N1 Metástases para linfonodos axilares ipsilaterais móveis 
N2 N2a - Metástases para linfonodos axilares coalescentes ou 

aderidos a estruturas adjacentes; 
N2b - Metástases clinicamente aparente para linfonodo 
infraclavicular 
N3b - Metástases para linfonodos da mamária interna e axilar 
N3c - Metástases para linfonodo suplaclavicular 

Fator M Metástase à distância 
Mx Metástases à distância não podem ser avaliadas 
M0 Ausência de metástases à distância 
M1 Presença de metástases à distância 
Fonte: AJCC, 2009. 

 

1.3 Marcadores tumorais 

 

O processo da carcinogênese mamária não é totalmente esclarecido. 

Sabe-se que esse é divido em três fases: iniciação, promoção e progressão. A 

iniciação é caracterizada pelo envolvimento de eventos genéticos e 

desencadeada por fatores carcinogênicos, como a radiação ionizante, por 

exemplo. A etapa que compete à promoção ocorre quando incidem estímulos 

específicos para que ocorra o crescimento tumoral, por exemplo, a partir da 

ação hormonal, reações inflamatórias ou fatores de crescimento. E a fase que 

corresponde à progressão refere-se à capacidade potencial de invasão e sua 

consequente metastatização a partir de um tumor primário (Menke e cols., 

2006).  

 Avanços tecnológicos estão sendo inseridos na área da oncologia, 

possibilitando a melhor compreensão das bases moleculares e celulares do 

processo de iniciação e progressão do câncer de mama. Novos anticorpos e 

metodologias [imuno-histoquímica, microdissecção a laser, microarranjos de 
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ácido desoxirribonucléico (DNA), sequenciamento de última geração] estão 

permitindo estratificar e classificar o câncer de mama de acordo com a 

expressão proteica e genômica. Estabelecendo assim assinaturas genéticas 

tanto preditivas quanto em relação à possibilidade de resposta a terapia 

(Gobbi, 2012). 

Dessa forma, os biomarcadores fornecem informações para 

caracterizar as assinaturas do câncer, as quais são importantes para um 

tratamento personalizado. A medicina personalizada baseada na compreensão 

da carcinogênese molecular, farmacogenômica, e as diferenças genéticas 

individuais que determinam a resposta a quimioterápicos (Grüllich e Von Kalle, 

2012; Kalia, 2015). 

Os marcadores tumorais podem ser divididos em: diagnóstico, 

prognóstico, tratamento e subgrupos de prevenção 

Lewandowska, 2014; Kalia, 2015), sendo que, os marcadores de diagnóstico, 

também chamados de preditivos, são alvos de intervenção, identificados por 

caracterizar mutações-chave e vias moleculares envolvidas no 

desenvolvimento e proliferação do tumor 

Lewandowska, 2014; Kalia, 2015).  

Na figura abaixo (figura 2), são apresentados exemplos de marcadores 

prognósticos e preditivos em tipos específicos de tumor através da 

determinação da ocorrência de polimorfismo, mutação ou metilação de DNA, a 

expressão gênica, detecção da presença de moléculas de  microRNA (miRNA) 

ou ainda células tumorais circulantes (CTC), que são marcadores específicos 

no sangue periférico. Um bom biomarcador é caracterizado pela especificidade 

a um tipo de tumor, um nível apropriado de sensibilidade, e ainda deve refletir a 
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fase da doença ou resposta à terapia (Nalejska, M

2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4 Marcadores tumorais imuno-histoquímicos 

 

Na prática clínica, utilizam-se marcadores imuno-histoquímicos, onde o 

princípio dessa técnica ocorre através da identificação de proteínas 

intracelulares ou de superfície, em todos os tecidos. Dentre a sua 

aplicabilidade, consta a caracterização de diferentes subtipos de tumores, a 

confirmação de sítio primário (no caso de tumor metastático), além de predizer 

o prognóstico e a terapia ao paciente oncológico. E existe uma grande 

variedade de anticorpos que contribuem para as mais diversas investigações 

patológicas (Zaha, 2014).  

Os tumores usualmente são classificados de acordo com suas 

características biológicas, servindo como base para a classificação molecular 

Figura 2: Identificação de biomarcadores através de técnicas distintas (* estudos em curso). 
Adaptado de:  
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do câncer de mama, utilizada no cuidado e gestão de pacientes oncológicos 

(Yersal e Barutca, 2014; Chikarmane e cols., 2015) e conforme relatado por 

Perou e cols. (2000), o subtipo molecular do câncer de mama determina o 

padrão de desenvolvimento e a doença metastática (Perou e cols., 2000).  

Dessa forma, apresentaremos as características em relação aos 

marcadores tumorais elencados neste estudo, concomitantemente associando 

ao prognóstico e a terapia. 

 

1.4.1Receptores hormonais  

 

 Os receptores de estrogênio e progesterona pertencem à superfamília 

dos receptores hormonais que, além de incluir diversos receptores hormonais 

esteróides, incluem também, receptores de hormônio da tireóide, da vitamina D 

e de ácido retinóico. Essas proteínas funcionam como fatores de transcrição, 

quando conectadas a seus respectivos ligantes. Quando estão expressos os 

receptores de estrógeno nas células neoplásicas, essas são bem diferenciadas 

e semelhantes às células normais dos ductos, sendo passíveis de sofrer 

influência hormonal (Silveira, Pessini e Silveira, 2012). 

Aproximadamente 75% dos tumores da mama expressam receptores 

de estrógeno e 55% expressam receptores de progesterona. A expressão 

desses marcadores implica em recorrência e prognóstico, prevendo ainda 

resposta a terapia endócrina (Cadoo, Fornier e Morris, 2013). 

Em relação ao receptor de progesterona, a sua expressão prevê 

resposta ao tamoxifeno em mulheres na pré-menopausa (Stendahl e cols., 

2006), em contrapartida, a sua não expressão foi inferida por Purdie e cols. 
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(2014) e Bogina e cols. (2015) como indicativo de mau prognóstico, associada 

a recidiva loco-regional, em câncer de mama positivo para estrógeno (Purdie e 

cols., 2014; Bogina e cols., 2015). 

Tumores positivos para estrógeno, geralmente são menores, linfonodo 

negativo e baixo grau, quando comparados aos tumores estrógeno negativos 

(Cadoo, Fornier e Morris, 2013). 

Em relação à sobrevida, pacientes que apresentam células neoplásicas 

positivas para estrógeno, em geral, apresentam uma melhor tendência de 

sobrevida, quando tratadas com terapia hormonal (Van Galen e cols., 2010). 

Apresentam também, maiores intervalos de tempo livre de doença, com baixo 

índice de proliferação e metastatizam com menor frequência para o cérebro. 

De forma global, tumores que apresentam elevados níveis de receptores de 

estrógeno, apresentam melhor prognóstico, quando comparados com aqueles 

que expressam níveis intermediários ou sem receptores (Silveira, Pessini e 

Silveira, 2012). 

Frente à resposta a terapia Cancer Study Group International

dividiu o câncer de mama em três grupos de acordo com o percentual de 

células positivas para receptores hormonais. Sendo que 0% foi considerado 

não responsivo, de 1 a 9%, com resposta incerta e acima de 10% foram 

considerados responsivos (Zaha, 2014). 

Abaixo apresentamos as figuras 3 (a e b), apresentando positividade 

para receptor de estrógeno e 4 (a e b) para receptor de progesterona.  
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1.4.2 Oncogene C-erb-B2/ Her-2  

 

Receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (Her-2) é um 

receptor glicoproteico transmembrana, codificado pelo proto-oncogene erbB-2, 

localizado no cromossomo 17 q21 (Veiga e cols., 2009), e pertence a uma 

classe de antígenos tumorais, codificado por genes super-expressos nos 

tumores (Silveira, Pessini e Silveira, 2012). 

3b 3a 

Figura 3: 3a: Carcinoma ductal infiltrante (100X) e 3b derrame pleural 
neoplásico, positivos para receptor de estrógeno (200X). Fonte: autores. 

4a 4b 

Figura 4: 4a: Carcinoma ductal infiltrante (100X) e 4b derrame pleural 
neoplásico, positivos para receptor de progesterona (200X). Fonte: autores. 
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Os tumores que apresentam super-expressão de Her-2, são 

estreitamente relacionados à ausência de receptores hormonais, normalmente 

mais agressivos, portanto representa um mau prognóstico clínico (Mamani-

Cancino e cols., 2014; Zaha, 2014). 

A super-expressão de Her-2 é identificada em 10 a 25% dos casos de 

câncer de mama invasivos, e sua expressão evidencia sensibilidade ao 

tratamento com Herceptin ® (trastuzumab). A terapia específica para Her-2 

mostra uma mudança na história natural da doença e sobrevida global dos 

pacientes. Porém, no câncer de mama avançado, verificou-se que apenas 10 a 

34% dos pacientes respondem a esta terapia, portanto a resistência ao 

trastuzumab está associada ao maior risco de progressão ou morte por câncer 

(Slamon e cols., 2011; Zaha, 2014; Adamczyk e cols., 2015). 

Abaixo, apresentamos a figura 5, onde 5a representa a expressão 

imuno-histoquímica de Her-2 em carcinoma ductal infiltrante e 5b, Her-2 em 

derrame pleural neoplásico. 

 

 
 

Figura 5: 5a Carcinoma ductal infiltrante (100x) e 5b derrame pleural neoplásico 
(200X), positivos para Her-2. Fonte: autores. 

 

5a 5b 
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O câncer de mama triplo-negativo é definido pela ausência detectável 

de receptor de estrogênio, receptor de progesterona e Her-2 (Dent e cols., 

2007; Lehmann e Pietenpol, 2014). Este subtipo, em geral, apresenta-se mais 

agressivo no curso da doença, afetando mulheres com idade inferior a 35 anos, 

e tumores com grau 3, histologia invasiva, nível elevado de proliferação celular 

verificado por Ki-67 (marcador de proliferação celular, antígeno nuclear) e 

rápido desenvolvimento da doença (Zhukova, 2015).  

Este fenótipo constitui cerca de 15% de todos os cânceres de mama 

invasivos. Tumores basal ou basal-like  são associados com características 

agressivas histológicas (Livasy e cols., 2006), portadores da mutação BRCA 

(Foulkes e cols., 2003; Livasy e cols., 2006) e mau prognóstico (Livasy e cols., 

2006; Stead e cols., 2009; Anestis e cols., 2015).  

Pacientes triplo-negativo têm pior sobrevida global em cinco anos (73,6 

+ 3,6%) e sobrevida livre de doença de cinco anos (70,6 + 3,5%), o que é 

significativamente mais baixa do que a sobrevivência comparável de pacientes 

com outros subtipos de câncer de mama (Zhukova, 2015). 

 

1.4.3 Índice de proliferação celular 

 

O marcador de proliferação celular Ki-67 é importante na segregação 

dos pacientes com receptores hormonais positivos, para acrescentar 

quimioterapia à terapia endócrina. Os dados do Registro Clínico de Câncer de 

Regensburg (Baviera/Alemanha) mostraram que a expressão de Ki-67 

apresentou-se como um parâmetro prognóstico independente adicional para 
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sobrevida livre de doença e sobrevida global em pacientes com câncer de 

mama (Inwald e cols., 2013; Zaha, 2014). 

A expressão elevada de Ki-67 está relacionada aos subtipos triplo-

negativo e Her-2 super-expresso, neste contexto, subtipos de prognóstico 

desfavorável (Shokouh, Ezatollah e Barand, 2015). 

Na tentativa de padronizar as informações, ocorreu a formulação de um 

painel imuno-histoquímico para individualização dos tumores na 12ª Breast 

International Conference Cancer , realizada em St Gallen (Suíça) em 2011, 

onde os especialistas identificaram quatro subtipos de câncer de mama, 

classificados de acordo com a expressão dos receptores de estrógeno e 

progesterona, a super-expressão e/ou amplificação do Her-2 (Zaha, 2014).  

Apesar de ainda existirem divergências sobre a classificação dos 

tumores da mama, a referida categorização proposta por Goldhirsch (2011), foi 

referenciada no estudo de revisão de Yersal e Barutca (2014), por consenso, 

como a mais utilizada. Nela são identificados quatro tipos, denominados: 

luminal A, luminal B (com suas variantes), Her-2 super-expresso e basal-like  

(triplo-negativo). No quadro 1, apresentamos resumidamente suas 

características: 

 

Quadro 1: Classificação dos subtipos de câncer de mama 

Subtipo Fenótipo Caracterização 

Luminal A  

Receptores hormonais+,  

Her-2-,  

Ki-67 baixo  

(um nível de <14% foi correlacionado 

para definição de luminal A, e para 

receptor de progesterona >20%). 

