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Resumo

O céncer de mama é a neoplasia maligna mais frequente na populagao
feminina no estado do Rio Grande do Sul. Diversos fatores podem estar associados
ao prognostico desta neoplasia. Esta dissertacdo visa determinar os fatores
preditores de metastases no linfonodo sentinela de pacientes com neoplasia maligna
da mama. Trata-se de um estudo transversal que relaciona caracteristicas clinicas,
patolégicas e imunoistoquimicas do tumor com a probabilidade de metastases no
linfonodo sentinela no exame transoperatério de congelagdo. Foram incluidas no
estudo 133 pacientes atendidas no hospital materno infantil Presidente Vargas de
Porto Alegre de 01 de janeiro de 2008 a 31 de dezembro de 2013. A média de idade
das pacientes com linfonodo sentinela positivo foi de 56,6 anos e com linfonodo
sentinela negativo foi de 58,8 anos. N&o houve diferenga estatistica entre o tamanho
do tumor e a probabilidade de metastases no linfonodo sentinela. O tipo histolégico
do tumor, o grau de diferenciagéo histologica, os receptores hormonais, a presenca
do HER-2 e o subtipo molecular também nao apresentaram correlacdo com a
presenca de metastase no linfonodo sentinela. A presenga de invasdo angiolinfatica
no espécime do tumor aumenta significativamente a probabilidade de positividade no
linfonodo sentinela. Pacientes com invasao angiolinfatica tém 80% a mais de
probabilidade de apresentar metastase no linfonodo sentinela em relacdo as
pacientes que nao apresentaram este achado (p = 0,001). A conclusao do estudo é
que o unico fator que apresenta correlagao positiva com a ocorréncia de metastase
no linfonodo sentinela é a invasao angiolinfatica.

Palavras-chave
Cancer de mama. Linfonodo sentinela. Metastases. Tamanho tumoral. Receptores

hormonais. Tipo histolégico ductal. Tipo histologico lobular. Invas&o angiolinfatica.



Abstract

Breast cancer is the most frequent malignant neoplasm in female women in Rio
Grande do Sul. Many factors can be associated with this neoplasm’s prognosis. This
dissertation aims to set the metastasis’s predictive factors in sentinel node in patients
with breast cancer. It's a ftransversal study that connect the tumor clinical,
pathological and imunoistochemestry features with metastasis’s probability in
sentinel node during the frozen biopsy. We included in this study 133 patients
attending the Presidente Vargas Hospital in Porto Alegre from 2008 to 2013. The
patients with positive sentinel node mean age was 56,6 years and the negative
sentinel node was 58,8. There was no significant statistic difference between tumor
size and the probability of metastasis in sentinel node. The histological variant, the
differentiation degree, the tumor hormone receptors status, the HER-2 status and the
molecular subtype didn’t have correlation with the presence of metastasis in sentinel
node. The angyolimphatic invasion  significantly increases the probability of
metastasis in sentinel node. Patients with angyolimphatic invasion have 80% more
chance to have sentinel node metastasis than patients without this condition (p =
0,001). This study’s conclusion is that the only factor associated with the probability

of metastasis in sentinel node is the angyolimphatic invasion.

Key-words
Breast cancer. Sentinel node. Metastasis. Tumor size. Hormonal receptors. Ductal

histological variant. Lobular histological variant. Angyolimphatic invasion.
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1. INTRODUGAO

O céncer de mama é o tumor de maior incidéncia entre as neoplasias
malignas no sexo feminino no Rio Grande do Sul (RS)." Dentre os estados
brasileiros, 0 RS apresenta a segunda maior incidéncia anual de cancer de mama
desde 2007, ficando atras somente do Rio de Janeiro. De acordo com as estimativas
do Instituto Nacional do Cancer (INCA), a neoplasia maligna da mama é a segunda
mais frequente no sexo feminino no Brasil, sendo menor somente que o cancer de
pele ndo-melanoma.’

A neoplasia maligna da mama também € o segundo tumor de maior
incidéncia nos Estados Unidos.? E a segunda causa de mortalidade por cancer em
mulheres neste pais, ficando atras apenas do cancer de pulméo.2

Em fungdo da elevada incidéncia desta neoplasia, esforcos continuos das
equipes de saude tém sido desenvolvidos para estimular a sua prevencdo e o
diagnéstico precoce. A Sociedade Brasileira de Mastologia (SBM) recomenda que a
mamografia seja realizada a partir dos 40 anos como meétodo universal de
rastreamento.® Esta recomendagao é consensual com as propostas pelo Colégio
Americano de Radiologistas.* Quando o diagnéstico for realizado, o tratamento deve
ser instituido de forma a oferecer o maximo de seguranga oncolégica com o menor
numero possivel de sequelas.

Na grande maioria dos casos, o tratamento de primeira linha do cancer de
mama é cirurgico. Uma das técnicas cirurgicas atuais consiste na ressec¢édo da
porcdo da mama acometida pelo tumor, denominada cirurgia conservadora ou
setorectomia.” A outra técnica cirdrgica consiste na exérese completa da mama,

denominada mastectomia ou tratamento radical.® Ambas as técnicas devem ser
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acompanhadas da linfadenectomia axilar total ou da bidpsia transoperatéria do
linfonodo sentinela (LS).”

A bidpsia do LS é o procedimento padrdo para determinar o status axilar em
pacientes com cancer de mama em estadios precoces e com axila clinicamente
negativa.7 Esta técnica permite identificar o comprometimento linfonodal axilar pela
neoplasia com baixa morbidade cirurgica. A identificacdo do LS bem como o seu
exame transoperatério de congelagdo permitem ao cirurgido indicar ou contraindicar
a linfadenectomia axilar.’

O LS é o primeiro a receber a drenagem linfatica proveniente da mama.® A
maioria dos LS localiza-se na topografia da axila, uma vez que 97% da drenagem
linfatica mamaria ocorre pelos linfonodos axilares ipsilaterais.”® Dessa forma,
dispensa-se a dissec¢do axilar nos casos em que o LS é negativo e indica-se a
linfadenectomia axilar nos casos em que a bidpsia € positiva para metastases.

A linfadenectomia axilar classica consiste na dissec¢cao dos trés niveis de
Berg (1°., 2°. e 3°) e envio do material para exame anatomopatolégico.”®° A
realizagao deste procedimento esta associada a maior morbidade pds-operatéria. As
principais complicagdes incluem seroma, hematoma, parestesias na face interna do
braco ipsilateral, linfedema e escapula alada por lesdo do nervo toracico Iongo.9

Além das complicacdes inerentes a linfadenectomia axilar, a presenca de
metastases no LS esta associada a doenca sistémica e a diminuicao da sobrevida

global.®?

O status axilar é, tradicionalmente, o fator progndstico de maior importancia
no risco de doenca sistémica.’
Atualmente, a grande controvérsia consiste na conduta frente as pacientes

com cancer de mama inicial e LS positivo, ja que o esvaziamento axilar é o

responsavel pela maior parte da morbidade associada as cirurgias mamarias.™
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Ainda nao é claro se o esvaziamento axilar altera a sobrevida de pacientes com

cancer de mama em estadios iniciais. Giuliano A. et al'®

publicaram um grande
ensaio clinico em que o objetivo foi determinar o efeito do esvaziamento axilar na
sobrevida global em pacientes com metastase no LS tratadas com cirurgia
conservadora, radioterapia e terapia sistémica. Foram incluidas no estudo mulheres
com cancer de mama invasivo estadiadas em T1 ou T2, axila clinicamente negativa
e LS positivo (diagnosticado no exame transoperatério de congelagdo). Foram
randomizadas 891 pacientes cujo resultado do LS foi positivo, dentre as quais 445
foram submetidas a linfadenectomia axilar e 446 n&o foram submetidas a este
procedimento, somente a bidpsia do LS. De fato, a sobrevida global em 5 anos foi de
92,5% no grupo submetido somente a biopsia do LS (IC95% 90-95,1) e 91,8%
(1C95% 89,1-94,5) no grupo que foi submetido ao esvaziamento axilar (p= 0,25). A
sobrevida livre de doengca em 5 anos foi de 83,9% (IC95% 80,2-87,9) no grupo
submetido somente a biopsia do LS e 82,2% (IC95% 78,3-86,3) no grupo submetido
ao esvaziamento axilar (p= 0,14). A taxa de recidiva local em 5 anos foi 1,6% no
grupo que realizou a bidpsia do LS e 3,1% no grupo submetido ao esvaziamento
axilar (p= 0,11), ndo revelando diferenga estatisticamente significativa entre os dois
grupos. Além dos desfechos duros ja expostos, este estudo registrou 70% de
complicagbes da linfadenectomia axilar versus 25% da biopsia do LS. As principais
complicacdes foram dor, hematoma, infecgao, parestesia e lesao do plexo braquial.
Além disso, a bidpsia do LS foi associada com menores taxas de infec¢do (p=
0,016), seroma (p= 0,0001) e parestesia (p= 0,0001). O linfedema foi a principal
complicacdo da cirurgia axilar com impacto negativo importante na qualidade de
vida. A incidéncia dessa complicagdo com a biépsia do LS foi de 5% contra 13%

com a linfadenectomia (p< 0,001).
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Um estudo multicéntrico americano, com 36 meses de acompanhamento,
demonstrou que pacientes submetidas apenas a bidpsia do LS apresentaram menor
probabilidade de desenvolver linfedema comparado ao grupo de pacientes
submetidos a biopsia do LS seguida de linfadenectomia (8% em comparagéo com
14%, respectivamente).”

