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Resumo

Neste trabalho avaliamos a frequéncia da detecgdo de células tumorais em medula 6ssea,
através da bidpsia com exame anatomopatoldgico e técnica de imuno-histoquimica utilizando
CK-19, nas pacientes com diagndstico de cancer de mama, assim como correlacionar 0s casos
positivos com estudo morfolégico da medula 6ssea, com critérios histopatoldgicos e perfil
imuno-histoquimico dos tumores primarios. Biopsias de medula 6ssea foram obtidas de 32
pacientes do sexo feminino com cancer de mama. As amostras foram processadas dentro da
rotina para microscopia de luz, coradas pela técnica do H&E, Tricromico de Gomory e
Reticulina, assim como complementada com técnica de imuno-histoquimica utilizando a
Citoqueratina 19 como imunomarcador, além de correlacionada com o perfil imuno-
histoquimico e caracteristicas morfoldgicas do tumor priméario. Dentre 0s nossos resultados a
3% das 32 pacientes tiveram positividade na medula éssea para CK-19 indicando presenca de
metastases. Foi observada uma relacdo direta entre a positividade para CK19 e presenca de
fibrose na medula, podendo este Gltimo corresponder a um critério indireto morfoldgico
indicador de infiltracdo medular. Nenhuma associacdo foi encontrada entre a positividade da
medula e tamanho do tumor primario, receptor de estrégeno e progesterona, expressao de
HER2/neu, p53, Ki67, CD 34, além da idade da paciente, etnia, tipo de procedimento
cirtrgico, mama acometida e local do tumor. Em nossa série concluimos 3% de positividade
para micrometastases, ndo havendo associacdo estatistica com os critérios de agressividade
tumoral como: tamanho do tumor, grau histologico, grau nuclear, receptores hormonais
(RE/RP), expressdo do HER2/neu, reafirmando os dados da literatura, enfatizando a
necessidade de avaliar a medula 6ssea das pacientes com cancer de mama como procedimento
de rotina. A presenca de fibrose na medula teve significancia estatistica, podendo a mesma
ser utilizada como critério indireto de avaliacdo de infiltragdo medular, sugerindo que os
resultados das biopsias foram legitimos, podendo esta técnica ser utilizada na pratica clinica

para pesquisas de micrometastases na MO.

Palavras-chaves: Neoplasias de mama. Medula 6ssea. Metastases.



Abstract

In this study evaluated the frequency of detection of tumor cells in bone marrow by biopsy
and immunohistochemical techniques using CK-19, in patients with breast cancer, as well as
the positive cases correlate with morphological study of bone marrow, with histological
pathological criteria and immunohistochemical rendered a profile of primary tumors. Bone
marrow biopsies were obtained from 32 female patients with breast cancer. The samples were
processed in the routine light microscopy, stained by H & E, trichrome Gomory and
Reticulin, as complemented with a immunohistochemical techniques using cytokeratin 19 as a
imuno marker, and correlated with immunohistochemical es profile and morphological
characteristics of the primary tumor. 3% of the 32 patients had positive bone marrow CK-19
indicating the presence of metastases. We observed a direct relationship between positivity for
CK19 and fibrosis in the marrow, which may correspond to a morphological criterion, an
indirect indicator of marrow infiltration. Additionally observed were, correlations between
positive marrow and primary tumor size, estrogen receptor and progesterone expression of
HER2/neu, p53, Ki67, CD 34, and the patient's age, ethnicity, type of surgical procedure,
breast involved and tumor site, these observation revealed no association found. In our study
we conclude 3% positive for micro-metastases, there was no statistical association with tumor
aggressiveness criteria such as tumor size, histological grade, nuclear grade, hormone receptor
(ER / PR), HER2/neu expression, reaffirming the literature, emphasizing the need to evaluate
the bone marrow of patients with breast cancer as a routine procedure. The presence of
marrow fibrosis was statistically significant, since it can be used as an indirect assessment
criteria for marrow infiltration suggesting, that the biopsy results were legitimate, this

technique can be used in clinical research for micro-metastases in MO.

Keywords: Breast Neoplasms. Bone Marrow. Metastases.
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1. INTRODUCAO

Cancer é uma neoplasia maligna que corresponde a mais de 100 tipos de doencas, que
cursam com a multiplicacdo desordenada de células, comprometendo inicialmente alguns
tecidos e orgdos, podendo ter capacidade de disseminacdo por todo o corpo do individuo
(INCA, 2013).