Pacientes com subtipo luminal-A tem 

bom prognóstico, a taxa de recidiva é 

significativamente menor do que em 

outros subtipos.  Apresenta 

comumente recidiva óssea, enquanto 

que no sistema nervoso central, 

hepática e a pulmonar, ocorrerem em 

menos de 10% dos pacientes. O 
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tratamento baseia-se principalmente 

na terapia hormonal. 

Luminal B 

Luminal B-like (Her-2 negativo):  

Receptores hormonais positivos,  

Her-2 negativo,  

Ki-67 alto 

Compreendem 15% a 20% dos 

cânceres de mama. Têm um fenótipo 

mais agressivo, maior grau histológico, 

índice proliferativo alto e um pior 

prognóstico. Taxa de recorrência 

maior e menor sobrevida, quando 

comparado com o subtipo luminal-A. 

Luminal-B (Her-2 positivo):  

Receptor de estrógeno e/ou progesterona 

positivo,  

Her-2 super-expresso ou amplificado,  

Ki-67 de qualquer índice 

Her-2 super-expresso 
Her-2 super-expresso ou amplificado, 

Receptores hormonais negativos 

Ocorrem em 15 a 20%. Conferem um 

comportamento mais agressivo. São 

caracterizados por uma elevada 

expressão do gene Her-2. 

Morfologicamente estes tumores são 

altamente proliferativos, 75% têm 

elevado grau histológico e nuclear, e 

mais de 40% têm mutação em p53.  

Basal 

Receptor de estrógeno e progesterona 

negativos, 

Her-2 negativo 

São associados com alto grau 

histológico e nuclear, presença de 

zonas de necrose ou fibrose centrais, 

elevado índice proliferativo e mitótico. 

A maioria destes tumores são ductais 

infiltrante com padrão de crescimento 

sólido, comportamento clínico 

agressivo e elevada taxa de 

metástases pulmonar e cerebral. 

Adaptado de: Goldhirsch e cols., 2011; Yersal e Barutca, 2014. 

 

Dentre esses quatro subtipos de câncer de mama, o luminal-B tem a 

menor taxa de metástases cerebrais, enquanto que o subtipo Her-2 super-

expresso foi associado a maior taxa de metástase pulmonar. Além disso, 

luminal-B apresentou maior sobrevida livre de doença e maior sobrevida total, 

quando comparado ao subtipo basal-like  (Yin e cols., 2015).  
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O mesmo grupo de especialistas reunidos em St Gallen (Suíça/2011) 

descreveu recomendações de tratamento sistêmico para os subtipos, incluindo 

terapia endócrina para luminal A, terapia endócrina ± citotóxica para luminal B 

(Her-2 negativo), terapia anti-Her-2 + terapia endócrina para luminal B (Her-2 

positivo), citotóxicos anti-Her-2 positivo para Her-2 (não luminal) e citotóxicos 

para triplo-negativo (Zaha, 2014). 

O câncer de mama, pertencente a um mesmo subtipo molecular, 

apresenta vias distintas de mutação ou super-expressão que determinam 

diferentes prognósticos (Cancer Genome Atlas Network, 2012). 

Dessa forma, tumores com apresentações clínicas e patológicas 

semelhantes, podem ter comportamentos distintos, portanto, para auxiliar na 

caracterização dos tumores, pesquisas têm se concentrado na definição de 

características biológicas específicas (Goldhirsch cols., 2009; Yersal e Barutca, 

2014), conforme apresentamos no Artigo I desta Tese (página 57). 

 

1.4.4 Prognóstico 

 

 O câncer de mama apresenta prognóstico relativamente bom, quando 

diagnosticado e tratado precocemente. No entanto, as taxas de mortalidade por 

câncer de mama permanecem elevadas no Brasil, muito provavelmente porque 

a doença ainda é diagnosticada em estágios avançados. Em países 

desenvolvidos como a Inglaterra, a sobrevida em cinco anos, é de 85%, 

enquanto, nos países em desenvolvimento, permanece entre 60% (INCA, 

2016). 
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É a segunda principal causa de morte por câncer em mulheres na 

Europa e países ocidentais, precedida apenas por câncer de pulmão (American 

Cancer Society, 2014; Shokouh, Ezatollah e Barand, 2015). 

O subtipo luminal A é mais propenso a co-expressão de receptor de 

estrógeno e progesterona e está associado a um melhor desfecho quando 

comparado ao subtipo luminal B (Cadoo, Fornier e Morris, 2013). O fenótipo 

triplo-negativo está relacionado à prevalência na ocorrência de metástases 

viscerais (Gao e cols., 2009; Koo, Jung e Jeong, 2010). 

A heterogeneidade intra-tumoral, referente à morfologia celular, taxa de 

proliferação, capacidade de metastatizar, sensibilidade a drogas, dependência 

de sinais de crescimento e iniciação do tumor, estão sendo reconhecidas como 

uma importante característica da maioria dos tumores malignos (Condeelis e 

Pollard, 2006; Kalluri e Zeisberg, 2006; Calbo e cols., 2011). Estudos recentes 

estão gerando questionamentos sobre a forma de interação de subclones 

geneticamente distintos durante a evolução do tumor (Calbo e cols., 2011; 

Mcgranahan e Swanton, 2015). 

Observando então a heterogeneidade dos tumores, a medicina 

personalizada procura otimizar o resultado do tratamento (Kaufman e cols., 

2009; Jerusalem e cols., 2015).  

 

1.5 Câncer de mama metastático 

 

A locomoção celular e a invasão a outros tecidos estão associadas à 

morfologia dinâmica da célula, especialmente ao citoesqueleto e as estruturas 
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de adesão. A ocorrência de metástases depende do sucesso entre as células 

tumorais e o microambiente do órgão específico (Guimarães e Rosa, 2008).  

No entanto, alguns desses processos que envolvem o mecanismo de 

disseminação celular maligna, tais como: a invasão, sobrevivência no sistema 

linfático, sanguíneo e o sucesso da colonização em outros órgãos, por não ser 

completamente elucidados, são focos de pesquisas (Guimarães e Rosa, 2008). 

Apesar dos avanços terapêuticos, em torno de 20 a 30% das pacientes 

(estatísticas americanas) com câncer de mama desenvolverão a doença 

metastática (Kennecke e cols., 2010) pela formação de tumores secundários 

em órgãos distantes como pulmões, fígado, cérebro e ossos, e 90% das mortes 

por esta neoplasia decorrem de complicações oriundas da disseminação 

metastática (Eckhardt e cols., 2012; Cadoo, Fornier e Morris, 2013).  

A metástase é considerada um processo complexo, envolvendo células 

tumorais e o suporte através de recursos que lhe ofereçam condições para 

desenvolver novos focos da doença. Dentre essas características estão a 

ruptura da membrana basal, a perda de diferentes junções intercelulares e a 

capacidade migratória do local do tumor primário. No entanto, os mecanismos 

que desencadeiam essa capacidade migratória e os fatores que regulam esses 

processos ainda não são totalmente compreendidos (Ribelles e cols., 2014). 

Os locais habituais de metástases à distância do câncer de mama são 

o pulmão, cérebro, fígado, e ossos (Koo, Jung e Jeong, 2010). Em relação ao 

câncer de mama metastático, este é considerado uma doença incurável, porém 

atualmente os tratamentos são capazes de retardar a progressão da doença, 

prolongar a sobrevida, aliviar os sintomas, oferecendo uma melhor qualidade 

de vida. No entanto, esta terapia requer a identificação de biomarcadores 
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preditivos de resposta ao tratamento (Mustacchi e cols., 2015; Swain e cols., 

2015). 

É importante ressaltar, que conforme Kaufman e cols. (2009), é 

importante tratar a metástase como uma nova entidade tumoral, identificando 

novamente seus biomarcadores para nortear o tratamento (Kaufman e cols., 

2009). 

Referente à expressão de biomarcadores no tumor primário e na 

metástase, Koo, Jung e Jeong (2010) mostraram que houve 100% de 

concordância com a expressão de Her-2 no câncer de mama e nas respectivas 

metástases, porém Vincent-Salomon e cols. (2002) mostraram alteração no 

padrão de expressão de Her-2, após a quimioterapia pré-operatória (Vincent-

Salomon e cols., 2002; Koo, Jung e Jeong, 2010).  

No estudo de Vincent-Salomon e cols. (2002), não foram identificados 

tumores com super-expressão de Her-2, apenas na metástase  (Vincent-

Salomon e cols., 2002). Entretanto no estudo de Santos e cols. (dados não 

publicados) verificou-se a super-expressão exclusivamente no derrame pleural 

(figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: MDDS, 66 anos. Super-expressão de Her-2 no derrame pleural neoplásico 
(400X). Fonte: autores. 
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1.6 Componentes celulares encontrados em uma efusão pleural 

 

O pulmão apresenta as pleuras como seu revestimento, sendo a 

pleural visceral fortemente aderida à superfície pulmonar, que é formada por 

um epitélio do tipo simples pavimentoso, chamado de mesotélio. A pleura 

parietal reveste a cavidade intratorácica, e entre elas, existe um filme líquido, 

muito fino, facilitando o deslizamento suave entre essas camadas 

(Kierszenbaum, 2008). 

Esse líquido interpleural é derivado do plasma, a partir dos capilares da 

pleura parietal, o qual é produzido continuamente, e reabsorvido por meio de 

vasos linfáticos e vênulas da pleura visceral, mantendo o equilíbrio 

hidrodinâmico, sendo que o seu acúmulo é denominado efusão. As efusões 

são divididas em transudativas e exsudativas, de acordo com a origem do 

estímulo que levou ao desequilíbrio na quantidade desse líquido, e parâmetros 

bioquímicos foram propostos objetivando classificar as efusões (Smith e 

Kjeldsberg, 2008). 

As condições mais comuns que causam derrames pleurais são a 

insuficiência cardíaca, doença maligna, pneumonia, tuberculose e embolia 

pulmonar. Dessa forma, derrames pleurais transudativos podem ser de origem 

sistêmica não-inflamatória, tais como insuficiência cardíaca e cirrose. E efusões 

exsudativas são causadas por doença inflamatória ou processo maligno, sendo 

as causas comuns, pneumonia, câncer, tuberculose e embolia pulmonar, 

levando ao aumento da permeabilidade capilar e acúmulo de líquido  (Porcel e 

Light, 2006; Kopcinovic e Culej, 2014). 
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Para diferenciação das efusões, na rotina clínica, podem ser utilizados 

exames bioquímicos, bacteriológicos, citológicos (diferencial e oncótico) ou 

ainda biópsia pleural. Abaixo apresentamos alguns dos critérios que podem ser 

utilizados para auxiliar na classificação dessas efusões (Torres, 2005): 

 

Quadro 2: Alguns critérios utilizados para diferenciação entre efusões do tipo transudato 
ou exsudato. 

Transudato Exsudato 

Leucócitos: não costuma ultrapassar 

1.000/mm3 

Leucócitos: superior a 10.000/mm3, sugerindo 

infecção 

__ Bilirrubina: líquido pleural/ soro > 0,6 

__ Colesterol > 45mg/dL 

Albumina: 1,2 g/dL  

Razão da proteína do líquido pleural/ soro < 

0.5 

Razão da proteína do líquido pleural/ soro > 

0.5 

Relação de lactato desidrogenase no fluído 

pleural/ soro < 0.6 

Relação de lactato desidrogenase no fluído 

pleural/ soro > 0.6 

Adaptado de: Torres, 2005; Smith e Kjeldsberg, 2008; Kopcinovic e Culej, 2014. 
 

A glicose é importante em quadro infeccioso bacteriano e de origem por 

artrite reumatoide, com valores que podem estar diminuídos em caso de 

origem neoplásica ou tuberculose pleural. Outros parâmetros bioquímicos 

ainda podem ser testados, por exemplo, a amilase, a qual em condições 

normais deve apresentar valores inferiores aos níveis séricos. Em níveis 

elevados pode sugerir pancreatite ou câncer por exemplo. O valor de pH 

geralmente é avaliado de forma conjunta com a glicose e lactato 

desidrogenase, portanto quando valores de pH inferior a 7.0, glicose inferior a 

60mg/dL e lactato desidrogenase maior que 1.000 U/L, geralmente em 
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derrames parapneumônicos, sugere empiema, com indicação de drenagem 

torácica (Torres, 2005). 