Uma metanalise' abrangendo 30 estudos e envolvendo 7.151 pacientes em
que a biopsia do LS foi positiva e o esvaziamento axilar foi omitido, em um
acompanhamento médio de 45 meses, mostrou que a taxa de recorréncia axilar é
baixa e que a né&o realizagdo do esvaziamento axilar pode ser seguro em casos
selecionados de cancer de mama. No total, 41 pacientes desenvolveram recidivas
locorregionais. Vinte e sete estudos' descreveram 3.468 pacientes com
micrometastases, das quais 10 (0,3%) desenvolveram um episddio de recorréncia
locorregional. A taxa de recorréncia axilar variou entre 0 e 3,7%. Dezesseis estudos
descreveram 3.268 pacientes com macrometastases, sendo que 24 (0,7%) recidivas
axilares foram observadas. A taxa de recorréncia axilar variou entre 0 e 7,1%.
Entretanto, detalhes sobre o tipo de cirurgia e o tratamento adjuvante realizados
estavam faltando na maioria dos estudos.’?

Dessa forma, para que o esvaziamento axilar seja omitido garantindo uma
melhora na qualidade de vida das pacientes, € necessario correlacionar fatores preé-
cirdrgicos que possam ser preditores de positividade do LS. Espera-se que tumores
de tamanhos maiores de 5 cm, indiferenciados, que apresentam negatividade para
os receptores hormonais e positividade para invasao angiolinfatica apresentem
maior probabilidade de metastases no LS. O critério epidemiolégico é a
plausibilidade bioldgica. Entretanto, a literatura carece de dados mais robustos sobre

esta associacao.
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Alguns fatores prognosticos podem estar relacionados a presenga de
metastases na cadeia linfonodal axilar. Considera-se como fatores prognosticos
caracteristicas inerentes a paciente ou ao tumor que estao relacionadas ao tempo
de sobrevida global e ao tempo de sobrevida livre de doenca.” Dessa forma, s&o
importantes para antever a histéria natural da doenca. Como exemplo podem ser
citados a idade da paciente, o tamanho do tumor, o tipo histolégico, o grau de
diferenciagao histolégica e a presenga de invaséo angiolinféztica.13

Alguns fatores preditivos também podem estar relacionados a presenga de
metastases na cadeia linfonodal axilar. Sdo denominados fatores preditivos todas as
caracteristicas tumorais que direcionam o tratamento para determinada terapia-
alvo.” Eles auxiliam na previsdo de sucesso com determinada modalidade
terapéutica. Como exemplos de fatores preditivos podem ser citados os receptores

hormonais, a superexpressao do HER-2 e os subtipos moleculares.'
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1.1. Idade da paciente

A idade da paciente no momento do diagnodstico do cancer de mama é
considerada um fator prognéstico.14 Dois estudos observacionais concluiram que
pacientes com 35 anos ou menos apresentaram menor tempo de sobrevida livre de
doenca e maiores taxas de recidiva local e sistémica do que pacientes com mais
idade.”'® Nixon et al' descreveram que os fatores de pior prognostico
(indiferenciagdo tumoral, invasao angiolinfatica, necrose e componente intraductal
extenso) tendem a diminuir a medida que aumenta a idade da paciente.

Albain et al.'® realizaram um estudo de coorte histérica com 8738 pacientes
do banco de dados de San Antonio, no estado americano do Texas. Os desfechos
foram estudados em dois grupos: pacientes com 35 anos ou mais e pacientes com
menos de 35 anos. Os resultados evidenciaram que as pacientes com 35 anos ou
menos tiveram uma maior incidéncia de metastases linfonodais. Além disso, estas
pacientes tiveram maior tamanho tumoral, maior incidéncia de fracbes em fase S do
ciclo celular e anormalidades do p53 quando comparadas com mulheres com 35
anos ou mais. A analise multivariada identificou que a idade jovem da paciente (35
anos ou menos) € um fator progndstico isolado, estatisticamente significativo, para
risco de recidiva e morte por cancer de mama.

Ja em um estudo de Love R. et al.'’, 696 mulheres pré-menopausa foram
separadas pelo mesmo ponto de corte do fator idade cronolégica (35 anos ou mais e
menos de 35 anos). Os resultados ndo mostraram diferengas no risco de metastases
linfonodais em pacientes jovens e com 35 anos ou mais. Também nao houve
diferenca estatistica no tamanho do tumor quando correlacionado com a idade.

Entretanto, mulheres com menos de 35 anos tiveram um ndmero maior de tumores
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indiferenciados (grau 3), maior numero de tumores com receptores hormonais
negativos e um aumento significativo de pacientes com tumores com
superexpressdo do HER-2. O estudo também concluiu que o desfecho mortalidade
foi maior em pacientes com menos de 35 anos quando comparado as pacientes pre-

menopausa com 35 anos ou mais."”

1.2.  Tamanho tumoral

Apesar da heterogeneidade das apresentagdes clinicas do cancer de mama,
o tamanho do tumor persiste um importante fator progndstico.’® Quanto maior o
tamanho tumoral, maior o risco de recidiva local apds o tratamento. A probabilidade
de metastases no LS e o risco de doencga sistémica também sao maiores.

Ibrahim A. et al'®, conduziram um estudo recente com 670 pacientes
diagnosticadas com neoplasia maligna da mama. A amostra foi estratificada de
acordo com o tamanho do tumor e as taxas de recidiva local. Os resultados
evidenciaram que pacientes com tumores com 5 cm ou mais apresentaram uma
maior incidéncia de recidiva local do que pacientes com tumores menores.

Yuan N. et al."® conduziram um estudo de caso-controle de janeiro de 2004 a
janeiro de 2007 com o intuito de avaliar a sobrevida livre de doenga em pacientes
tratadas de cancer de mama e seguidas por 7 anos. As pacientes foram
estratificadas de acordo com as variaveis tamanho do tumor, status linfonodal, tipo
histolégico e receptores hormonais. As variaveis tamanho do tumor e a presenca de
metastases no linfonodos axilares tiveram menor sobrevida livre de doenca em 7
anos.

McGuire M. e Clark G.%° realizaram uma andlise do banco de dados de San
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Antonio sugerindo um platdé no risco de recorréncia dos tumores entre 3 e 6 cm de
didmetro e uma diminuig¢ao significativa na sobrevida livre de doenga para pacientes

com linfonodos negativos e tumores maiores de 6 cm.

Tabela 1 — Tempo de sobrevida livre de doenga em cinco anos por tamanho tumoral.
Adaptado de McGuire W, Clark G.?° Prognostic factors and treatment decisions in axillary

node negative breast cancer. New England Journal of Medicine 1992; 326: 1756

Tamanho tumoral (cm) Tamanho da amostra Sobrevida livre de doenga
(numero de pacientes) em 5 anos (%)

1-1,9 2.014 79
2-29 1.162 77
3-39 536 72
4-49 276 74
5-59 134 72

>6 144 57

Abner A. et al.?! estudaram uma coorte de 118 pacientes por um periodo de
134 meses. A sobrevida livre de doenga em 10 anos foi 96% em pacientes com
tumores com 1 cm ou menos e 72% para pacientes com tumores maiores de 1 cm (p
=0,001).

O papel do tamanho tumoral costuma ser importante ao ponto de ser um dos
critérios utilizados para a classificagdo TNM de estadiamento.? A tabela 2 evidencia
a classificacdo atual do estadiamento do tumor pelo tamanho de acordo com o

Instituto Nacional do Cancer.
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Tabela 2 — Classificacdo do tamanho do tumor no estadiamento TNM.?? Adaptado de

Instituto nacional do cancer (INCA). TNM — Classificagado dos Tumores Malignos 2014.