Céncer de mama é uma doenca em que ocorre proliferacdo celular da mama,
predominantemente feminina, e que compromete a autoimagem da mulher e
consequentemente sua autoestima.

E a segunda neoplasia maligna mais frequente na populacdo feminina mundial e
corresponde a principal causa de morte por doenca neoplasica em mulheres em nosso pais
(INCA, 2013).

De acordo com a International Agency for Research on Cancer/WHO (AJCC), em
2008 foram registrados 40.481 6bitos por cancer de mama nos Estados Unidos e 12.573, no
Brasil, apresentando assim, uma alta taxa de morbimortalidade (AJCC, 2011).

Torna-se muito evidente, que se trata de uma doenga com grande frequéncia mundial e
com altos indices de mortalidade, devendo ser tratada como doenca de grande importancia
para a saude publica.

Cerca de 50% das pacientes tratadas cirurgicamente, e com aparente cura apds a
cirurgia, apresentam recidiva tumoral dentro de um periodo de cinco anos. Esta recidiva pode
surgir sob a forma de metéstase, sendo este, o principal elemento responsavel pela
mortalidade destas mulheres (BISCHOFF et al, 2003; WEIGELT et al, 2005; BRAUN et al,
2000).

E considerada uma doenca sistémica, heterogénea, com alta probabilidade de
disseminacéo, estando a sobrevida das pacientes diretamente relacionadas com o diagnostico
precoce e o mais “localizado” possivel, sendo importante a busca de provaveis sitios
comprometidos no inicio da investigagdo (LESTER, 2006).

Mesmo em momentos iniciais de crescimento, as células tumorais podem comecar a
migrar pelo tecido conjuntivo perineoplésico, fazendo modificacBes estruturais no estroma e
com isso, atingir as correntes linfaticas e sanguineas mais proximas (KUMAR, V; ABBAS,
AK; FAUSTO, N 2006), gerando uma probabilidade de metastases, mesmo quando
diagnosticado em estadio precoce (LALLE et al, 2000; GAFORIO et al, 2003).
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As principais vias de metéstases do cancer de mama é a via linfatica e hematogénica,
sendo atualmente a avaliacdo de linfonodos axilares, aceita como o melhor indicador de
doenca sistémica. A via linfatica é a mais intensamente estudada, embora aproximadamente
30% das pacientes que ndo tém comprometimento de linfonodos axilares, apresentam
posteriormente recidiva tumoral ou mesmo metastases a distancia (DIEL et al, 1996).

Alguns estudos tém demonstrado a presenca de células tumorais em medula dssea de
pacientes com cancer de mama, assim como ficou demonstrado que a evidéncia de células
malignas neste tecido, esta associada a diminui¢do de sobrevida (GUILIANO, 2011), o que
consequentemente representa um fator que tem relevancia clinica.

E necessario também ressaltar que ndo ha correlagio entre o “status” da medula 6ssea
com o linfonodal, podendo a medula estd comprometida enquanto os linfonodos estdo
negativos, favorecendo a hip6tese que o0s mecanismos de disseminacdo linfatica e
hematogénica sdo diferentes e independentes (SUKAMAL, 2009), o que possivelmente
justifica a deteccdo de células malignas a distancia, mesmo em pacientes com linfonodos
axilares negativos.

Assim, uma possibilidade de avaliagcdo é a deteccdo de células tumorais na medula
0ssea, células essas que tiveram disseminagdo por via sanguinea, e que poderdo corresponder
a um indicador de comprometimento ndo s6 em linfonodos axilares, como também, de
metastases a distancia (ABREU E, KOIFMAN S, 2002).

A medula déssea é um 6rgdo gelatinoso distribuido ao longo das cavidades 6sseas de
todo o organismo, tem funcdo hematopoiética e renova continuamente as células sanguineas
senescentes. Este processo de renovacdo envolve o aprisionamento de células circulantes
envelhecidas ou mesmo células de origem ndo hematopoiética, para que sofram o processo de
apoptose e possam ser fagocitadas (WICKRAMASINGHE, 1997).