Em relação à celularidade, a predominância de neutrófilos pode estar 

associada a processos agudos, como empiema, parapneumonia ou pós-

embolia na fase inicial. Já a predominância de linfócitos pode estar associada 

ao processo tardio da tuberculose, embolia pulmonar, neoplasia, entre outras 

causas mais raras. E a citologia oncótica é importante para o diagnóstico 

neoplásico (Torres, 2005). 

Referente a essa celularidade, nas efusões benignas, são identificadas 

células mesoteliais, as quais apresentam citoplasma abundante, translúcido e 

núcleo central ou excêntrico, com limite marcante, permitindo a visualização de 

nucléolo, conforme evidenciado na figura 7. Quando as células mesoteliais 

apresentam-se reativas podem apresentar binucleações, aumento nuclear e 

nucléolo evidente (Shidham e Atkinson, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Além das células mesoteliais, macrófagos podem ser encontrados nas 

efusões, e podem apresentar-se de tamanhos variados, exibindo núcleo ovóide 

Figura 7: Célula mesotelial típica. Ao centro das imagens, uma célula mesotelial típica. 
Pode-se observar a região citoplasmática, núcleo geralmente central, ou excêntrico, 
como na imagem da direita. Coloração de May-Grunwald-Giemsa. Aumento de 1000X. 
Fonte: autores. 
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ou reniforme, nucléolo visível e citoplasma abundante, delicado e esponjoso 

(Mcckee, 2001), conforme a figura 8. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

Na figura 9 apresentamos características celulares normais, com 

predomínio de macrófagos e linfócitos. 

 

Figura 9: Predomínio de macrófagos e linfócitos, com características celulares normais. 
Coloração de Papanicolaou. Aumento de 400X. Fonte: próprios autores. 

 

Figura 8: Predomínio de macrófagos. Coloração de May-Grunwald-
Giemsa. Aumento de 400X. Fonte: próprios autores. 
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Koss (2005) reporta características celulares que permitem a 

diferenciação entre células benignas e cancerígenas (Koss, 2005), onde as 

principais dessas características estão apresentadas na Tabela 4: 

 

Tabela 4: Principais diferenças morfológicas entre células normais e células 
cancerígenas. 
 Células benignas Células cancerígenas 
O tamanho Variáveis dentro dos limites 

fisiológicos 
Variável além dos limites 
fisiológicos 

A forma  Variáveis dentro dos limites 
fisiológicos dependendo do 
tipo de tecido 

Frequentemente forma 
anormal 

Tamanho nuclear Variável dentro dos limites 
do ciclo celular 

Variabilidade significativa 

Relação núcleo citoplasma Variável dentro dos limites 
fisiológicos 

Comumente alterado em favor 
do núcleo 

Forma do núcleo Geralmente esférico, oval ou 
em forma de rim 

Aberrações na forma e 
configuração 

Textura da cromatina Textura finamente granular, 
transparente 

Textura grosseiramente 
granular (opaca) 

Hipercromasia Rara Comum 
Multinucleação Não característico Não característico 
Nucléolo Pequeno, regular em forma, 

limitado em número 
Alargado e vários tamanhos 

Junções celulares De acordo com o topo celular Evidência não conclusiva de 
anormalidades  

Taxa mitótica Necessárias para 
substituição 

Elevado 

Mitose Bipolar* Formas aberrantes 
Adaptado de: Koss, Leopold (2005, p. 157). 

 

1.6.1 Derrame pleural neoplásico 

 

O diagnóstico de um derrame pleural neoplásico é caracterizado pela 

citologia positiva para células malignas e pelo aspecto sero-hemorrágico, em 

geral, com rápida recidiva após o esvaziamento (Guimarães e Rosa, 2008). A 

ocorrência de um derrame pleural neoplásico mostra que houve a 

disseminação sistêmica do tumor e, portanto, sugere que a doença não poderá 

ser curada por cirurgia (Silva e Moreira, 2012). 
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Em estágios avançados, muitos tumores malignos podem afetar a 

pleura, ocasionando a carcinomatose pleural. O câncer de pulmão é o mais 

comum em causar um derrame pleural maligno (40% dos casos). A segunda 

causa mais frequente, representando 25% dos casos, é o câncer de mama 

metastático, seguido do linfoma, em 10% dos casos (Ried e Hofmann, 2013; 

Demirhan, Ordu e Toker, 2014). 

O mecanismo de formação do derrame pleural de origem neoplásica 

não é totalmente esclarecido. A infiltração neoplásica dos vasos linfáticos até 

então, era considerada o principal mecanismo, entretanto, observam-se alguns 

casos em que, após a drenagem ocorre o reacúmulo de grande quantidade de 

líquido. Observou-se então que a neoplasia estimula a formação de um fator de 

crescimento vascular endotelial, potente agente responsável pela 

permeabilidade capilar, o que corrobora a ideia de que o acúmulo de líquido 

ocorre a partir do aumento da permeabilidade pleural (Camargo e Perin, 2012). 

O mecanismo geral da metástase tumoral é composto por interações 

recíprocas entre as células tumorais e tecidos hospedeiros, que incluem 

alterações na adesão, proteólise, invasão e angiogênese (Woodhouse, 

Chuaqui e Liotta, 1997; Koo, Jung e Jeong, 2010). 

A identificação de células malignas no líquido pleural ou na pleura 

ocorre aproximadamente em 50% dos pacientes com tumores malignos. 

Aproximadamente 80% dos pacientes com recidiva pleural desenvolvem 

derrame pleural maligno nos primeiros cinco anos pós-cirurgia primária do 

câncer de mama (Demirhan, Ordu e Toker, 2014). 

Derrames pleurais ocorrem com certa frequência em pacientes com 

câncer de mama (Fentiman e cols., 1981; Pokieser e cols., 2004) e esse 
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quadro clínico, está associado a mau prognóstico (Van Galen e cols., 2010; 

Yhim e cols., 2010). 

O prognóstico está diretamente associado à resposta ao tratamento da 

doença de base (Guimarães e Rosa, 2008), bem como, ao tratamento 

sistêmico, sendo geralmente limitado, apresentando uma sobrevida média de 

quatro a dezenove meses (Raju e Kardinal, 1981; Santos e cols., 2012). Os 

pacientes acometidos têm a qualidade de vida reduzida e frequentemente são 

submetidos a muitas intervenções médicas, pelos decorrentes episódios de 

derrames pleurais. Geralmente o tratamento visa cuidados paliativos, reduzindo 

queixas clínicas, apresentando-se na forma de tratamento conservador a partir 

do monitoramento de curto prazo para a intervenção cirúrgica ou drenagem do 

derrame pleural (Ried e Hofmann, 2013).  

É importante ainda, ressaltar que tumores com apresentações clínicas 

e patológicas semelhantes, podem ter comportamentos diferentes (Rakha e 

Ellis, 2011; Yersal e Barutca, 2014), por isso, estudos recentes têm se 

concentrado na definição de características biológicas mais detalhadas para 

melhorar a estratificação de risco do paciente, possibilitando oferecer maior 

chance de benefício e menor toxicidade, através de uma modalidade de 

tratamento específico (Rakha e Ellis, 2011; Yersal e Barutca, 2014). 

Atualmente observamos mudanças tanto na modalidade de tratamento 

do câncer de mama metastático, quanto nas terapias disponíveis. Essas 

terapias contribuem para melhorias nas taxas de sobrevida e qualidade de vida 

das pacientes, enfatizando a importância da melhor compreensão na biologia 

do câncer de mama, oportunizando tratamento característico contra 

subconjuntos moleculares específicos (Senkus, Cardoso e Pagani, 2014). 
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O surgimento do carcinoma metastático da mama em efusões pode 

apresentar-se de formas distintas, sugerindo um papel importante para a 

citomorfologia dos fluidos (Danner e Gmelich, 1975). Estudos de Danner e 

Gmelich (1975), Wiley e Von Roenn (1990), Dieterich e cols. (1994) e Camillo e 

cols. (2014) apresentaram resultados discrepantes relacionando à forma de 

organização das células neoplásicas, frente ao prognóstico das pacientes 

(Danner e Gmelich, 1975; Towers e Melamed, 1979; Wiley e Von Roenn, 1990; 

Dieterich e cols., 1994; Camillo e cols., 2014).  

Danner e Gmelich (1975) investigaram a forma de organização das 

células no fluido pleural, relacionando ao tipo histológico do câncer de mama. 

Os carcinomas ductais metastáticos formavam esferas ocas ou esferoides, as 

quais foram interpretadas como uma tentativa das células a formar carcinomas 

ductais (Danner e Gmelich, 1975). 

Towers e Melamed (1978) relacionaram o prognóstico com a 

celularidade tumoral, frequência de mitoses, quantidade de leucócitos do 

líquido pleural e organização das células em cluster. Sendo que o mau 

prognóstico foi independente desses padrões (Towers e Melamed, 1979). 

Wiley e Von Roenn (1990) avaliaram pacientes com carcinomas da 

mama e derrame pleural, investigando o prognóstico das pacientes de acordo 

com a expressão de estrógeno e a organização celular (células isoladas ou 

aglomeradas) (Wiley e Von Roenn, 1990). 

Dieterich e cols. (1994) avaliaram o arranjo de células tumorais em 

esferoides, a atipia nuclear e taxa de mitose, relacionando a sobrevida das 

pacientes. As mulheres cujas células tumorais organizavam-se em esferoides, 

tiveram 24,5 meses de mediana de sobrevida, e 4 meses para as mulheres 
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com todos os outros padrões de organização celular, verificando ainda que a 

leve atipia nuclear e baixa taxa de mitose estão associadas à formação 

esferoidal (Dieterich e cols., 1994). 

Mais recentemente, Camillo e cols. (2014) avaliaram as características 

em relação à forma de organização celular, classificando a amostra em 

padrões predominantemente isolados ou predominantemente esferoides. 

Sendo considerado como prognóstico desfavorável, o padrão isolado, resultado 

este independente de outras variáveis analisadas (Camillo e cols., 2014). 

Sabendo que as células são pequenas e complexas, fator este que 

dificulta a observação de suas estruturas e composição macromolecular 

(Taboga e Vilamaior, 2013), torna-se necessário recorrer a distintas técnicas 

para elucidar algumas das características dessas células neoplásicas. 

Dessa forma, buscando conhecer características órgão-específicas do 

câncer de mama metastático, bem como a compreender as diferenças do 

arranjo celular das células neoplásicas no líquido pleural, dois trabalhos dessa 

Tese (Artigo II, página 79, e apêndice 1, página 106), exibem resultados em 

relação à morfologia das células neoplásicas do derrame pleural.  

Para a elaboração do Artigo II, foram resgatadas as lâminas 

confeccionadas para diagnóstico citológico no Laboratório de Patologia do 

Hospital de referência, e as mesmas foram analisadas e classificadas de 

acordo com a organização celular das células neoplásicas do derrame pleural.  