TX | O tumor primario ndo pode ser avaliado

TO | Nao ha evidéncia de tumor primario

Tis | Carcinoma in situ:
Tis (CDIS) Carcinoma ductal in situ
Tis (CLIS) Carcinoma lobular in situ

Tis (Paget) Doencga de Paget do mamilo sem tumor na mama

T1 | Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao.

T1mic Microinvasao de 0,1 cm ou menos em sua maior dimensao
T1a Com mais de 0,1 cm, até 0,5 cm em sua maior dimenséao
T1b Com mais de 0,5 cm, até 1 cm em sua maior dimensao

T1¢ Com mais de 1 cm, porém n&o mais de 2 cm em sua maior dimensao

T2 | Tumor com mais de 2 cm, porém nao mais de 5 cm em sua maior dimensao

T3 | Tumor com mais de 5 cm em sua maior dimensao

T4 | Tumor de qualquer tamanho com extensé&o direta a parede toracica ou a pele,
somente como descritos em T4a a T4d
Nota: A parede toracica inclui costelas, musculos intercostais, musculo serratil
anterior, mas nao inclui o musculo peitoral.

T4a Extensdo a parede toracica

T4b Edema (inclusive "pele de laranja” ‘peau d'orange’), ou ulceragéo da pele
da mama, ou nédulos cutaneos satélites confinados a8 mesma mama

T4c Ambos (T4a e T4b), acima

T4d Carcinoma inflamatério
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1.3. Tipo Histolégico

S&o reconhecidos variados tipos histologicos de cancer de mama. O tipo
histologico ductal responde pela maioria das neoplasias malignas da mama.?® O
segundo subtipo mais frequente € o lobular.?® Os tipos especiais que correspondem
ao medular, mucinoso, papilar e cribiforme apresentam menor prevaléncia.

Tradicionalmente, o tipo histolégico ductal tem a apresentagdo anatomo-
patolégica de células tumorais arranjadas em trabéculas de varios tamanhos ou
laminas sdlidas.?* Os focos de necrose s&o evidentes em alguns casos e podem ser
extensos. Citologicamente, as células do tumor variam daquelas mostrando um
pequeno desvio das células epiteliais mamarias normais até aquelas que exibem um
pleomorfismo celular marcante e atipia nuclear.?* A atividade mitética pode variar de
imperceptivel até marcante. A desmoplasia estromal é invisivel ou minima.?*

O tipo histolégico lobular constitui o segundo tipo mais frequente de cancer de
mama invasivo.??* A forma histoldgica classica de apresentagdo do carcinoma
lobular € caracterizada por pequenas células neoplasicas relativamente uniformes
que invadem unicamente o estroma. Estas células circundam o os ductos mamarios
como alvos. Os nucleos sao pequenos, mostram uma pequena variagdo no tamanho
e as figuras mitdticas s&o infrequentes.?* Uma pequena proporgdo das células do
tumor tem a conformagcdo em anel de sinete. Tanto o carcinoma lobular invasor
quanto o in situ apresentam a perda da molécula de adesdo E-caderina, devido a
mutacdes no gene que codifica esta proteina.?*

1.2 compararam 4.140 casos de carcinoma lobular infiltrativo com

Arpino et a
45.169 de ductal infiltrativo. Os autores concluiram que o padrdo lobular esta
associado com idade mais avancada, tamanhos tumorais maiores e tem maior

probabilidade de metastases para ovarios e sistema gastrointestinal. Entretanto, a
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sobrevida livre de doenga em 5 anos foi 85,7% para o lobular e 83,5% para o ductal,
ou seja, praticamente a mesma. Também ndo houve diferengca no risco de
comprometimento linfonodal.®

Chadha M et al** estudaram 263 pacientes com cancer de mama e
correlacionaram o tipo histolégico com o status axilar. Nao houve diferenca

estatisticamente significativa entre o tipo histolégico e a presenca de metastases nos

linfonodos axilares.

1.4. Grau de diferenciagdo histologica

O grau de diferenciagdo histologica mais utilizado pelos patologistas no
mundo é chamado NCHC (Nottingham Combined Histologic Grade), proposta por
Elston e Ellis.®® Trata-se de uma avaliagdo da formagdo tubular, caracteristicas
nucleares e indice mitético do tumor. Cada caracteristica recebe uma pontuacao

(tabela 3).

Tabela 3 — Graduac&o da diferenciagéo histoldgica proposta por Elston e Ellis.?

Formacgao tubular Pontos
Maioria do tumor (> 75%) 1
Moderada (10-75%) 2
Pouca ou nenhuma (<10%) 3

Pleomorfismo nuclear

Pequenos, regulares e uniformes 1
Aumento moderado do tamanho e da variabilidade 2
Marcada variagao 3
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Contagem mitética

0-11 1
12-22 2
>23 3

Se a pontuagao somar de 3 a 5 pontos, tem-se o grau histolégico 1. De 6 a 7
pontos, grau 2. Se a pontuacgao for 8 a 9 pontos, tem-se o grau histolégico 3.2 De
acordo com o grau de diferenciagao histolégica, os tumores sao classificados em:

Grau 1 — bem diferenciados

Grau 2 — moderadamente diferenciados

Grau 3 — pouco diferenciados

O grau de diferenciagao histolégica normalmente € discriminado no momento
da biopsia.%

Elston e Ellis aplicaram estes critérios em 1.831 pacientes e verificaram que
pacientes com tumores grau 1 tém sobrevida livre de doenga maior do que os de
graus 2 e 3.%°

Ja Frkovic-Grazio e Bracko?” estudaram uma amostra de 270 pacientes com
seguimento de 13 anos, verificando as seguintes percentagens de sobrevida livre de
doenca: grau 1 —96%, grau 2 —70% e grau 3 — 78%.

No estudo de Chadha M et al.** também houve diferenca estatisticamente
significativa entre o grau nuclear e a presenca de metastases nos linfonodos
axilares. Pacientes com tumores pouco diferenciados (grau 3) e moderadamente

diferenciados (grau 2) tiveram uma maior incidéncia de metastases nos linfonodos

axilares.
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1.5. Receptores Hormonais

O céncer de mama ¢é tradicionalmente considerado uma neoplasia
hormoniodependente.” Os estrogénios sdo reconhecidos como agentes
estimuladores da proliferagdo celular mamaria. O estradiol liga-se aos seus
receptores nas células epiteliais mamarias induzindo a producédo de fatores de
crescimento autdcrino.™

Sao reconhecidos dois tipos de receptores de estrogénio (RE): RE alfa e RE
beta. Ambos s&o transcritos por diferentes genes, localizados nos cromossomos 6 e
14, respectivamente.™

A avaliagdao dos RE no cancer de mama é preferencialmente realizada pela
imuno-histoquimica.28 Normalmente, se avalia somente a presenca do RE alfa, o
qual é considerado positivo quando a percentagem de células que o apresentem for
superior a 1%.

Estudos observacionais evidenciaram que casos de cancer de mama com RE
positivos costumam apresentar evolugcdo mais favoravel, com maior sobrevida livre
de doenga do que os com RE negativos. 29 Alguns estudos chegam a inferir que a
presenca dos RE seja, na verdade, um indicador de crescimento tumoral mais
lento.?

Os receptores de progesterona (RP) sdo codificados por um Unico gene.*® A
sua identificacdo também é realizada pelo painel imuno-histoquimico. Os RP sao
proteinas cuja sintese possivelmente é regulada pelos RE. A sua presenga indica
que os RE estdo presentes e funcionais.?**® Horwitz et al®' concluiram que
pacientes que expressam RP juntamente com RE apresentam maiores taxas de

resposta ao tamoxifeno e as outras terapias enddécrinas do que somente as que
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expressam RE. Niveis de RP mais elevados estdo associados a uma resposta maior
a hormonioterapia, um maior tempo de sobrevida livre de doenga e um maior tempo
de sobrevida global.*’

Apesar de tradicionalmente serem classificados como fatores preditivos, os
RE também podem ser considerados como fatores progndsticos.®®> O seu
enquadramento como fatores progndsticos reside no fato de que casos com RE
positivos costumam exibir evolugdo mais favoravel, com melhor sobrevida livre de
doenga do que os com RE negativos.13 A classificacdo dos receptores hormonais
como fatores preditivos remete a hormonioterapia. Os moduladores seletivos dos
receptores do estrogénio como tamoxifeno e inibidores da aromatase sao uma
importante ferramenta adjuvante no tratamento do cancer de mama. Estéo indicados
para as pacientes que apresentam positividade para os receptores hormonais nos
espécimes tumorais.