As células malignas sdo destituidas do mecanismo apoptético, ndo permitem
autodestruicdo e continuam retidas na medula, criando um meio necessario a sua
sobrevivéncia e transformando este tecido em um sitio metastatico (IOACHIM, 2000).

A maioria dos 6rgdos é sensivel a deteccdo dos tumores secundarios por métodos de
imagens, como por exemplo, cintilografias, ressonancia magnética e outros, onde séo obtidos
dados complementares macroscopicos para fazer o estadiamento tumoral. O mesmo ndo

ocorre com a medula 6ssea, que necessita de métodos microscdpicos para ser avaliada.
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O exame da medula dssea possibilita a detecgdo de células neoplasicas disseminadas
antes mesmo do aparecimento das metastases clinicas. Representa um tecido de acesso
relativamente facil, permite um procedimento com risco minimo de complicacfes, e ainda
podera corresponder a um indicador de metastases.

A presenca confirmada de células malignas na medula 6ssea no momento inicial do
diagnostico pode ter grande significado no seguimento das pacientes e antecipar medidas
terapéuticas na tentativa de combater a verdadeira responsavel pelos obitos: a metastase do
cancer de mama.

Assim sendo, este trabalho visa ressaltar a avaliacdo da medula 6ssea como mais um

método complementar no estadiamento do cancer de mama.
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2. REVISAO DA LITERATURA
Neste estudo realizamos revisdo de literatura de todo o contexto do cancer de mama

com metastases em medula éssea.

2.1 HISTOLOGIA DA MAMA

A mama humana é uma glandula sudoripara modificada, com funcdo de prover
nutrientes a uma prole, garantindo assim a preservacao da espécie (TAVASSOLLI, 1992).

Esté representada histologicamente por aproximadamente vinte seguimentos ou lobos,
onde cada lobo € drenado por um ducto coletor, os quais convergem para um ducto terminal
maior, localizado no mamilo (Figura 1A). Cada lobo é circundado por tecido conjuntivo e
subdividido em varios lébulos (Figura 3A) (Figura 3B) (McCARTY, K; NATH, M; 1997).

O l6bulo constitui a unidade estrutural basica da mama e € delimitada por um tecido
conjuntivo denso relativamente espesso. Ele se subdivide em dez a cem alvéolos, os quais se
encontram circundados por uma membrana basal verdadeira que se estende até os ductos
coletores (McCARTY, K; NATH, M; 1997).

O sistema ductal constitui o sistema funcional da mama, que se apresenta permeado
por estroma fibroadiposo (Figura 2B). Com excec¢do de um seguimento do ducto coletor do
mamilo que é delineado por epitélio escamoso, todo o sistema ductal é revestido por uma
camada dupla celular (Figura 1B): uma camada interna epitelial secretora (que ira efetivar a
producdo lactea) e uma camada externa que sdo células mioepiteliais responsaveis pela
contragdo ductal e ejecdo do leite (Figura 2A) (TAVASSOLI, 1992).

A atividade proliferativa da porcdo terminal é considerada uma caracteristica
fisiolégica da glandula mamaria, para que haja um desenvolvimento normal durante a
gestacdo e lactacdo. As células dessa unidade, predominantemente as que revestem a luz do
ducto, ou seja, as células epiteliais da camada interna, sdo as que mais frequentemente se
dividem, se multiplicam, e se diferenciam para compor o0 seu proposito fisioldgico.
Consequentemente, sdo as células mais sensiveis a erros de divisdo celular, podendo gerar as
neoplasias (ROSEN, 1997).

Assim 0 processo neoplasico mamario tem origem mais frequentemente nas células
luminais, da camada interna ductal, do que das células da camada externa, também chamadas

células basais e que podem também gerar malignidades (ROSEN, 1997).
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Figura 1: A- Histologia da mama normal exibindo I6bulos, &cinos e ducto terminal maior (aumento x 10);
B- Histologia da mama normal, exibindo camada dupla celular em ductos, setas identificando células
mioepiteliais e ductais (aumento x 10).

http://mammary.nih.gov/reviews/tumorigenesis/Fischer001/slides/fglg-1.htm

Figura 2: A-Histologia da mama normal, exibindo ductos revestidos por dupla camada (aumento x 20)
B- Ducto com camada dupla, seta fina indicando fibroblastos, seta larga, célula endotelial e * indicando
tecido fibroso (aumento x 20).