Em relação à forma de organização destas células, para descrevermos 

suas características ultra-estruturais, recorreremos a Microscopia Eletrônica de 

Transmissão, apresentando as imagens e respectiva descrição no apêndice 1 

desta Tese (página 106). 
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1.7 Justificativa 

 

Frente ao exposto, em função dos elevados índices de morbidez e 

mortalidade ocasionados pelo câncer de mama e às consequências geradas a 

partir do quadro metastático, nos propomos a aprofundar os conhecimentos 

diante do quadro de derrame pleural maligno, uma vez que tumores com 

apresentações clínicas e patológicas semelhantes podem ter comportamentos 

diferentes. Dessa forma, com o intuito de buscar um maior conhecimento sobre 

as características biológicas específicas e a agressividade do câncer de mama 

metastático, relacionando ao prognóstico dessas pacientes, esperamos 

contribuir pelos seguintes estudos: 

 

a) Artigo I: Impact of Her-2 overexpressed on survival of patients with 

metastatic breast cancer , visando avaliar a expressão dos marcadores 

tumorais do câncer de mama no derrame pleural neoplásico, relacionando ao 

prognóstico, para compreender as características específicas do sítio 

metastático. 

b) Artigo II: Impact of Cell Arrangement of Pleural Effusion in survival 

of patients with Breast Cancer , visando investigar a sobrevida dos pacientes 

com câncer de mama, pela análise citológica do derrame pleural, buscando 

conhecer o padrão das células tumorais e biomarcadores na história natural do 

câncer.  

c) Artigo III: ao estudar os padrões de arranjos celulares, durante o 

desenvolvimento do Artigo II, observamos que a técnica citológica de distensão 
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dos líquidos pleurais ainda não havia sido descrita na literatura, onde nos 

propomos a descrevê-la.  

d) Apêndice 1: visando descrever morfologicamente o padrão 

esferoidal, pela microscopia eletrônica de transmissão, buscando compreender 

as diferenças do arranjo celular das células neoplásicas no líquido pleural. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Investigarr marcadores tumorais no derrame pleural neoplásico de 

pacientes com histórico de câncer de mama, relacionando-os ao prognóstico e 

sobrevida. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

a) Verificar a expressão dos marcadores tumorais do painel do câncer de 

mama no derrame pleural neoplásico; 

b) Estudar o arranjo das células do derrame pleural neoplásico, 

associando à sobrevida e à expressão de marcadores tumorais. 

c) Descrever as características morfológicas das células neoplásicas do 

derrame pleural, através da microscopia eletrônica de transmissão.  
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Abstract 

Introduction: Tumours with similar clinical and pathological presentations may 

have different behaviours, so it is important to understand their specific 

biological characteristics. Objective: To investigate tumour markers of their 

primary tumours in pleural metastasis to identify organ-specific characteristics 

of metastatic breast cancer. Methods: historical cohort study. 

Immunohistochemistry was performed on the cell block of neoplastic pleural 

effusion. Results: The median survival time in Her-2 overexpression in 

malignant pleural effusion was 2.2 months, however, patients without 

overexpression survived, on average, for seven months (p = 0.02). 

Conclusions:  We demonstrated that the Her-2 overexpression in metastatic 

pleural cancer reflects a worse prognosis. 

 

Keywords: Tumour Metastasis; Neoplastic pleural effusion; Metastatic breast 

cancer; Her-2; prognosis. 
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INTRODUCTION 

 

Breast cancer is complex and heterogeneous (Rivenbark et al., 2013) 

and considered a public health problem (Viale, 2012, Siegel et al., 2013) 

affecting more females than males (Senkus et al., 2014). In Brazil, 57,120 new 

cases of breast cancer are estimated to emerge in 2015 (Jungk, 2015). 

Regarding metastatic breast cancer, estimates diverge, and despite advances 

in diagnosis and therapy, approximately 20 30% of patients with breast cancer, 

even early stage, will develop distant metastatic disease (Kennecke et al., 

2010, Cadoo et al., 2013). 

Pleural effusions often occur in patients with breast cancer (Fentiman et 

al., 1981, Pokieser et al., 2004), and this clinical condition is associated with 

poor prognosis (van Galen et al., 2010, Yhim et al., 2010, Santos et al., 2012). 

Tumours with similar clinical and pathological presentations may have 

different biological behaviours, therefore to assist in the characterisation of 

tumours, researchers have focused on the definition of specific biological 

characteristics (Goldhirsch et al., 2009, Yersal and Barutca, 2014).  

Thus, this study aims to evaluate the expression of tumour markers on 

invasive breast cancer and malignant pleural effusion (MPE), correlating them 

with prognosis and survival, helping to understand the specific characteristics of 

the metastatic site. 
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MATERIAL AND METHODS 

 

 

 

Patient selection 

This is a historical cohort study consisting of patients previously 

diagnosed with breast cancer and an episode of MPE between 2008 and 2014. 

All cytological samples of pleural effusion were analysed by a senior 

cytopathologist (JCP). MPE samples diagnosed at the teaching hospital 

reference in the State of Rio Grande do Sul, whose patients only had breast 

tumours were included. Regarding losses, cases with no information about the 

results of histology and immunohistochemistry of breast tumours and the ones 

with no or poor cellularity sediment formation in the cell block were no included. 

 

Data collection 

The primary breast tumour information was retrieved from medical 

records. The variables investigated were the date of diagnosis, pathological 

classification (staging and histology), immunohistochemical panel of breast 

cancer (hormone receptors oestrogen and progesterone, Ki-67 and Her-2), time 

until pulmonary progression, outcome, and biochemical information of the 

pleural effusion such as lactate dehydrogenase (LDH), glucose and total 

protein. Data were analysed using SPSS® version 18.0, and significance was 

set at p<0.05 with a 95% confidence interval (CI). The survival analysis was 

performed using log-rank and Kaplan-Meier curves. 
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Sample processing: Cell block 

Pleural effusion (10 ml) was centrifuged (10 min at 1300 rpm), the 

supernatant was discarded, and then the pellet was fixed for 24 h in a 

formaldehyde solution (ethanol 99% [85 ml], formaldehyde [10 ml], acetic acid 

[5 ml]). After removal from the test tube, it was processed histologically and 

embedded in paraffin, thus creating a pleural liquid paraffin block (Shabaik et 

al., 2011). 

which were histologically stained with HE (hematoxylin-eosin) to identify 

neoplastic cells. 

To confirm primary breast cancer, IHC (immunohistochemistry) for CK5 

/6 markers, calretinin, Gata-3 (Shield et al., 2014), TTF1 and CK7 were held, in 

addition to immunohistochemistry. 

 

Cell block immunohistochemical of MPE 

We used oestrogen receptor (ER) (Mouse Monoclonal Antibody Anti-

Human, Clone 6F11, Newcastle UK, 1: 100 Control: neoplastic breast), 

progesterone receptor (PR) (Mouse Monoclonal Antibody Anti-Human, Clone 

16, Newcastle UK, 1: 100 control: neoplastic breast), Ki-67 (Mouse Monoclonal 

Antibody anti-human, 1: 100 control: palatine tonsil) and Her-2 (Polyclonal 

Rabbit Antibody anti-human polyclonal, Dako/USA, 1: 2000 control: neoplastic 

breast) to classify breast tumours. These same tumour markers were performed 

in the pleural effusion. 

Tissue sections were heated (60°C, 30 min), deparaffinised (two 

washes in xylenes), and rehydrated by successive washes in absolute ethanol 
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and deionised water according to laboratory protocol. For immunohistochemical 

staining, antigen retrieval was performed at 98°C for 40 min in pH 9.0 TRIS-

EDTA. After heating and cooling for 20 min, endogenous peroxidase activity 

was blocked by immersing the slide in hydrogen peroxide 5% in H2O (3 × 10 

min). The slides were washed twice with phosphate-buffered saline (PBS) and 

incubated in a solution to block non-specific binding (bovine serum albumin to 

1% for 1 h). 

A negative control (bovine serum albumin 1%) was substituted for the 

primary antibody. All primary antibodies and controls were incubated for 1 h at 

room temperature and then submitted to temperatures of 4°C overnight. Next, 

the blades were kept at room temperature for 1 h, in sequence, and were 

washed thrice with PBS. 

The sections were incubated with the DAKO AdvanceTM link HRP for 

40 min, then washed again with PBS and incubated with DAKO AdvanceTM 

enzyme HRP for 40 min. 

-

diaminobenzidine+ substrate-chromogen for 5 min. Finally, tissue sections were 

washed twice with water, and cell nuclei were stained for 20 seconds with 

hematoxylin-harris. 

Sections were washed in deionised water and sequentially immerged 

for 1 min in 75% ethanol, 90% ethanol, absolute ethanol, and thrice in xylene. 

Then, slides were mounted in a non-aqueous medium (entelan). 

Immunohistochemistry slides were photographed under brightfield microscopy 

using a digital camera (Olympus ® DP2-BSW) and software DP2-BSW. 
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Technical analysis 

The results of the immunohistochemistry of the MPE were submitted to 

digital image capture in three hotspots (point of maximum concentration of 

labelled cells) (Swiderska et al., 2015). 

The cases were evaluated by two researchers to determine the 

presence (+) or absence (-) (Tab. 1) of immunostaining. In Her-2 ratings, the 

indeterminate cases (++) were included in the non-expression group; therefore, 

the evaluation was qualitative (positive or negative). Additionally, 30% of cases 

were checked by two experienced pathologists in the area. Cases were 

considered absent if no reaction was observed in the IHC. 

 

RESULTS 

We identified 52 patients with the clinical condition, but nine did not 

have the necessary information in their medical records or there was no 

cellularity in the cell block. Therefore, 43 patients with MPE that occurred from 

2008 2014 were included in the analysis.  

Patients were aged between 27 and 81 years. The average age in each 

event (diagnosis of breast cancer, pleural effusion and death) is presented in 

table 2  (Table 2). 

Ductal histology represented 88.4%, totalling 38 cases. There was a 

predominance of grade 3 in 21 (48.8%) cases. Regarding staging, T2 prevailed, 

represented by 13 patients (30.2%), and regarding lymph node characteristics, 
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only six (14%) were N0. The clinical and pathological characteristics are shown 

in Table 2. 

Pleural effusion and the tumour markers investigated were ER, PR, Ki-

67 and Her-2 on the primary tumour (Table 2). 

In relation to hormone receptors, eight (80%) patients did not express 

ER in the primary tumour and continued the inexpression in metastasis, and 

only two (20%) who did not express ER began to express it in MPE. Although 

19 (57.6%) remained without expression, 14 (42.4%) who expressed ER in 

breast cancer did not express it in metastasis (p = 0.069). 

Regarding Her-2 rating, the indeterminate cases (++) were included in 

the non-expression group. We observed that a substantial change occurred in 

nine cases: 8 patients that expressed Her-2 in breast cancer did not express it 

in metastasis, and one patient who did not express it in the primary tumour 

expressed it in pleural effusion (p = 0.003) (Table 3). 

Among the 43 patients, 36 (84%) died. Regarding the patients with 

overexpression of Her-2 in MPE, the average survival time was 2.2 months 

(95% CI = 1.103 3.230), in contrast to patients without overexpression, whose 

median survival time was seven months (95% CI = 5.676 9.676) (p = 0.02) 

(Figure 1). 

The classification of subtypes of breast cancer and pleural effusions, 

are shown in table 2 (table 2). 

In the study, 24 (55.8%) patients changed their classification from the 

primary site compared to the metastatic site. Faced with this change, we found 

that 22 (61.1%) patients who were luminal A and luminal B changed their 
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classification in metastasis (p = 0.1). We demonstrate the individual 

characteristics of this cohort in the supplementary material. 

The biochemical parameters of pleural effusion did not show statistically 

significant differences against the outcome (death) when analysed with 

Levene's Test, which assesses the equivalence between the variances. There 

was a loss of data for glucose (15 results), LDH (12 results) and total protein 

(16 results). 

The mean glucose pleural effusion of patients who progressed to death 

(23 patients) was 163 mg/dL and in patients who did not die (five patients) was 

115.52 mg/dl (p = 0.47). For the LDH parameter, in patients who progressed to 

death (26 patients), the average was 438 U/L and in patients who did not 

progress to death (five patients), it was 324.60 U/L (p = 0.55). For total protein, 

in patients who progressed to death (23 patients), the average was 4.1 g/dL 

and in patients who did not progress to death (four patients), it was 4.20 g/dL (p 

= 0.88). 

 

DISCUSSION  

The metastatic condition, in particular, pleural metastasis, gives a poor 

prognosis for patients, as it reflects short life expectancy depending on the type 

and primary tumour stage (Antunes et al., 2003, Shaw and Agarwal, 2004, 

Ozyurtkan et al., 2010, Santos et al., 2012).  

It is here emphasised that the cohort of patients had a mean interval of 

four years between the diagnosis of breast cancer and the occurrence of an 

episode of MPE, and as previously discussed (van Galen et al., 2010), minor 
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interval primary breast cancer and the occurrence of MPE suggests a poor 

prognosis, reflecting a more aggressive disease or treatment failure. 

The biochemical parameters in pleural effusion (glucose, LDH and 

protein) in our study showed no difference in the prognosis of patients. This is in 

agreement with other studies (van Galen et al., 2010); however, it is contrary to 

one study (Ozyurtkan et al., 2010), which found differences in biochemical 

patterns (lower glucose values, LDH and total protein showed poorer prognosis 

of patients regarding three-month survival). The results showed that the 

association between pH, glucose and survival time occurred due to an 

accumulation of the final products of glycolysis in the pleural space caused by 

extensive tumour deposits.  