Um numero pouco significativo de pacientes apresenta negatividade para RE
e positividade para RP. Tal fenbmeno pode ser devido a um falso-negativo ao

determinar o status do RE. De qualquer forma, a terapia alvo com tamoxifeno ou

outras terapias endocrinas persistem indicadas nestes casos.*

1.6. HER-2 ou c-erb-B2

O HER-2 é um proto-oncogene localizado no brago longo do cromossomo 17.
Ele codifica uma proteina transmembrana com atividade intrinseca tosina quinase
homologa ao receptor de crescimento epidérmico.a'3 A deteccado do HER-2 pode ser
através da identificacdo da proteina de membrana pela imuno-histoquimica e analise

qualitativa por coloragédo. Os tumores podem ser classificados como 0 (auséncia de
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coloragdo de membrana), +1 (fracamente positivo), +2 (positividade intermediaria) e
+3 (fortemente positivo).*® Na pratica, considera-se como negativo para o HER-2
pacientes com auséncia de coloracdo ou fracamente positivo e como positivo para o
HER-2, pacientes com coloragcdo fortemente positiva. Amostras de espécimes
tumorais de pacientes com positividade intermediaria sdo encaminhadas para o teste
de amplificagdo génica por imunofluorescéncia. A definicdo deste teste comprovara
se a paciente sera considerada positiva ou negativa para o HER-2.

A expressdo do HER-2 esta associada a uma maior agressividade tumoral,
taxas de recidiva mais altas e maior mortalidade.®® Ross et al.** identificaram
redugao importante da sobrevida global em pacientes com superexpressédo do HER-
2 quando comparadas a pacientes sem expressao deste gene.

A expressao do HER-2 é considerada um fator preditivo. O desenvolvimento
de terapias-alvo com anticorpos monoclonais que se ligam ao HER-2 inibindo a
proliferagdo e o crescimento celular tornou o HER-2 um fator preditivo. A grande

droga representante desta classe é o trastuzumab.*®

1.7. Invaséo angiolinfatica

A invasao angiolinfatica é definida pelo achado de émbolos tumorais em
vasos sanguineos e/ou linfaticos a pelo menos um campo microscépico de grande
aumento de um dos limites do tumor.>®> A avaliacdo deve ser realizada nos tecidos
circundantes da neoplasia com cuidado especial na diferenciagao entre os artefatos
da lamina e os verdadeiros émbolos tumorais nos espacos linfovasculares.

Barth A. et al.*®, analisaram 918 pacientes com cancer de mama em Van

Nuys no estado americano da California entre 1979 e 1995. O objetivo foi associar
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dez fatores progndsticos e preditivos (tamanho do tumor, invasao linfovascular, grau
nuclear, fracdo de tumores em fase S, ploidia, possibilidade de palpagcdo do tumor
no exame fisico, idade da paciente, receptores hormonais, HER-2 e tipo histologico)
com a presencga de metastases no LS. Em relagdo as pacientes que apresentavam o
fator invasdo angiolinfatica presente no espécime tumoral, 46% das pacientes
apresentaram LS positivo para metastases e somente 19% apresentaram este
mesmo desfecho quando a invasdo angiolinfatica era ausente. Os autores
identificaram com fator preditor de metastases no LS a presengca de invasao
linfovascular (p = 0,0001).

Munzone et al.*” estudaram uma amostra de 3729 pacientes com metastases
na cadeia linfonodal. Os resultados identificaram que pacientes com invasao
angiolinfatica no exame anatomo-patolégico tiveram uma correlagéo positiva com a
presenca de metastases em 4 ou mais linfonodos na cadeia linfonodal axilar (p <
0,0001).

No estudo de Chadha M et al.*?, com amostra de 263 pacientes, também
houve diferenga estatisticamente significativa entre a presengca de invasao

angiolinfatica e a probabilidade de metastases nos linfonodos axilares (p < 0,001).

1.8. Subtipos moleculares

Uma nova classificagdo se baseia no perfil molecular do tumor.’®% A
amplificacdo do DNA dos principais genes do tumor pela técnica de microarrays
pode fornecer uma informacgao adicional sobre o comportamento tumoral. Pesquisas

com amostras cirurgicas foram capazes de detectar quatro perfis de expresséao

23



génica que transcrevem proteinas especificas do cancer de mama.***° Algumas
pacientes apresentavam amplificagdo de genes que transcrevem proteinas tipicas
das células epiteliais dos ductos mamarios e, portanto, superexpressam o0s
receptores hormonais. Estas pacientes foram classificadas como apresentando o
subtipo molecular luminal.®*® Ja as pacientes que superexpressavam genes
relacionados ao c-erb-B2 foram classificadas como subtipo HER-2. As pacientes que
apresentavam tumores que expressavam genes tipicos das células mioepiteliais,
como as citoqueratinas 5 e 6 por exemplo, foram classificadas como subtipo basal.
Ja as pacientes que apresentavam genes que codificam proteinas tipicas do

1.4 Estudos

parénquima mamario foram classificadas como subtipo norma
posteriores confirmaram que pacientes com subtipo molecular luminal tiveram maior
sobrevida global e tempo de sobrevida livre de doenc;a.41 Ja as pacientes com o
subtipo HER-2 tiveram um progndstico inferior ao luminal mas apresentavam um
fator preditivo de resposta a terapia alvo com trastuzumab. O subtipo basal teve o
pior prognostico com altos indices de recidivas locais e sistémicas e sem resposta a

nenhuma terapia-alvo. O subtipo normal persiste com um curso clinico heterogéneo

e com desfechos variaveis.

A descoberta desta nova classificagéo teve grande importancia cientifica na
categorizagao de risco da paciente com cancer de mama. No entanto, a técnica de
microarrays envolve custos mais elevados e técnicas apropriadas de biologia
molecular. Portanto, uma possibilidade de suposi¢cao do subtipo molecular é pela
realizagao da imuno-histoquimica.41 O painel imuno-histoquimico avalia basicamente
a expressao de antigenos nas células tumorais. Portanto, a superexpressao de
receptores hormonais na poderia classificar o tumor como subtipo luminal. Pacientes

com subtipo luminal e expressao reduzida do indice de proliferacdo celular Ki67
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(menor de 14%) sao classificadas como luminal-A. Pacientes com receptores
hormonais positivos e expressdo do Ki67 em 14% ou mais sdo classificadas como
luminal-B. A superexpressao de c-erb-B2 com negatividade dos receptores
hormonais classificam como subtipo HER-2. A positividade para os receptores
hormonais assim como a concomitante presenca de superexpressao do c-erb-B2
classifica o tumor como subtipo luminal-HER-2. A negatividade para receptores
hormonais e para o c-erb-B2 bem como a positividade para as citoqueratinas basais
5 e 6 classifica o tumor como subtipo basal. A expressdo de proteinas tipicas do
parénquima mamario classifica como subtipo mama normal. Estudos subsequentes
confirmaram que a imuno-histoquimica é uma boa ferramenta para estimar o perfil

molecular da neoplasia maligna da mama.*’
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3. OBJETIVOS

3.1. Principal

O estudo teve como objetivo principal correlacionar fatores clinicos,
patolégicos e imuno-histoquimicos que possam ser preditores do status do linfonodo

sentinela.