We showed a change in Her-2 expression in nine cases, unlike what 

was previously observed (Koo et al., 2010), in which 100% agreement with the 

expression of this marker in breast cancer and its metastases was expressed. 

The study by Vincent-Salomon et al., (2002) also showed a change/no Her-2 

expression after performing preoperative chemotherapy, in which nine of 11 

tumours maintained the Her-2 overexpression in metastases and, in the other 

two patients, in which the primary tumour had low levels of Her-2 expression, 

staining was not observed in the secondary tumour (one lung and one liver 

tumour). In the same study, the authors did not identify tumours with Her-2 

overexpressing only in metastasis, diverging from this study, which showed 

overexpression exclusively in pleural effusion (Vincent-Salomon et al., 2002). 

Four cases had a mean survival of 2.2 months, representing patients with a 

worse prognosis (p = 0.02), corroborating previous (Rasbridge et al., 1994) 

data, in which, after treatment with chemotherapy, there was a modification of 
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the Her-2 status (17% overexpressed and 8% did not express). Treatment 

cannot be evaluated in our study, due to its retrospective nature.  

Although studies (Masood and Bui, 2000, Niehans et al., 1993, Barnes 

et al., 1988) have suggested that Her-2 expression remains at the metastatic 

site, surveys have shown that there is a change in this expression. We agree 

with previous authors (Vincent-Salomon et al., 2002) who have supposed a 

transient change in cell metabolism related to treatment, or even cells that 

acquire the ability to invade the lymph system and may be biologically different, 

including by acquiring vascular invasion capacity and growing far from the site 

of origin. 

This hypothesis confirmed the importance of performing biopsies on the 

metastatic site to target specific therapies according to the new tumour entity. 

According to the study Kaufman et al. (2009) proposed a targeted therapy for 

patients with advanced breast cancer considering the Her-2 expression in the 

metastatic site, and showed that patients with specific targeted therapy survived 

longer (Kaufman et al., 2009). 

The review of Mustacchi et al. (2015) showed that target specific 

therapy for Her-2 overexpression improved survival time in both the early phase 

and metastatic breast cancer. However, some patients who responded well to 

treatment, relapsed, which could be explained by different molecular 

mechanisms that contribute to drug resistance (Nahta et al., 2006, Mustacchi et 

al., 2015), which may be related to intratumoural heterogeneity, referring to cell 

morphology, proliferation rate, metatastisar ability, drug sensitivity, dependence 

signs of growth, tumour initiation, which are recognised as an important 
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characteristic of most malignant tumours (Condeelis and Pollard, 2006, Kalluri 

and Zeisberg, 2006, Calbo et al., 2011).  

We emphasise that metastases can behave independently of the primary 

tumour, therefore, despite knowing that the treatment of breast cancer 

metastatic focuses on prolonging the progression-free survival and improving 

the quality of life, this work show that new targeted therapeutic agents increase 

survival in metastatic breast cancer. Where we demonstrated that the Her-2 

overexpression in metastatic pleural cancer reflects a worse prognosis. 
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Table 1: Immunostaining of the cell. 

Variables ER PR Ki-67 Her-2 

In the cell Nuclear Nuclear Nuclear Membrane cellular 

Positivity A least 

10% 

At least 

10% 

Up to 14%: low; 

above 15%: high 

proliferation 

Degree varies according to the 

amount and intensity (0 to 3) 
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N Minimum Maximum Mean 
Std. 

Deviation 

Age at diagnosis of breast cancer 43 27 81 53.17 12 

Age at diagnosis of pleural effusion 43 28.3 88.8 57.5 12 

Age at death  36 28.5 78.7 57.7 11.2 

Parameters N (%)       

Histological type   

Ductal 38 88.4 

Lobular 3 7 

Other 

subtypes 
2 4.7 

Total 43 100 

Degree N  (%) 

1 1 2.3 

2 9 20.9 

3 21 48.8 

Missing 12 27.9 

Total 43 100 

Staging T N  (%) 

1 6 14 

2 13 30.2 

3 6 14 

4 3 7 

Missing 15 34.9 

Total 43 100 

Staging N N  (%) 

0 6 14 

1 7 16.3 

2 6 14 

Table 2: Clinical-pathological characteristics of the study. 
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3 5 11.6 

Missing 19 44.2 

Total 43 100 

              

Tumour markers in breast cancer ER (%) PR (%) Ki-67 (%) Her-2 (%) 

0 10 (23.3) 12 (27.9) 8 (19) 29 (67.4) 

1 33 (76.7) 31 (72.1) 7 (16.7) 14 (32.6) 

2  27 (64.3) 

Total  43 (100) 43 (100) 42 (100) 43 (100) 

For ER, PR and Her-2, no expression of tumour markers: 0; expression: 1. For Ki-67, 0: non-expression; 1: 14% of the cells; 2: 

above 15% of the cells. 

Classification of subtypes of breast 

cancer 
N 

(%) 

1 13 30.2 

2 23 53.5 

3 1 2.3 

4 6 14 

Total 43 100 

Applying the classification of subtypes 

of breast cancer in the pleural effusion  
N 

(%) 

1 17 40 

2 7 16 

3 4 9 

4 15 35 

Total 43 100 

Luminal A (1); Luminal B (2); Her-2 overexpression (3); 

Triple-negative (4) 
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Table 3: Expression of Her-2 on primary lesions and pleural metastases.  

 

 

HER-2 Effusion Pleural 

Breast cancer  
  

Non-expression  

N (%) 

Expression  

N (%)   

Unexpressed 28 (96.6) 1 (3.4) 
p = 0.003 

Expressed 8 (57.1) 6 (42.9) 
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Figure 1: Survival curve of the overexpressed Her-2. 
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3.3 Artigo Científico III: Fishbone technique: Quality of the 
cytological distension with impact on diagnosis 
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ABSTRACT 

 

Although cytological samples may have diverse origins, the technique we describe 

applies especially to smears derived from serous effusions. It was called  due 

to the shape of distension on slides. First, it is distended on the main axis along the 

length of the slide. Then, from this main axis, transversal derivations are extended, at an 

angle of approximately 45º. In this technique, given the volume of the neoplasic cells, 

they tend to distribute themselves along the smear periphery, resulting in better cell 

material disposition, allowing better adherence and, consequently, better visualization 

of these cell aggregates of diagnostic interest and importance. 

 

Keywords: Fishbone technique; cytology; diagnosis. 
 

 

METHOD SUMMARY 



91 
 

 

 

 We present an adaptation of Spriggs & Boddington technique (1) of making dry 

smears for Romanovsky staining methods. The technique also can be used for 

Papanicolaou or HE (hematoxylin eosin) stainings, with quick wet fixation. 

In the field of cytology, it must be recognized that the final quality of the smear 

is directly dependent on several factors, including the material harvesting, the separation 

of the sample of interest and also the experience of who prepare the cell smears (2, 3). 

Cytological samples have diverse origins and may be derived from body fluids, 

fine needle aspiration procedures, secretions, cavitary lavage and scraping (4). 

However, it must be emphasized that the technique we describe here, based on the 

experience of our group, is applicable especially to serous effusions. 

 After harvesting the sample, depending on its kind, is subject to distension. The 

material must then be fixed in order to preserve cell morphology (4). 

The cell smears technique consists of placing a drop of the biological material to 

be analyzed on a slide, followed then by executing the distension of it. The biological 

fixation, in this context, is an essential step in the sample processing. It promotes the 

preservation of the morphologic and macromolecular characteristics of the cells, 

prevents autolysis or bacterial degradation of the biological material, and also facilitates 

the staining process, since many stains have grater affinity for the fixed substrate. 

Therefore, it is possible to state the proper analysis of a smear depends on the adequate 

preservation of biological material (5). 

 As such, cytological tests and their complexities must be performed 

remembering that these procedures are an intrinsic part of patient care, and these test 

results are an essential part of the decision making process, due to the impact on 

diagnosis and therapeutic choices. In evidence-based cytology, the goal is to devise test 
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results that are reproducible, of high quality and clinically relevant (6), with clear 

benefits for the patient. 

Considering all this, we report an alternative type of cytological distension 

adapted by the senior cytopathologist in the Cytopathology service of the Irmandade da 

Santa Casa de Misericórdia de Porto Alegre (ISCMPA), and performed as routine in 

this service, which to our knowledge has not yet been described in the literature. 

 Called  due to the shape of the distension on the slide, the reported 

technique starts with the arrival of the biological material derived of effusions to the 

Pathology Laboratory, where it is set in a falcon tube, preferably one made of glass, and 

with a conical bottom, for sedimentation with the aid of a centrifuge (for 10 minutes at 

1100 rpm). After centrifugation the supernatant must be completely disposed of and the 

denser material resting at the bottom of the recipient is collected with the use of a 

platinum loop, which can store approximately 1 µl of material. 

 The sample collected by the loop must then be set on the extremity of the slide, 

nearest to its frosted end (Figure 1, panel A). After this step, the material must be 

distended along the length of the slide (figure 1, panel B). Then, starting from this main 

axis, derivations are distended towards the edges of the slide, each at an angle of circa 

45º (Figure 1, panels C and D). 

With the usage of this technique as a routine in our Cytopathology service, we 

have observed that, the greater the volume of the malignant cells, the more they 

distribute themselves in the transversal  peripheral extremities on the slide, 

resulting in a sufficiently thin smear for a proper cytological analysis of the effusions. 

This may be seen in figure 2, which depicts a slide prepared in the Cytology Laboratory 

of ISCMPA, using the fishbone technique and high power visualization of a sector of 

this slide. 
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In summary, one of the greatest advantages of this modality of cytological 

smears is due to the volume of the malignant cells. This causes aggregates of isolated or 

groups of neoplasic cells fixing themselves to the preparation extremities, resulting in 

better adherence and, consequently, better visualization of these cell aggregates of 

diagnostic interest and importance.  
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Figure 1. Step-by-step schematic representation of the biological material 
distension on the slide. (A) Placement of the sample collected with the loop on the 
proper end of the slide. (B) Distension of the material along the length of the slide. (C, 
D) Extension of transversal derivations at a 45º angle. 

 

  

  

 

 

 

 
 
 
 
 
Figure 2. Slide made with the fishbone technique and stained with Giemsa stain. 
(A) The slide as seen in its entirety. (B) Photograph of the highlighted sector in (A) at a 
power of 200x. Picture taken with a digital camera attached to the light microscope 
(model Olympus® DP2-BSW and software DP2-BSW). 
. 
 

 
 
 

 

 

 

 

1º 2º 

3º 

4º 



96 
 

 
 

4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

a) Da Tese 

 Os trabalhos aqui apresentados fazem parte de um grande projeto 

Estudo da associação entre o derrame pleural e o câncer de 

mama aprovado pelos Comitês de Ética em Pesquisa (CEP) da Universidade 

Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre (UFCSPA), com Parecer N° 

254.516/12 e ISCMPA com parecer Nº 193.243/12. Desse projeto maior estão 

sendo desenvolvidos trabalhos na modalidade de Iniciação Científica, uma 

dissertação de Mestrado, a presente Tese de Doutorado, além de outros 

projetos em andamento.  

 O Serviço de Mastologia do Hospital Santa Rita da ISCMPA é um 

centro de referência no tratamento de pacientes com câncer de mama, assim 

como o serviço de Patologia, na excelência do diagnóstico. Essa parceria, para 

o desenvolvimento do presente projeto teve início em 2010, no serviço de 

Patologia, e em 2013 no Serviço de Mastologia, sendo um objetivo comum a 

ambos os grupos, além do diagnóstico e tratamento, a investigação do quadro 

metastático e seus distintos padrões de agressividade. 

 O vínculo entre uma instituição de ensino (UFCSPA), e um hospital 

que acolhe é extremamente promissor. A partir desse acolhimento, nosso 

grupo de Pesquisa, propôs aprimorar na linha de marcadores tumorais de 

diagnóstico e prognóstico, o conhecimento sobre fatores envolvidos entre o 

processo metastático e o prognóstico das pacientes, necessário para 

compreender a evolução e/ou agressividade desta neoplasia.  
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 Apresentamos como resultados desta pesquisa, o Artigo I, 

intitulado Neoplastic pleural effusion of primary breast cancer: study of cohort  

no qual evidenciamos uma mudança no padrão imuno-histoquímico da doença 

metastática quando comparada ao tumor primário e que a super-expressão de 

Her-2 na metástase pleural reflete um pior prognóstico para as pacientes com 

câncer de mama avançado. 

O Artigo II, intitulado Impact of Cell Arrangement of Pleural Effusion in 

Survival of Patients with Breast Cancer , mostramos que derrame pleural com 

células isoladas está associado a pior prognóstico depois de 30 meses de 

acompanhamento, e no Artigo III, intitulado Fishbone technique: Quality of the 

cytological distension with impact on diagnosis , descrevemos a metodologia 

de distensão citológica, aperfeiçoada pelo Médico Citopatologista Dr. João 

Carlos Prolla. Técnica amplamente utilizada na ISCMPA, para distensão de 

líquidos, a qual até então, não foi descrita na literatura (Artigo III, página 88).  

No apêndice 1 desta Tese, apresentamos, parte da descrição 

morfológica do padrão esferoide, que está sendo desenvolvida através da 

parceria com a professoras Gisele Orlandi Introíni, e colaboração da professora 

Marilda da Cruz Fernandes, e da aluna de Iniciação Científica Naiane Carlesso 

Bassani. 

 No Apêndice 2 exibimos os resultados parciais apresentados em 

eventos durante o desenvolvimento deste trabalho de Doutorado, os quais 

foram fundamentais na construção deste conhecimento. 
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b) Do período de doutoramento 

 A oportunidade de cursar Doutorado nesta Instituição, circundada por 

uma esquipe de professores competentes e atuantes nos três pilares que 

estruturam a Universidade: ensino-pesquisa-extensão permitiu-nos envolver 

em diversos trabalhos, os quais abaixo descrevemos: 

 

1) No âmbito da pesquisa, através dos artigos e apêndices, 

apresentamos os resultados deste projeto, e abaixo os projetos aos quais 

estamos engajados: 

a) Perfil de Pacientes Com Derrame Pleural e História de Câncer de 

Mama. Concluído em 2012, com a finalização do Mestrado. 

b) Análise da Morfologia das Células do Derrame Pleural Neoplásico. 

Resultantes deste projeto estão apresentadas no Artigo II, através do artigo 

intitulado Impact of Cell Arrangement of Pleural Effusion in Survival of 

Patients with Breast Cancer . 

c) Estudo da associação entre o derrame pleural e o câncer de mama. 

Projeto amplo, o qual oportunizou o desenvolvimento deste trabalho de 

doutorado, entre outros. 

d) Microscopia eletrônica e criação de ilustrações tridimensionais de 

células neoplásicas encontradas em derrames pleurais obtidos de pacientes 

com histórico de câncer de mama.  Projeto em andamento, para realização da 

descrição morfológica recorrendo a ilustrações tridimensionais das células 

neoplásicas, através da orientação da professora e Co-orientadora Gisele 

Orlandi Introíni, colaboração dos professores Marilda da Cruz Fernandes, 
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Claudia Giuliano Bica e João Carlos Prolla, e da aluna de Iniciação Científica 

Naiane C. Bassani. Constanto no Apêndice 1. 

e) Estudo dos marcadores tumorais no câncer de mama. Em 

andamento. 

f) O conhecimento de diferentes segmentos da população de Porto 

Alegre frente aos fatores de risco para o câncer de mama. Este projeto 

resultou na validação transcricional de instrumento de coleta para permitir a 

identificação do conhecimento da população frente aos fatores de risco para o 

câncer de mama. Trabalho este que foi apresentado como Conclusão de 

Curso desta Instituição. 

g) Câncer de Colo do Útero: Adesão e Tratamento. Projeto este que 

ofereceu subsídio para elaboração de um 

 

 

 Alguns destes projetos foram contemplados com bolsas de Iniciação 

Científica e Jovens Talentos para a Ciência, desde o ano de 2010 a 2015.  

 

Além de co-orientarmos alunos de Graduação em seus Trabalhos de 

Conclusão de Curso, intitulados:  

a) Avaliação do perfil tumoral e dos fatores de risco em pacientes com 

câncer de mama e derrame pleural neoplásico (novembro de 2012); 

b) Comparação de duas técnicas citopatológicas: citologia de líquidos 

(novembro de 2015), a qual originou um artigo científico, 

que está em processo de submissão à revista científica; 
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c) Caracterização das diferentes patologias que levam ao derrame 

pleural: um estudo de coorte (novembro de 2015). 

Além da atividade de co-orientação, participamos como membro 

avaliador de bancas de Trabalho de Conclusão de Curso, nos anos de 2014 e 

2015. 

 

Fomos convidadas a contribuir no Livro Cinema, Ética e Saúde, pelos 

organizadores: Ana Carolina da Costa Fonseca, Cora Efrom, Isabella Moreira 

dos Santos, publicado pela Editora Bestiário (2014), no qual escrevemos três 

capítulos, abaixo descritos: 

a) Coma: confrontando o ensino de anatomia humana e 

pesquisas. Da autoria de Giovana Tavares dos Santos, Nádia Nara 

Tavares dos Santos, Claudia Giuliano Bica.  

b) AIDS, preconceito e tratamento em Clube de compras Dallas. 

Da autoria de Alana Ranzi, Giovana Tavares dos Santos, Rosicler L. 

Brackmann, Claudia G. Bica. 

c)  O coração de Jenin: uma história real sobre doação de 

órgãos para transplante. Da autoria de Giovana Tavares dos Santos e 

Claudia G. Bica.  

 

Contribuímos ainda, com capítulo de livro técnico, intitulado Efusões e 

Sistema Respiratório, editado pela ANACITO (Associação Nacional de 

Citologia), a ser publicado em março de 2016. Neste contexto, ainda fomos 

convidados para apresentar os resultados do trabalho que investigamos a 

morfologia do derrame pleural neoplásico em pacientes com histórico de 
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câncer de mama. Apresentado no II Congresso Brasileiro de Citologia (outubro 

de 2015, em Gramado/RS). 

 

De forma a integralizar as etapas que envolveram a execução do 

trabalho que recorre à microscopia eletrônica de transmissão, tivemos 

oportunidade de vivenciar parte da técnica na Unicamp (Campinas/SP), para 

ampliar os conhecimentos nas técnicas realizadas por eles. Intercâmbio este 

mediado pela Co-orientadora, professora Dra. Gisele O. Introíni. 

 

2) No âmbito do ensino, durante o período de novembro de 2013 a 

setembro de 2014, recebemos a informação de aprovação em um processo 

seletivo, para professor substituto na Universidade Federal do Pampa  

Campus Uruguaiana, na disciplina de Anatomia Humana, atuando na formação 

acadêmica de alunos de diversos cursos de Graduação (Educação Física, 

Enfermagem, Fisioterapia e Farmácia), por dois semestres. Desta forma, 

mostramos o diferencial que este Curso de Pós-Graduação oferece em nossa 

formação profissional e inserção no mercado de trabalho.  

Na Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do 

Sul, UNIJUÍ, Brasil, contribuímos no curso de Pós-Graduação em Oncologia, 

como Professor Visitante ministrando disciplinas de: Oncogênese e 

Aconselhamento Genético. 

 Na própria Instituição (UFCSPA) auxiliamos na organização de dois 

eventos do curso: IX e X Jornadas do Programa de Pós- Graduação em 

Patologia, nas edições de 2013 e 2015. 
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Fomos também convidadas para auxiliar na elaboração de um projeto, 

para concorrer ao Edital do Pronon (Programa Nacional de Apoio à Atenção 

Oncológica). Este é um programa implantado pelo Ministério da Saúde, para 

incentivar ações e serviços desenvolvidos por entidades sem fins lucrativos no 

campo da oncologia, desta forma pessoas físicas e jurídicas podem contribuir 

com doações para projetos deduzindo 1% de Imposto de Renda. O projeto 

intitula- Aperfeiçoamento no diagnóstico do câncer , para angariar recursos 

objetivando implementar o serviço de diagnóstico molecular do câncer no 

Laboratório de Patologia do Hospital Santa Rita, da Irmandade da Santa Casa 

de Misericórdia de Porto Alegre. 

 

3) No âmbito da extensão, mais recentemente, através da 

colaboração em dois projetos de extensão contemplados no Edital Proext/2016, 

intitulados: Mulheres em ação , sob coordenação da professora Dra. Claudia 

Giuliano Bica, e no projeto Criação de ferramentas pedagógicas que 

promovem a acessibilidade em Biologia Celular e Tecidual recorrendo a 

softwares de modelagem e impressão 3D , sob coordenação da professora 

Dra. Gisele Orlandi Introíni. 

 

4) Prêmios e destaques: 

 

a) O trabalho intitulado: Impacto Da Morfologia Celular do Derrame 

Pleural na Sobrevida de Pacientes com Câncer de Mama foi destaque de 

sessão na Semana Acadêmica - Modalidade Patologia (2013),  
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b) O trabalho Análise da Morfologia das Células do Derrame Pleural 

Neoplásico foi congratulado com Honra ao Mérito no XII Congresso Sul 

Brasileiro de Ginecologia e Obstetrícia (2014). 

c) O artigo 

 teve a 

imagem da célula isolada, cedida pelo Prof. Dr. João Carlos Prolla, selecionada 

para aparecer com destaque na capa da revista científica. 
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5. APÊNDICES 
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5.1 Apêndice 1: Microscopia eletrônica e criação de ilustrações 

tridimensionais de células neoplásicas encontradas em derrames 

pleurais obtidos de pacientes com histórico de câncer de mama 

 

 

Colaboração em andamento. 

 

Título: Microscopia eletrônica e criação de ilustrações tridimensionais de 

células neoplásicas encontradas em derrames pleurais obtidos de 

pacientes com histórico de câncer de mama 

 

 

Autores: Naiane Carlesso Bassania Giovana Tavares dos Santosb; João Carlos 

Prollac; Rosicler Luzia Brackmannd; Claudia Giuliano Bicae; Marilda da Cruz 

Fernandese; Gisele Orlandi Introínif 

 

a. Bolsista de Iniciação Científica. Estudante de Biomedicina, na Universidade Federal de Ciências da 

Saúde de Porto Alegre, Porto Alegre, Rio Grande do Sul. 

b. Msc. Laboratório de Pesquisa em Patologia, Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto 

Alegre, Porto Alegre, Rio Grande do Sul.  

c. PhD. Laboratório de Patologia, Santa Casa de Misericórdia de Porto Alegre, Porto Alegre, Rio Grande 

do Sul. 

d. Msc. Laboratório de Patologia, Santa Casa de Misericórdia de Porto Alegre, Porto Alegre, Rio Grande 

do Sul.  

e. Dr. Departamento de Ciências Básicas da Saúde, Pós Graduação em Patologia, Universidade Federal 

de Ciências da Saúde de Porto Alegre, Porto Alegre, Rio Grande do Sul. 

f. PhD. Departamento de Ciências Básicas da Saúde, Universidade Federal de Ciências da Saúde de 

Porto Alegre, Porto Alegre, Rio Grande do Sul. 
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1. Metodologia do trabalho em andamento 

a) Primeiramente ocorreu a captura em Microscopia de Luz (ML) das imagens 

a partir de lâminas elaboradas para diagnóstico no laboratório de referência, 

(Figura 1), recorrendo ao 

Programa Image Pro Plus®, das células neoplásicas isoladas e agregadas 

submetidas às colorações de Giemsa e Papanicolaou; 

 

b) Em um segundo momento, à medida que eram identificados os casos de 

interesse, esses eram separados, e então a amostra biológica, na quantidade 

de 0,1 - 0,3 mm3 era inserida em um eppendorf contendo a solução tampão 

(em glutaraldeído 2,5%, em tampão cacodilato de sódio 0,1M, em pH 7,2, 

acrescido de sacarose 3% e cloreto de cálcio (CaCl2) 5mM, homogeneizado e 

armazenado sob temperatura ambiente de 12 a 24h; 

 

c) após 19 horas, a amostra foi centrifugada novamente, a 1300rpm por 5 

minutos, descartando o sobrenadante, e adicionando ao eppendorf, uma nova 

alíquota de tampão. O material foi re-suspendido, homogeneízando. Ficando 

neste meio por 20 minutos; 

 

d) O eppendorf foi centrifugado novamente, repetindo o processo, descartando 

o sobrenadante e adicionando uma nova alíquota de tampão, homogeneizando 

a amostra;  
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e) Após a fixação, o material foi lavado durante três horas com tampão 

cacodilato, e pós-fixado em tetróxido de ósmio (OsO4) 1% em tampão 

cacodilato de sódio;  

 

f) Posteriormente, ocorreu uma desidratação em série crescente de acetona, 

finalizando com a inclusão em EPON 812.  