3.2. Secundarios

Os objetivos secundarios foram relacionar os fatores prognosticos idade da
paciente, tamanho do tumor, tipo histolégico, grau histolégico e invasao
angiolinfatica com a probabilidade de metastases no LS. Além dos fatores
prognoésticos, também foram objetivos secundarios relacionar fatores preditivos
como receptores hormonais, HER-2 e subtipos moleculares com a probabilidade de

metastases no LS.
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4. ARTIGO CIENTIFICO

FATORES PREDITORES DE POSITIVIDADE DO LINFONODO SENTINELA EM
PACIENTES COM NEOPLASIA MALIGNA DA MAMA

Burtet J, Zettler CG, Dorr DC, Rosa RF

Resumo

O céncer de mama é a neoplasia maligna mais frequente na populagao
feminina no estado do Rio Grande do Sul. Diversos fatores podem estar associados
ao prognostico desta neoplasia. Esta dissertacdo visa determinar os fatores
preditores de metastases no linfonodo sentinela de pacientes com neoplasia maligna
da mama. Trata-se de um estudo transversal que relaciona caracteristicas clinicas,
patoloégicas e imuno-histoquimicas do tumor com a probabilidade de metastases no
linfonodo sentinela no exame transoperatorio de congelagdo. Foram incluidas no
estudo 133 pacientes atendidas no hospital materno infantil Presidente Vargas de
Porto Alegre de 01 de janeiro de 2008 a 31 de dezembro de 2013. A média de idade
das pacientes com linfonodo sentinela positivo foi de 56,6 anos e com linfonodo
sentinela negativo foi de 58,8 anos. N&o houve diferenga estatistica entre o tamanho
do tumor e a probabilidade de metastases no linfonodo sentinela. O tipo histolégico
do tumor, o grau de diferenciagao histoldgica, os receptores hormonais, a presenga
do HER-2 e o subtipo molecular também nao apresentaram correlacdo com a
presenca de metastases no linfonodo sentinela. A presenga de invasao angiolinfatica
no espécime do tumor aumenta significativamente a probabilidade de positividade no
linfonodo sentinela. Pacientes com invasao angiolinfatica tém 80% a mais de
probabilidade de apresentar metastases no linfonodo sentinela em relagédo as
pacientes que nao apresentaram este achado (p = 0,001). A conclusao do estudo é
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gue o unico fator que apresenta correlagcao positiva com a ocorréncia de metastases

no linfonodo sentinela é a invasao angiolinfatica.

Palavras-chave
Cancer de mama. Linfonodo sentinela. Metastases. Tamanho tumoral. Receptores
hormonais. Tipo histolégico ductal. Tipo histologico lobular. Invasdo angiolinfatica.

Fatores prognosticos. Fatores preditivos.
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Abstract

Breast cancer is the most frequent malignant neoplasm in female women in Rio
Grande do Sul. Many factors can be associated with this neoplasm’s prognosis. This
dissertation aims to set the metastasis’s predictive factors in sentinel node in patients
with breast cancer. It's a ftransversal study that connect the tumor clinical,
pathological and imunoistochemestry features with metastasis’s probability in
sentinel node during the frozen biopsy. We included in this study 133 patients
attending the Presidente Vargas Hospital in Porto Alegre from 2008 to 2013. The
patients with positive sentinel node mean age was 56,6 years and the negative
sentinel node was 58,8. There was no significant statistic difference between tumor
size and the probability of metastasis in sentinel node. The histological variant, the
differentiation degree, the tumor hormone receptors status, the HER-2 status and the
molecular subtype didn’t have correlation with the presence of metastasis in sentinel
node. The angyolimphatic invasion  significantly increases the probability of
metastasis in sentinel node. Patients with angyolimphatic invasion have 80% more
chance to have sentinel node metastasis than patients without this condition (p =
0,001). This study’s conclusion is that the only factor associated with the probability

of metastasis in sentinel node is the angyolimphatic invasion.

Key-words
Breast cancer. Sentinel node. Metastasis. Tumor size. Hormonal receptors. Ductal
histological variant. Lobular histological variant. Angyolimphatic invasion. Prognostic

factors. Predictive factors.
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INTRODUGCAO

O Rio Grande do Sul representa o segundo estado com a maior incidéncia de
cancer de mama no Brasil segundo as estimativas recentes do Instituto Nacional do
Cancer (INCA)." Tendo em vista a elevada incidéncia desta neoplasia, esforcos
continuos das equipes de saude tém sido desenvolvidos para estimular a sua
prevencdo e o seu diagndstico precoce. Quando o diagnéstico for realizado, o
tratamento deve ser instituido de forma a oferecer o maximo de segurancga
oncoldgica com o minimo possivel de toxicidade e de sequelas.

Na grande maioria dos casos, a abordagem terapéutica inicial do cancer de
mama ainda é cirdrgica.>> Uma das técnicas cirdrgicas atuais consiste na ressecgdo
da por¢do da mama acometida pelo tumor, denominada cirurgia conservadora ou
setorectomia.? A outra técnica cirargica consiste na exérese completa da mama,
denominada mastectomia ou tratamento radical.® Ambas as técnicas sdo
acompanhadas da linfadenectomia axilar total ou da bidpsia transoperatéria do
linfonodo sentinela (LS).*

O LS é o primeiro a receber a drenagem linfatica da mama. A maioria dos LS
localiza-se na topografia da axila, uma vez que 97% da drenagem linfatica mamaria
ocorre pelos linfonodos axilares ipsilaterais.4 Dessa forma, dispensa-se a
linfadenectomia axilar nos casos em que o LS €& negativo e indica-se este
procedimento nos casos em que a biopsia € positiva para metastases.? A ocorréncia
de metastases no LS esta associada a doenga sistémica e a diminuicdo da

sobrevida global.>®

O status axilar € o fator prognoéstico de maior importancia no
risco de doencga sistémica.®
Alguns fatores prognosticos podem estar relacionados a presenga de
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metastases na cadeia linfonodal axilar. Conceitualmente, os fatores prognodsticos sao
caracteristicas inerentes a paciente ou ao tumor relacionados ao tempo de sobrevida
global e ao tempo de sobrevida livre de doenca.” Dessa forma, sdo importantes para
antever a histéria natural da doenga. Como exemplo podem ser citados a idade da
paciente, o tamanho do tumor, o tipo histoldgico, o grau de diferenciagéo histoldgica
e a presenca de invasao angiolinféztica.7

Os fatores preditivos também podem estar relacionados a presenca de
metastases na cadeia linfonodal axilar. Sdo0 denominados fatores preditivos todas as
caracteristicas tumorais que auxiliam na previsdo de sucesso com determinada
modalidade terapéutica.” S3o considerados fatores preditivos os receptores
hormonais, a presenca do HER-2 e os subtipos moleculares.” Os fatores preditivos
servem de alicerce para o desenvolvimento constante de terapias-alvo.8

A idade da paciente no momento do diagndstico do cancer de mama é

1.'° realizaram um estudo de coorte

considerado um fator progndstico.? Albain et a
historica com 8738 pacientes do banco de dados de San Antonio. Os desfechos
foram estudados em dois grupos: pacientes com 35 anos ou mais e pacientes com
menos de 35 anos. Os resultados evidenciaram que as pacientes com 35 anos ou
menos tiveram maior incidéncia de metastases linfonodais. A conclusao dos autores
foi que a idade jovem da paciente (35 anos ou menos) € um fator progndstico
isolado, estatisticamente significativo, para risco de recidiva e morte por cancer de
mama. Love R. et al."’ publicaram um estudo com uma amostra de 696 mulheres
pré-menopdausicas separadas em dois grupos (35 anos ou mais € menos de 35
anos). Os resultados ndo mostraram diferenga no risco de metastases linfonodais

em pacientes jovens e com 35 anos ou mais. Também ndo houve diferencga

estatistica no tamanho do tumor quando correlacionado com a idade. Entretanto,
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mulheres com menos de 35 anos tiveram um numero maior de tumores
indiferenciados (grau 3), maior numero de tumores com receptores hormonais
negativos e um aumento significativo de pacientes com tumores com
superexpressao do HER-2 ou c-erb-B2. O estudo também concluiu que o desfecho
mortalidade foi maior em pacientes com menos de 35 anos quando comparado as
pacientes pré-menopausa com 35 anos ou mais.

O tamanho do tumor persiste um importante fator prognéstico.9 Quanto maior
o tamanho tumoral, maior o risco de recidiva local apés o tratamento. A
probabilidade de metastases no LS e o risco de doenga sistémica também sao

maiores. Yuan N. et al'®

conduziram um estudo de caso-controle de janeiro de 2004
a janeiro de 2007 com o intuito de avaliar a sobrevida livre de doenga em pacientes
tratadas de cancer de mama e seguidas por 7 anos. As pacientes foram
estratificadas de acordo com as variaveis tamanho do tumor, status linfonodal, tipo
histologico e receptores hormonais. As variaveis tamanho do tumor e a presenca de
metastases no linfonodos axilares tiveram menor sobrevida livre de doenca em 7

anos. Abner A. et al.®

estudaram uma coorte de 118 pacientes por um periodo de
134 meses. A sobrevida livre de doengca em 10 anos foi 96% em pacientes com
tumores com 1 cm ou menos e 72% para pacientes com tumores maiores de 1 cm (p
= 0,001). Chada M. et al.'* realizaram um estudo com 263 pacientes e analisaram
fatores relacionados a probabilidade de metastases na cadeia linfonodal axilar. Os
resultados mostraram uma maior probabilidade de metastases axilares em pacientes
com tumores de 1 cm ou mais (p = 0,01)."