 

g) Os cortes ultra-finos foram contrastados com acetato de uranila e citrato de 

chumbo. Todos os cortes ultra-finos foram observados em um microscópio 

eletrônico de transmissão (Zeiss, Leo 906), operando a 60 e 80 kV. 

 

h) As células neoplásicas agregadas (Figura 2) e, posteriormente, as células 

neoplásicas isoladas (Figura 3), foram observadas para que suas arquiteturas 

fossem descritas: 

 

2. Apresentação das células neoplásicas através da microscopia de luz: 

 

 

Figura 1: Imagem, obtida com o uso de estereomicroscópio, de lâmina 

contendo o material obtido por punção aspirativa por agulha fina (PAAF), 
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adaptada pelo Dr. João Carlos Prolla, 

conforme apresentada no artigo III desta Tese. 

 

 

Figura 2: (A-C) Células neoplásicas agregadas (com objetiva de 20x). 

 

 

Figura 3: (A-B) Células neoplásicas isoladas (com objetiva de 20x). 
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3) Descrição das imagens através da microscopia eletrônica de 

transmissão (Figura 4). 

 

Legenda: GC = Golgi Complex (Complexo de Golgi), D = Desmosome 

(desmossomo), EU = Eucrochromatin (eucromatina), HE = Heterochromatin 

(heterocromatina), M= Mitochondrion (mitocôndria), N = Nucleus (núcleo), NU = 

nucleolus (nucléolo) RER = Rough Endoplasmic Reticulum (retículo 

endoplasmático rugoso), L= Cells Limits (limites celulares), C = cytoplasm 

(citoplasma) e V = Vesicle (vesícula). 

Figura 4: Prancha composta por diferentes imagens onde se observa a 

organização morfológica das células neoplásicas. (1) Imagem panorâmica 

de células neoplásicas organizadas em berry-like cluster. (2) Núcleo com 
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morfologia atípica exibindo borda irregular. (3) Nucléolo evidente sugerindo 

intensa atividade de transcrição. (4) Presença de desmossomo, junção de 

ancoragem, que desempenha, juntamente com os filamentos intermediários, 

papel fundamental na manutenção da integridade do cluster de células 

neoplásicas. 

 

4. Discussão 

A neoplasia apresenta crescimento excessivo e desordenado em 

relação aos perfis metabólicos e de desenvolvimento das células e tecidos 

normais (WILLIS, 2011). Neoplasias possuem características morfológicas 

específicas que podem ser visualizadas com maior detalhamento pela 

utilização de técnicas, como a microscopia eletrônica, possibilitando a 

compreensão das diferenças do arranjo celular das células neoplásicas no 

líquido pleural. 

Na Figura 4.1, observa-se a organização das células resultando na 

formação de um berry-like cluster. As margens dos núcleos celulares são 

irregulares mostrando profundas indentações. Há a presença de inúmeras 

mitocôndrias, organelas responsáveis pelo processo de respiração celular 

(Carvalho e Recco-Pimentel, 2007), sugerindo que esse aglomerado apresenta 

elevada atividade metabólica. As junções celulares de ancoragem 

(desmossomos) associam-se aos filamentos intermediários desempenhando 

um papel fundamental na manutenção da integridade estrutural do cluster. Há 

número considerável de vesículas portadoras de material elétron-denso. Essas 

podem participar do processo de degradação celular, que é representado pelo 
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envio de elementos do citoplasma aos lisossomos, promovendo a 

sobrevivência das células neoplásicas (AMARAL, 2010). 

Na Figura 4.2, visualizam-se a (a) morfologia atípica do núcleo, (b) as 

vesículas com material elétron-denso, cuja natureza química ainda é 

desconhecida, (c) as numerosas mitocôndrias e (d) a presença do Complexo 

de Golgi responsável pelo processamento de proteínas sintetizadas no retículo 

endoplasmático rugoso. 

A Figura 4.3 apresenta o núcleo com seu nucléolo evidente, sugerindo 

alta atividade transcricional e conspícuo retículo endoplasmático rugoso 

demonstrando elevada atividade traducional, modificação e transporte de 

proteínas. Destaca-se na Figura 4.4, além do núcleo com porções 

heterocromáticas e eucromáticas, (AMARAL, 2010) a presença de 

desmossomo, uma junção que promove a adesão intercelular possibilitando o 

arranjo em clusters. É importante ressaltar que as células isoladas ainda não 

foram investigadas recorrendo-se a TEM. 

Algumas etapas do projeto foram desenvolvidas, incluindo captura de 

imagens em ML e TEM, possibilitando em breve a criação de estruturas 

tridimensionais. Os resultados preliminares ainda não apresentam a robustez 

necessária para elaboração de manuscritos, mas exibem potencial para futuras 

publicações. 
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5.2 Apêndice 2: Apresentações parciais resultantes do projeto em 
estudo. 
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5.2.1 Resumo apresentado ao: 17º World Congress on the Breast 
Diseases 

 
 

Clinical and pathological factors of metastatic breast cancer and 

neoplastic pleural effusion which suggest negative impact on survival of 

patients with history of breast cancer. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: In recent decades, we have observed an increasing incidence of 

breast cancer worldwide. In Brazil, the occurrence rate of breast cancer is 

estimated at 52,689 new cases in 2012. In the state of Rio Grande do Sul, the 

crude incidence rate of primary breast cancer, is 81,97 every 100 000 

inhabitants, representing the Brazilian state with the second highest incidence 

of breast cancer. This neoplasm is considered a public health problem because 

of its high incidence, morbidity and mortality, and the high cost of treatment. 

Complications triggered by distant metastases may affect many patients who 

have breast cancer. Organs, such as brain, lungs, liver and bones are the main 

ones to be likely to develop the disease due to breast cancer metástases. 

Lastly, this study aims to identify clinical and pathological factors that affect the 

survival of patients with history of breast cancer and pleural effusion neoplastic. 

Materials and Methods:  A clinical cohort study, in which the exams of patients 

who had malignant pleural effusion from 2006 to 2010 were analyzed. 

Throughout these exams, there was a search for the history of breast cancer in 

medical charts, as well as pathological and cytopathological data related to the 
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primary tumor and pleural metastasis. Statistical analyses were done using 

SPSS 18.0, carrying out descriptive analyses, survival curves were estimated 

by using Kaplan-Meier method and Cox univariate analysis.  

Results: Among 145 patients, 87 (60%) were diagnosed as positive for 

malignant cells in pleural fluid, 119 presented ductal histology. There was a 

worse prognosis in patients with triple-negative phenotype, showing a sharp 

decline in the survival curve, and of the 25 patients with triple-negative 

phenotype, 20 (80%) died. Following up the sample, it was possible to observe 

an average survival of 6 months for patients who have positive cytological 

diagnosis for malignant cells in pleural fluid.  

Discussion: There was worse prognosis in relation to patients classified as 

triple-negative, confirming the literature data, presenting a more aggressive 

tumor, a consequent reduction in survival, and higher incidence of metastasis 

distant, particularly in visceral organs, such as lung. Studies related to 

neoplastic spread of breast cancer present a longer interval free of pleural 

metastases as an indicator of worse prognosis, and this reduction may be 

associated with poor prognosis factors, such as: site of metastasis and positive 

diagnosis of malignant cells in pleural fluid, the expression of c-erbB-2, the 

triple-phenotype negative, and ki-67 protein expression.   

Conclusions: In our study, we found the triple-negative phenotype 

identification in the primary tumor as an unfavorable characteristic to patients, 

associated with the cytological diagnosis of neoplastic cells in pleural fluid, 

which indicate a worse prognosis, reflecting in reduction of life expectancy.  

 

Keywords: malignant pleural effusion, survival, metastatic breast cancer. 
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5.2.2 Resumo apresentado ao: Salão de Pós-Graduação da 
UFRGS 

 
 
Fatores clínicos e anatomopatológicos que sugerem impacto negativo na 

sobrevida de pacientes com câncer de mama e derrame pleural 

neoplásico. 

 

Giovana Tavares dos Santos1, Natália Dressler Camillo2, Rosicler Mendes3, 

João Carlos Prolla4, Claudia Bica5 
 

1 Ms. Departamento de Pós Graduação em Patologia, Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre, 

Porto Alegre, Rio Grande do Sul.  

2 Acadêmica de medicina, Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre, Porto Alegre, Rio Grande do 

Sul. 

3 Ms. Laboratório de Patologia, Santa Casa de Misericórdia de Porto Alegre, Porto Alegre, Rio Grande do Sul 

4 PhD. Laboratório de Patologia, Santa Casa de Misericórdia de Porto Alegre, Porto Alegre, Rio Grande do Sul. 

5 PhD. Departamento de Pós Graduação em Patologia, Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre, 

Porto Alegre, Rio Grande do Sul. 

 

Resumo 

 

Introdução: O câncer de mama é uma doença de grande morbidez e 

mortalidade em âmbito mundial, e apresenta complicações mais graves a partir 

das metástases à distância. O derrame pleural ocorre comumente em 

pacientes com câncer de mama, e têm sido associados a maus prognósticos. 

Objetivo: Este estudo tem por objetivo, verificar possíveis fatores clínicos e 

anatomopatológicos, que podem interferir no prognóstico de pacientes que 

apresentaram quadro de derrame pleural neoplásico e histórico de câncer de 

mama. Métodos: Estudo de coorte histórica, onde foram avaliados exames e 

prontuários das pacientes com diagnóstico de derrame pleural neoplásico, 

entre 2006 a 2010. Buscou-se nos prontuários médicos o diagnóstico prévio de 

câncer de mama, dados anatomopatológicos e citopatológicos em relação ao 

tumor primário e a metástase pleural. Análises estatísticas foram realizadas no 

programa estatístico SPSS Versão 18.0, realizando análises descritivas, e as 

curvas de sobrevida foram calculadas segundo o método de Kaplan-Meier e 

análise univariada de Cox.  
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Resultados: Das 145 pacientes, 87 (60%) apresentaram diagnóstico citológico 

positivo para células neoplásicas no líquido pleural, 119 apresentaram tipo 

histológico ductal. Frente ao quadro de derrame pleural positivo relacionado ao 

desfecho (óbito), incluímos 84 pacientes, onde 60 (71%) evoluíram a óbito 

(p=0,02). Da expressão dos marcadores imuno-histoquímicos, observou-se pior 

prognóstico nas pacientes portadoras do fenótipo triplo-negativo no tumor 

primário, apresentando uma queda acentuada na curva de sobrevida destas 

pacientes; dentre as 25 pacientes portadoras deste fenótipo, 20 (80%) 

evoluíram a óbito. No acompanhamento da amostra, verificou-se a média de 6 

meses para sobrevida das pacientes com diagnóstico citológico positivo para 

células neoplásicas no líquido pleural. Conclusões: Neste estudo, identificou-

se como característica desfavorável às pacientes, a identificação do fenótipo 

triplo-negativo no tumor primário, associados ao diagnóstico citológico de 

células neoplásicas no líquido pleural, apontando um pior prognóstico, 

refletindo na redução da expectativa de vida.  

 

Palavras-chave: Derrame Pleural Neoplásico, Sobrevida, Câncer de Mama 

Metastático. 
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5.2.3 Resumo apresentado ao: XII Congresso Sul Brasileiro de 
Ginecologia e Obstetrícia 

 
Expressão dos marcadores imuno-histoquímicos no derrame pleural 

neoplásico em pacientes com história de câncer de mama.  

 

Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre; Irmandade da 

Santa Casa de Misericórdia de Porto Alegre - Porto Alegre - Rio Grande do Sul 

 

Santos, GT; Fardin, GS; Camillo, ND; Pinheiro, JL; Scheide, TV; Thiesen, A; 

Perin, Grossmann, R; Brackmann, RL; Cunha, A; Meurer, RT; Stein, T; Prolla, 

JC; Bica, CG.  

 

INTRODUÇÃO: O câncer de mama é o tumor maligno que mais acomete o 

sexo feminino. No Brasil, são estimados para 2014, 57.120 novos casos. 

Apesar dos avanços no tratamento, de 20 a 30% dos pacientes com câncer de 

mama, mesmo em estágio inicial, apresentarão doença metastática à distância. 

OBJETIVOS: comparar a expressão imuno-histoquímica do painel de 

marcadores tumorais no câncer de mama no derrame pleural neoplásico. 

MATERIAIS E MÉTODOS: estudo de coorte histórica, onde foram incluídos 

pacientes do sexo feminino com derrame pleural neoplásico e história de 

câncer de mama. Foram realizados testes imuno-histoquímicos a partir do cell 

block do derrame pleural neoplásico, ocorridos entre janeiro de 2008 a 

dezembro de 2013. As informações quanto ao quadro de câncer de mama e 

dados anatomopatológicos e citopatológicos em relação ao tumor primário e a 

metástase pleural, foram resgatadas através dos prontuários médicos. Análises 

estatísticas foram realizadas no programa estatístico SPSS Versão 18.0. 

RESULTADOS E CONCLUSÕES: Foram incluídas neste estudo, 39 pacientes 

com diagnóstico citológico de DPN. As pacientes investigadas apresentaram 

idade entre 26 e 85 anos, com média para o diagnóstico do câncer de mama 

de 54 anos, e a média de sobrevida a partir do diagnóstico do derrame pleural 

neoplásico foi 4 meses. Dos 39 casos, houve maior prevalência do tipo 

histológico ductal invasor, representando 86,5% (32) dos casos. Segundo 
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classificação molecular do câncer de mama, 9 (23% ) eram do grupo luminal A, 

27 (69%) luminal B e/ou luminal Her-2, 1 (3%) triplo-negativo basal, 2 (5%) 

triplo-negativo não basal. Em contrapartida no derrame pleural, a expressão foi 

respectivamente: 11 (28%) eram luminal A, 9 (23%) luminal B e/ou luminal Her-

2, 11 (28%) Her-2 super-expresso e 8 (21%) triplo-negativo basal. Pode-se 

observar a expressão do grupo Her-2 super-expresso no derrame pleural 

neoplásico, o qual não havia se apresentado no perfil do tumor primário, 

apresentando uma mudança no perfil de expressão dos marcadores, sendo 

que este mesmo marcador tumoral, conforme a literatura representa pior 

prognóstico. Apesar da melhora no diagnóstico da doença metastática e no 

entendimento do perfil biológico, necessita-se um maior  aprofundamento nas 

pesquisas sobre câncer de mama metastático. 

 

Área de pertinência: Mastologia. 
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5.2.4 Resumo apresentado ao: XII Congresso Sul Brasileiro de 
Ginecologia e Obstetrícia 

 
 

PADRÃO CITOLÓGICO NO DERRAME PLEURAL NEOPLÁSICO E 

SOBREVIDA DE PACIENTES COM CÂNCER DE MAMA 

 

Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre 

Santa Casa de Misericórdia de Porto Alegre  Porto Alegre/Rio Grande do Sul 

 

Autores: Camillo ND; Santos GT; Pinheiro JL; Perin M; Thiesen AP; Grossmann 

R; Andreoli D; Prolla JC; Brackmann RL; Cruz IBM; Bica CG. 

 

INTRODUÇÃO: o derrame pleural neoplásico é uma ocorrência comum no 

curso do câncer de mama e tem sido associado a um pior prognóstico. No 

entanto, alguns grupos de pacientes apresentaram diferenças significativas na 

estimativa do tempo de sobrevida. Na análise do líquido pleural, foi possível 

identificar duas características celulares predominantes  formações esferoides 

e células isoladas. No entanto, questiona-se o quanto estas diferenças 

morfológicas apresentam significado na prática clínica. OBJETIVO: Este estudo 

foi desenvolvido para avaliar a potencial influência das diferenças citológicas do 

derrame pleural na sobrevida de mulheres com câncer de mama metastático, 

durante 30 meses de acompanhamento. MATERIAL E MÉTODOS: coorte 

observacional de base hospitalar. As lâminas do líquido pleural das pacientes 

foram submetidas à análise citológica por microscopia óptica de luz e foram 

classificadas em dois grupos - formações esferoides e células isoladas - para 

posterior análise de sobrevida. RESULTADOS E CONCLUSÃO: 87 pacientes 

foram incluídos no estudo. A maior mortalidade foi associada ao padrão celular 

isolado 30 meses após o derrame pleural (p = 0,038). Pacientes com este 

padrão apresentaram maior risco de morrer do que os pacientes com 

formações esferoides. O risco relativo após o ajuste para variáveis 

intervenientes foi RR = 5,336 (IC 95 % = 1.054-27,020). A presença de padrão 

imuno-histoquímico triplo-negativo aumentou significativamente o risco de 
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mortalidade antes de 30 meses. A formação citológica no líquido pleural 

associa-se a uma diferença na sobrevida destas pacientes, uma vez que 

células isoladas indicam um pior prognóstico após 30 meses de derrame 

pleural. 

  

Área de pertinência: Mastologia 
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5.2.5 Resumo apresentado ao: Goiânia Breast Cancer 
Symposium 

 
Malignant pleural effusion: distinct morphological patterns associated with 

 
 
 
José L. Pedrini1, Giovana T. dos Santos2, Natália D. Camillo2, Tales Vicente Scheide2, João C 
Prolla3, Rosicler L Brackmann3, Ivana B. M.4, Claudia G. Bica2. 
 
1 Grupo Hospitalar Conceição 
2 Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre 
3 Santa Casa de Misericórdia de Porto Alegre  Porto Alegre/Rio Grande do Sul 
4 Universidade Federal de Santa Maria 
 
 
 
OBJECTIVE: To evaluate morphological differences of malignant pleural 
effusion comparing the survival of women with metastatic breast cancer for a 30 
month follow-up. METHODOLOGY: It is an observational cohort hospital 
database. Cytological slides of pleural effusion were evaluated by light 
microscopy after this analysis was possible to classify according to the 
characteristics of this fluid into two distinct groups, namely: predominantly 
spheroids formations and predominantly single cells. RESULTS: 87 patients 
were included in the survey. It was observed that the group represented by cells 
with isolated cell pattern had higher mortality 30 months after the pleural 
effusion (p = 0.038), and patients with this respective pattern had higher risk of 
death compared to the group with spheroid formations. The relative risk after 
adjustment for intervening variables was RR = 5.336 (95% CI = 1054 to 
27.020). Due to the immunohistochemical profile of breast cancer, tumors with 
triple-negative phenotype showed significant increase of the mortality risk 
before 30 months. CONCLUSION: The life expectancy of patients varies by the 
distinct morphological patterns, the pattern of isolated cells represents a worse 
prognosis and clinical outcome after 30 months of diagnosis of pleural effusion. 
 
KEYWORDS: metastatic breast cancer, malignant pleural effusion, prognosis 
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6. ANEXOS 
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6.1 Anexo 1: Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da ISCMPA 
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6.2 Anexo 2: Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da UFCSPA 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



132 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 



133 
 

 
 

 
 
  

 
 

 
 
 
 

 

 



134 
 

 
 

1.3 Anexo 3: Normas da Revista Científica Biomarkers 
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14. Appendices should appear before the references section and after any acknowledgements 
section. The style of the title is shown by the following example:  

 
 

Figures and tables within appendices should continue the sequence of numbering from the main body of 
the text. Sections within appendices should be numbered, for example, C.1, C.2. Equations in appendices 
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oxidative and thus capable of oxidising other substrates. In the interests of accuracy this should be 

describe the consequence of the interaction of reactive oxygen species with DNA.  
 
The oxidatively generated nucleobase which has received, by far, the most attention is 8-oxo-7,8-
dihydroguanine (which should be abbreviated as 8-oxoGua). Adoption of this nomenclature is based upon 
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) states that, based upon current nomenclature, 
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paper. Acknowledgements of the assistance of colleagues or similar notes of appreciation belong in a 
separate Acknowledgements section. 
 
Footnotes to tables should be typed directly below the table and are indicated by the following symbols: * 

(number sign). Reinitialise symbol sequence within tables.  
 
Editorial Policies 
 
Authorship According to the International Committee on Medical Journal Ethics (ICMJE), an author is 
defined as one who has made substantial contributions to the conception and development of a 
manuscript. Informa Pharmaceutical Science adheres to the ICMJE guidelines 
(http://www.icmje.org/#author



140 
 

 
 

1) substantial contributions to conception and design, acquisition of data, or analysis and interpretation of 
data; 2) drafting the article or advising it critically for important intellectual content; and 3) final approval of 

Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals: Writing and Editing for Biomedical 
Publication. Available at: http://www.icmje.org/  
 
All submissions are expected to comply with the above definition. Changes to the authorship list after 
submission will result in a query from the publisher requesting written explanation.  
 
Submission  
Biomarkers considers all manuscripts on the strict condition that they have been submitted only to 
Biomarkers, that they have not been published already, nor are they under consideration for publication or 
in press elsewhere. Informa Pharmaceutical Science adheres to the Code of Conduct and Best Practice 
Guidelines set forth by the Committee on Publication Ethics (COPE). As per these guidelines, failure to 
adhere to the above conditions will result in the editor and Informa publishing an appropriate correction, a 
statement of retraction, or enacting a withdrawal of the article. In extreme cases, offending authors may be 
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A ser submetido o artigo intitulado: Fishbone technique: Quality of the cytological distension 
with impact on diagnosis 
 
Instructions for Authors (Benchmarks) 
MISSION AND SCOPE 
 
BioTechniques is a peer-reviewed, open-access journal dedicated to publishing original 
laboratory methods, related technical tools, and methods-oriented review articles that are of 
broad interest to professional life scientists, as well as to scientists from other disciplines (e.g., 
chemistry, physics, computer science) interested in life science applications for their 
technologies. Since 1983, BioTechniques has been the leading peer-reviewed journal for 
methods-related research. All manuscripts submitted to BioTechniques are first evaluated on 
the basis of scientific quality, originality, appropriateness, contribution to the field, and style. 
Suitable manuscripts are then subject to rigorous, fair, and rapid peer review. 
 
BioTechniques is dedicated to serving the interests of both authors and readers. In accordance 
with this policy, no submission, publication, or page fees, or color charges, are levied. The 
journal is committed to broad dissemination of its content and enlists advertiser support to 
provide print and online versions free of charge to scientists based in North America, Europe, 
Asia, and the Middle East. The journal maintains its longstanding policy of accepting 
manuscripts on the basis of scientific merit alone. Reports describing innovative new methods, 
substantive modifications to existing methods, or innovative applications of existing methods to 
new models or scientific questions are appropriate subject matter for the journal. Descriptions of 
technical tools that facilitate the design or performance of experiments or data analysis, such as 
software and simple laboratory devices, are also welcome. 
 
PEER-REVIEWED ARTICLE TYPES 
 
BENCHMARKS (a maximum of 3 journal pages, 1000 words*, 1 2 figures, and 15 references; 
no subsections) are peer-reviewed short communications describing new methods or brief but 
substantive modifications of existing methods. Authors must demonstrate either significantly 
Page 2 of 18 BioTechniques 2015 improved results compared to standard protocols or 
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sentence Abstract (150 words). In addition, a 1 2 sentence Method Summary (focusing only on 
the method itself and not supporting data) is also required at submission. Authors are 
encouraged to provide brief enumerated protocols using the BioTechniques template (p. 15) or 
other appropriate supplementary materials when necessary. 
 
 
MANUSCRIPT  
Complete details on the manuscript style and conventions are provided in the Manuscript 
Format section (p. 4). In brief, manuscript text must be submitted as a Microsoft Word 
document andshould include, in a single file in the order shown below, the following sections: 
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FIGURES  
Each figure must be submitted as a separate file and should not be embedded in the 
manuscript text. See figure specifications in Appendix A (p. 10). 
 
SOFTWARE  

and reviewer access at the time of manuscript submission. Authors are required to 
guarantee the availability of software and documentation for three full years following 
publication. 
  
SUPPLEMENTARY MATERIAL  
Any supporting information for online publication only,including figures, tables, movie files, or 
supporting data sets, should be uploaded with the submission as separate files. 
 
PROTOCOL All authors are encouraged to submit a detailed working protocol accompanying 
the original submission. See protocol specifications in Appendix C (p. 13). 
 
ADDITIONAL MATERIAL FOR REVIEW In order to facilitate the review process, authors 
should 
provide all necessary additional information (e.g., reprints, related manuscripts under review or 
impress, etc.) at the time of submission. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