Os tipos histolégicos principais sdo o ductal e o lobular. Arpino et al.**

compararam 4.140 casos de carcinoma lobular infiltrativo com 45.169 de ductal

infiltrativo. Os autores concluiram que o padrao lobular esta associado com idade
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mais avangada, tamanhos tumorais maiores e tem maior probabilidade de
metastases para ovarios e sistema gastrointestinal. Entretanto, a sobrevida livre de
doenca em 5 anos foi 85,7% para o lobular e 83,5% para o ductal, ou seja,
praticamente a mesma. Também ndo houve diferenca no risco de comprometimento
linfonodal.

O grau de diferenciagdo histologica mais utilizado pelos patologistas no
mundo é chamado NCHC (Nottingham Combined Histologic Grade), proposta por
Elston e Elis.” Trata-se de uma avaliacdo objetiva da formagdo tubular,
caracteristicas nucleares e indice mitético do tumor. Os resultados publicados por
Chada M. et al.™ mostraram uma maior probabilidade de metastases axilares em
pacientes com tumores indiferenciados (p = 0,005).14 Elston e Ellis aplicaram estes
critérios em 1.831 pacientes e verificaram que pacientes com tumores grau 1 tém
sobrevida livre de doenga maior do que os de graus 2 e 3."® Frkovic-Grazio e
Bracko'” estudaram uma amostra de 270 pacientes com seguimento de 13 anos,
verificaram as seguintes percentagens de sobrevida livre de doenca: grau 1 — 96%,
grau 2 —70% e grau 3 — 78%.

Os receptores hormonais sao, tradicionalmente, um importante fator preditivo
de resposta a endocrinoterapia.8 Sao reconhecidos dois tipos de receptores de
estrogénio (RE): RE alfa e RE beta. Ambos s&o transcritos por diferentes genes,
localizados nos cromossomos 6 e 14, respectivamente.7 A avaliagdo dos RE no
cancer de mama ¢é preferencialmente feita pela imuno-histoquimica.'® Normalmente,
se avalia somente a presenca do RE alfa, o qual é considerado positivo quando a
percentagem de células que o apresentam for superior a 1%. Estudos
observacionais evidenciaram que casos com RE positivos costumam apresentar

evolugcao mais favoravel, com melhor sobrevida livre de doenca do que os com RE
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negativos. Alguns estudos chegam a inferir que a presenga dos RE seja, na
verdade, um indicador de crescimento tumoral mais lento."®

O HER-2 é um proto-oncogene localizado no brago longo do cromossomo 17.
Ele codifica uma proteina transmembrana com atividade intrinseca tosina quinase
homologa ao receptor de crescimento epidérmico.?’ As formas de detecgdo do HER-
2 podem ser através da deteccao da proteina de membrana pela imuno-histoquimica
através da analise qualitativa por coloragdo. Os tumores podem ser classificados
como 0 (auséncia de coloracdo de membrana), +1 (fracamente positivo), +2
(positividade intermediaria) e +3 (fortemente positivo).?’ A expressao do HER-2 esta
associada a uma maior agressividade tumoral, taxas de recidiva mais altas e maior

mortalidade.?’ Ross et al.?’

identificaram redugao importante da sobrevida global em
pacientes com superexpressdao do HER-2 quando comparadas a pacientes sem
expressao deste gene.

A invasdo angiolinfatica é definida pelo achado de émbolos tumorais em
vasos sanguineos e/ou linfaticos a pelo menos um campo microscépico de grande
aumento de um dos limites do tumor.?* A avaliacdo deve ser realizada nos tecidos
circundantes da neoplasia com cuidado especial na diferenciacédo entre os artefatos
da lamina e os verdadeiros émbolos tumorais nos espacos linfovasculares. Barth et
al.?® identificaram como fator preditor de metastases no LS a presenca de invasdo
linfovascular (p = 0,0001).

Uma nova classificagdo se baseia no perfil molecular do tumor.?*?®® A
amplificacdo do DNA dos principais genes do tumor pela técnica de microarrays
pode fornecer uma informagao adicional sobre o comportamento tumoral. Pesquisas

com amostras cirurgicas foram capazes de detectar quatro perfis de expresséo

génica que transcrevem proteinas especificas do cancer de mama.?®?® Algumas
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pacientes apresentavam amplificagdo de genes que transcrevem proteinas tipicas
das células epiteliais dos ductos mamarios e, portanto, superexpressam o0s
receptores hormonais. Estas pacientes foram classificadas como apresentando o
subtipo molecular luminal. Ja as pacientes que superexpressavam genes
relacionados ao c-erb-B2 foram classificadas como subtipo HER-2. As pacientes que
apresentavam tumores que expressavam genes tipicos das células mioepiteliais,
como as citoqueratinas 5 e 6 por exemplo, foram classificadas como subtipo basal.
Ja as pacientes que apresentavam genes que codificam proteinas tipicas do
parénquima mamario foram classificadas como subtipo mama normal.?® Estudos
posteriores confirmaram que pacientes com o subtipo molecular luminal tiveram
melhor sobrevida global, tempo livre de doenca e resposta a terapia alvo com
tamoxifeno.?” Ja as pacientes com o subtipo HER-2 tiveram um progndstico inferior
ao luminal mas apresentavam um fator preditivo de resposta a terapia alvo com
trastuzumab. O subtipo basal teve o pior prognostico com altos indices de recidivas
locais e sistémicas e sem resposta a nenhuma terapia-alvo. O subtipo normal

persiste com um curso clinico heterogéneo e com desfechos variaveis.

A descoberta desta nova classificagéo teve grande importancia cientifica na
categorizagao de risco da paciente com cancer de mama. No entanto, a técnica de
microarrays envolve custos mais elevados e técnicas apropriadas de biologia
molecular. Portanto, uma possibilidade de suposi¢cao do subtipo molecular é pela
realizacdo da imuno-histoquimica.27 O painel imuno-histoquimico avalia basicamente
a expressao de antigenos nas células tumorais. Portanto, a superexpressédo de
receptores hormonais na poderia classificar o tumor como subtipo luminal. Pacientes
com subtipo luminal e expressao reduzida do indice de proliferacdo celular Ki67

(menor de 14%) sao classificadas como luminal-A. Pacientes com receptores
42



hormonais positivos e expressao do Ki67 em 14% ou mais sao classificadas como
luminal-B. A superexpressdo de c-erb-B2 com negatividade dos receptores
hormonais classificam como subtipo HER-2. A positividade para os receptores
hormonais assim como a concomitante presenca de superexpressao do c-erb-B2
classifica o tumor como subtipo luminal-HER-2. A negatividade para receptores
hormonais e para o c-erb-B2 bem como a positividade para as citoqueratinas basais
5 e 6 classifica o tumor como subtipo basal. A expressado de proteinas tipicas do
parénquima mamario classifica como subtipo mama normal. Estudos subsequentes
confirmaram que a imuno-histoquimica é uma boa ferramenta para estimar o perfil

molecular da neoplasia maligna da mama.?’

MATERIAIS E METODO

Delineamento do Estudo

Este é um estudo transversal, portanto, a medida de associagao utilizada foi a

razao de prevaléncias.
Populagao em estudo

Todas as pacientes que tiveram diagnéstico de cancer de mama e que foram
submetidas a bidpsia do LS no periodo de 01 de Janeiro de 2008 a 31 de Dezembro
de 2013 no Hospital Materno Infantil Presidente Vargas de Porto Alegre, RS. Ao
total, 133 pacientes foram tratadas nesta instituicdo no intervalo de tempo
discriminado. O caélculo da amostra foi baseado em trabalhos que encontraram

significancia estatistica com nimero semelhante de pacientes.">"*
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Critérios de inclusao

Foram incluidas na pesquisa todas as pacientes com diagndstico histolégico
de carcinoma infiltrante (componente invasor) de mama que foram submetidas a

biépsia do LS, no periodo de 01 de Janeiro de 2008 a 31 de Dezembro de 2013.

Critérios de exclusao

- Pacientes com diagnéstico de carcinoma in situ (auséncia do componente invasor
na bidpsia);
- Pacientes submetidas a tratamento neoadjuvante;

- Pacientes com prontuarios incompletos;

- Pacientes masculinos.

Coleta de Dados

A coleta dos dados foi realizada através de revisao de prontuario. Foram
coletados dados referentes as caracteristicas clinicas das pacientes e aos resultados
da avaliagdo anatomopatoldgica e imunoistoquimica do tumor primario e do LS. Séo
eles: idade da paciente; tamanho do tumor; tipo histologico; grau de diferenciagcéo
histoldgica; positividade para os receptores hormonais; positividade para o HER-2;
invasdo angiolinfatica e subtipo molecular. Além destas caracteristicas, foram
coletados dados referentes ao status do LS no exame transoperatorio de

congelacao.

ASPECTOS ETICOS

Este trabalho foi moldado mediante os critérios da resolugao 196/96 do CNS

que integra ao ordenamento juridico brasileiro o0s principios bioéticos
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internacionalmente consagrados para pesquisa em humanos. O projeto da pesquisa
foi submetido & analise do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Materno

Infantil Presidente Vargas e aprovado na sua integra.

ANALISE ESTATISTICA

Foram construidos bancos de dados nos programas Excel 6.0 e SPSS
versao 12.0 para Windows. As variaveis idade da paciente, tipo e grau histolégico do
tumor, tamanho tumoral, invasdo angiolinfatica, subtipo molecular, presenga do
HER-2 e tipo de receptor hormonal foram cruzadas com a variavel status do LS. O
teste estatistico aplicado foi o teste t de Student nas variaveis idade versus status do

LS e o teste qui-quadrado nas demais variaveis categoricas versus status do LS.

RESULTADOS

Ao total, 133 pacientes foram incluidas no estudo. A amostra foi dividida em
dois grupos: 57 (42,9%) tiveram o diagndstico de positividade para metastases no
LS e 76 (57,1%) apresentaram LS livre de metdstases no momento da cirurgia. Os
grupos foram avaliados e comparados em relagédo aos fatores prognosticos: idade da
paciente, tamanho do tumor, tipo histoldgico, receptores hormonais, presenca do

HER-2, invasao angiolinfatica e subtipo molecular.
Idade da paciente

Foram relacionadas as variaveis idade da paciente e status do LS. A média

de idade encontrada nas pacientes com LS positivo para metastases foi 56,6 anos
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(d.p. 13,02). Ja a média de idade das pacientes com LS negativo para metastases
foi 58,8 anos (d.p. 10,59). Os resultados nao alcangaram significancia estatistica (p =
0,289). Desta forma, o fator idade da paciente n&do foi considerado um fator preditor

de positividade para mestastases no LS.

Tamanho do tumor

Das 133 pacientes incluidas no estudo, 45 apresentavam tumores de
tamanho menor ou igual a 2 cm. Destas, 31 (68,8%) apresentaram LS negativo para
metastases e 14 (31,2%) apresentaram positividade para metastase no LS (grafico
1). A razdo de prevaléncias entre LS positivo e LS negativo em pacientes com
tumores de tamanho menor ou igual a 2 cm foi 0,46 (p = 0,066).

Do total de pacientes, 74 apresentavam tumores de tamanhos variando entre
2 e 5 cm. Destas, 34 (46%) apresentaram metastases no LS e 40 (54%) nao
apresentavam metastases no LS.

As 14 pacientes restantes tinham tumores maiores de 5 cm no momento do
diagnostico. Destas, 9 (64,2%) apresentavam metastases no LS e 5 (35,8%)
apresentaram LS negativo para metastases, sendo a razdo de prevaléncias igual a
1,8 (p = 0,066). Desta forma, pode-se inferir que pacientes com tumores de tamanho
maior de 5 cm tiveram quase duas vezes mais de chance de apresentar LS positivo
para metastases do que negativo e os resultados quase alcangaram significancia

estatistica.
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Grafico 1 - Tamanho do tumor versus status do LS.
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Tipo histolégico

Do total da amostra, 118 apresentaram o subtipo histolégico ductal. Destas,
51 (43,2%) apresentaram LS positivo e 67 (56,8%) apresentaram LS negativo
(grafico 2), alcangando uma razao de prevaléncias de 0,76 (p = 0,286). O subtipo
lobular foi encontrado em 12 pacientes, sendo que 6 (50%) apresentaram LS
positivo e 6 (50%) LS negativo. Somente 3 pacientes apresentaram subtipos

histoldgicos especiais e todas elas tiveram LS negativo (100%).

Grafico 2 — Tipo histolégico do tumor versus status do LS.
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Grau histolégico

O grau de diferenciagéo histologica é dividido em trés categorias de acordo
com achados anatomo-patolégicos. Os tumores bem diferenciados sao classificados
como grau 1, os moderadamente diferenciados sdo alocados como grau 2 e os
tumores indiferenciados séo classificados como grau 3. Na amostra deste estudo,
14 pacientes apresentaram tumores bem diferenciados (grau 1). Destas, 4 (28,6%)
tiveram LS positivo e 10 (71,4%) tiveram LS negativo (Tabela 1). Foram encontradas
60 pacientes com tumores moderadamente diferenciados (grau 2). Destas, 30 (50%)
apresentaram LS positivo e 30 (50%) apresentaram LS negativo. 46 pacientes
apresentaram tumores indiferenciados (grau 3), sendo que 21 (45,7%) apresentaram
LS positivo e 25 (54,3%) tiveram LS negativo. Em 13 pacientes nao foi encontrado o

grau de diferenciagao histolégica.

Tabela 1 — Grau de diferenciagao histoldgica versus status do LS.

LS positivo LS negativo
Grau 1 28,6% 71,4%
Grau 2 50% 50%
Grau 3 45,7% 54,3%
Sem informacgao 15,4% 84,6%

A analise estatistica evidencia que ndo houve diferencga significativa (p = 0,87)

entre tumores indiferenciados e a presenca de metastases no LS.

Receptores hormonais

Os receptores hormonais (estrogénio e progesterona) do espécime tumoral

foram obtidos através de analise imuno-histoquimica. Ao total, 104 pacientes tiveram
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positividade para os receptores hormonais, sendo que 45 (43,3%) tiveram LS
positivo e 59 (56,7%) LS negativo. 20 pacientes tinham receptores hormonais

negativos, sendo que o LS foi positivo em 8 (40%) delas e negativo em 12 (60%).

HER-2

Das 133 pacientes incluidas no estudo, 25 apresentaram positividade para o
HER-2. Destas, 15 (60%) tiveram LS positivo e 10 (40%) LS negativo. Ao total, 99
pacientes tiveram HER-2 negativo, sendo que 38 (48,4%) apresentaram LS positivo
e 61 (61,6%) LS negativo. Em 9 pacientes, ndo havia informagdes registradas em

prontuario sobre o status do HER-2.

Tabela 2 — HER-2 versus status do LS (RP = razéo de prevaléncias).

LS positivo LS negativo RP
HER-2 positivo 60% 40% 1,5
HER-2 negativo 48,4% 61,6% 0,62

Observando as razbes de prevaléncia na tabela, pacientes com tumores
HER-2 positivo apresentam 1,5 vezes mais chance de apresentar LS positivo.

Entretanto, o resultado nao alcangou significancia estatistica (p = 0,148).

Invasao angiolinfatica

Foi identificada a presenca ou a auséncia de invasdao dos compartimentos
linfovasculares nos espécimes cirurgicos das pacientes. Em 45 pacientes havia

invasdo dos espacgos linfovasculares e em 68 a invasdo era ausente. Das 133
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pacientes incluidas no estudo, 20 ndo tinham informacdes sobre a presenca de
invasdo linfovascular. Das 45 pacientes com invasdo angiolinfatica positiva, 29
(64,5%) tiveram LS positivo e 16 (35,5%) tiveram LS negativo. Das 68 com invasao
angiolinfatica ausente, 23 (33,8%) apresentaram LS positivo e 45 (66,2%) LS

negativo.

Tabela 3 — Invasao angiolinfatica versus status do LS (RP = raz&do de prevaléncias).

LS positivo LS negativo RP
Invasao angiolinfatica 64,5% 35,5% 1,81
presente
Invasao angiolinfatica 33,8% 66,2% 0,51
ausente

Das pacientes com invasdo angiolinfatica presente, ha um aumento de 1,8
vezes de taxa de positividade do LS. Os resultados mostraram significancia

estatistica para este parametro (p = 0,001).

Subtipo molecular

Os perfis moleculares foram avaliados de acordo com os dados imuno-
histoquimicos dos espécimes tumorais de cada paciente. Foram classificadas em
luminal-A, luminal-B, luminal-HER-2, HER-2, basaloide e normal. Das 133 pacientes
alocadas no estudo, 22 nao tinham as informag¢des quanto ao subtipo molecular nos
prontuarios. Das pacientes que apresentavam o subtipo molecular na imuno-
histoquimica, 57 eram classificadas como luminal-A, sendo que 25 (43,9%) tiveram
LS positivo e 32 (56,1%) negativo (Tabela 4). 27 pacientes apresentavam o subtipo

molecular luminal-B na imuno-histoquimica, sendo em 14 (51,8%) pacientes o LS foi
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positivo e em 13 (48,2%) o LS foi negativo. O subtipo luminal-HER-2 foi encontrado
em 7 pacientes, sendo o LS positivo em 3 (42,9%) e negativo em 4 (57,1%) delas. O
subtipo HER-2 foi encontrado em 6 pacientes, sendo o LS positivo em 4 (66,7%)
delas e negativo em 2 (33,3%). A razdo de prevaléncias nesta situagéo foi 2, o que
poderia sugerir um aumento de risco em 2 vezes probabilidade de risco de
positividade do LS nas pacientes com subtipo molecular HER-2. Entretanto, os
resultados n&o atingiram significancia estatistica (p = 0,57). 9 pacientes
apresentaram o subtipo basaloide na imunoistoquimica, ndo somente pelo achado
de negatividade para receptor de estrogénio, progesterona e HER-2 mas pela
presenca das citoqueratinas 5 e 6 no espécime. Destas, 3 (33,3%) apresentaram LS
positivo e 6 (66,7%) LS negativo. O subtipo normal foi encontrado em apenas 5
pacientes, sendo que o LS foi positivo em 1 (20%) delas e negativo em 4 (80%).

Tabela 4 — Subtipo molecular versus status do LS.

LS positivo LS negativo

Luminal-A 43,9% 56,1%
Luminal-B 51,8% 48,2%
Luminal-HER-2 42,9% 57,1%
HER-2 66,7% 33,3%
Basaloide 33,3% 66,7%
Normal-like 20% 80%

Sem informacgao 15,4% 84,6%

DISCUSSAO

A amostragem das pacientes foi obtida por conveniéncia de acordo com os
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registros em prontuarios meédicos das pacientes atendidas no Hospital Materno
Infantil Presidente Vargas de Porto Alegre. O calculo do tamanho amostral previa
inicialmente 200 pacientes. Entretanto, foram incluidas 133 pacientes no estudo por
auséncia de registros de mais pacientes no referido hospital. O tamanho amostral de
200 havia sido calculado de acordo estudos prévios que evidenciaram resultados
estatisticamente significativos com inclusdo deste numero de pacientes. Acreditamos
que pelo tamanho amostral nao ter alcangado um numero previsto, podemos ter tido

vieses nos resultados do estudo.

A presenca de invasao angiolinfatica provou ser um fator preditor importante
de positividade do LS neste estudo. A presenca de invasido dos espagos
linfovasculares aumenta em 1,8 vezes o risco de metastases no LS (p = 0,001). Este
resultado ratifica as conclusdes de Barth A. et al. e de outros autores previamente

citadas na introdugéo deste artigo.

A auséncia de correlagao positiva entre o tipo histolégico e a probabilidade de
metastases no LS também é compativel com a literatura. Nao houve maior
probabilidade estatisticamente significativa de metastases no LS em pacientes com

tipo ductal ou lobular.

Diferentemente dos estudos encontrados na literatura, a idade da paciente
nao apresentou correlagdo com a probabilidade de metastases no LS. Uma hipotese
para este achado ser divergente pode ser a demora e a dificuldade de acesso a rede
terciaria de atendimento no Brasil. Dessa forma, pacientes com 35 anos ou mais
poderiam também ter maior chance de metastases no LS por piora no prognostico

associada ao tempo de espera na rede basica de saude.
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O tamanho do tumor, um dos reconhecidos fatores de impacto no
progndstico, também nao teve significancia estatistica no presente estudo. O mesmo
se aplica para o grau de diferenciagao histologica. A justificativa para estes achados
também pode estar relacionada ao tempo de espera para o acesso da paciente ao
hospital. Outro possivel fator que possa estar relacionado a estes resultados
divergentes € a variabilidade de interpretacdo interpatologistas. Tendo em vista a
auséncia de servico de anatomia patolégica no Hospital Materno Infantil Presidente
Vargas, os espécimes tumorais sdo enviados aleatoriamente a, pelo menos, dois
servigos diferentes. Muitas vezes a variagdo interpatologista na mensuragao e
interpretacdo do grau de diferenciacdo histologica pode contribuir para as
divergéncias nos resultados. De fato, a interpretacdo do pleomorfismo nuclear,
especialmente a diferenciagcao entre o aumento moderado do tamanho /variabilidade
das células e marcada variagao pode ter subjetividade na analise. O mesmo é valido

para a diferenciagao entre a analise percentual de formacdes tubulares do tumor.

Os fatores preditivos receptores hormonais e HER-2 também nao tiveram
correcado com a presenca de metastases no LS. Esta divergéncia em relagdo aos
estudos descritos previamente talvez se devam as diferenga nas analises
imunoistoquimicas entre os laboratérios de anatomia patolégica em que os
espécimes sao enviados. Esta diferenga pode ser mais pronunciada na analise do
HER-2, visto que a interpretacdo por analise qualitativa da coloracdo pode ser
subjetiva. A classificacdo da coloragao para o HER-2 em 0 (auséncia de coloragao
de membrana), +1 (fracamente positivo), +2 (positividade intermediaria) e +3

(fortemente positivo) pode variar interexaminador.

Os subtipos moleculares nao foram comprovados como fatores preditores de
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positividade do LS no presente estudo. Os achados também séo divergentes da
literatura. A justificativa pode estar relacionada ao método que foi empregado para a
analise das assinaturas genéticas. Conforme os trabalhos de Perou et al., a forma
indicada de deteccdo do subtipo molecular do tumor deve ser pela técnica de
microarrays. Em todas as pacientes amostradas a técnica utilizada foi a
imunoistoquimica, método que nao € considerado padrao-ouro para esta avaliagao.

Talvez a diferenga encontrada seja relacionada ao método empregado.

CONCLUSOES

O céancer de mama persiste um problema grave de saude publica pela alta
prevaléncia e pela morbidade associada ao seu tratamento. O principal parametro
relacionado ao mau prognostico é a presenca de metastases no LS da cadeia
linfonodal axilar. Alguns fatores clinicos e patolégicos podem estar relacionados com
a positividade do LS. Na amostra de 133 pacientes incluidas neste estudo, nao
houve associacio entre fatores clinicos e imunoistoquimicos com a probabilidade de
metastases no LS. Entretanto, um dos fatores patolégicos aumenta
significativamente a probabilidade de metastases no LS. Trata-se da presenga de

invasao angiolinfatica.

Em relagdo aos objetivos secundarios, os fatores progndsticos idade da
paciente, tamanho do tumor, tipo histolégico e grau de diferenciagao histolégica nao
tiveram relagdo com a probabilidade de metastases no LS. O unico fator progndstico
que demonstrou significancia estatistica foi a presenga de invasédo angiolinfatica no

exame anatomo-patoldégico do tumor. A presenga de invasao angiolinfatica aumenta
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em 1,8 vezes a probabilidade de metastases no LS. Os fatores preditivos receptores
hormonais, presenca do HER-2 e subtipo molecular ndo apresentaram significancia

estatistica com a probabilidade de metastases no LS no presente estudo.
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5. ANEXOS

5.1. FICHA DE COLETA DE DADOS

N° prontuario:

Idade: anos

1. Tamanho do tumor:
(1) =2 cm
(2) 2-5cm
(3)>5cm

2. Tipo histolégico:
(1) Carcinoma ductal invasor
(2) Carcinoma lobular invasor

(3) Outros

3. Grau histolégico:
(1) grau 1
(2) grau 2
(3) grau 3
(4)

4) Sem informagao

4. Receptores hormonais:

(1) Positivos
(2) Negativos

(3) Sem informacéo

5. Her-2:
(1) Positivo
(2) Negativo

(3) Sem informacgao

6. Invasao angiolinfatica:

(1) Presente
(2) Ausente

(3) Sem informacgéo

7. Subtipo molecular:
(1) Luminal A
(2) Luminal B

(3) Luminal-HER-2
(4) HER-2

(5) Basaloide

(6) Normal

(7)

7) Sem informacéao

8. Linfonodo sentinela:

(1) Negativo
(2) Positivo
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5.2. REVISTAS PARA AS QUAIS SERA ENVIADO O TRABALHO:
- Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia (RBGO).

- Revista Brasileira de Mastologia.
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