http://mammary.nih.gov/reviews/tumorigenesis/Fischer001/slides/fglg-2.htm

Figura 3: A e B -Histologia da estruturacéo dos I6bulos e &cinos (aumento x 20)
A
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http://www.breastdiseases.com/slides/benl.htm http://www.hsc.stonybrook.edu/breast-atlas/XXV-22.htm



http://mammary.nih.gov/reviews/tumorigenesis/Fischer001/slides/fglg-1.htm
http://mammary.nih.gov/reviews/tumorigenesis/Fischer001/slides/fglg-2.htm
http://www.breastdiseases.com/slides/ben1.htm
http://www.hsc.stonybrook.edu/breast-atlas/XXV-22.htm
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2.2. CANCER DE MAMA

Corresponde a um processo patolégico inserido nos distdrbios do crescimento
celular que afeta principalmente mulheres e apresentam altas taxas de mortalidade (OMS,
2013).

2.3 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE MAMA

O céncer de mama é a neoplasia maligna mais frequente em mulheres tanto em paises
desenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento. A sua incidéncia tem aumentado em
todo o mundo, provavelmente pela maior expectativa de vida, assim como pelo aumento da
urbanizacéo e pela adogdo dos modos de vida ocidental (OMS, 2013).

A frequéncia e a sua distribuicdo apresentam uma grande variabilidade geogréfica,
sendo as maiores taxas de incidéncia observadas na América do Norte, Europa Ocidental e
paises desenvolvidos e economicamente mais ricos, enquanto sdo dez vezes mais baixas as
taxas na Africa, Asia e paises em desenvolvimento (PARKIN et al, 2005).

De acordo com o Instituto Nacional do Céancer, o numero de casos esperados no Brasil
para 2012, ou seja, a estimativa da doenca era de 52.680 novos casos, com risco estimado de
52 casos para cada 100.000 mulheres. Sendo mais incidente na Regido Sudeste com um risco
estimado de 69 casos novos por 100 mil. Na Regido Sul corresponde a 65/100.000, em Regiéo
Centro-oeste 48/100.000, Nordeste 32/100.000 e Norte 19/100.000 (INCA, 2012).

Apesar de ser considerado um céancer de relativamente bom progndstico, se
diagnosticado e tratado oportunamente, as taxas de mortalidade continuam elevadas no Brasil,
muito provavelmente porque a doenca ainda é diagnosticada em estadios avancados (INCA,
2013). Isso demonstra uma falha no programa de rastreamento que inclui a realizacdo de
exame clinico das mamas, mamografia anual e a identificacdo de grupos populacionais com
risco elevado para o desenvolvimento da doenca (GONCALVES et al, 2007).

A incidéncia e a taxa bruta de mortalidade tém apresentado um aumento significativo
nas ultimas décadas, passando de 5,7 para 10,1 mortes por 100.000 mulheres, representando
um crescimento de 76% entre os anos de 1979 e 2004. No Brasil, a estimativa de mortalidade
correspondeu a 12.852 dbitos para 2010 (INCA, 2013).
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A sobrevida média da popula¢do mundial apds cinco anos de doenca é de 61%, sendo
maior nos paises desenvolvidos (73%), e menor nos paises em desenvolvimento (57%)
(INCA, 2013).

Considerando que nos Estados Unidos a doenca é geralmente diagnosticada em fase
inicial, ainda foram registrados em 2008, 40.481 Gbitos por cancer de mama o que comprova
a grande problematica envolvida nesta patologia e que cancer de mama é um problema de
salde publica mundial (AJCC, 2008).

2.4  ETIOLOGIA DO CANCER DE MAMA

O céncer de mama € provavelmente o resultado da interacdo de fatores genéticos,
estilo de vida, héabitos reprodutivos e do meio ambiente (JOHNSON-THOMPSON E
GUTHRIE, 2000).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de mama sdo 0S
fatores hormonais e genéticos. Os fatores hormonais estdo relacionados a exposicdo
predominantemente estrogénica, enquanto que os fatores genéticos correspondem as mutagoes
transmitidas de uma geracéo para outra (LESTER, 2006).

Assim, os carcinomas da mama podem ser classificados quanto a origem da mutacao
celular em carcinomas hereditarios e quanto a exposi¢cdo hormonal e ambiental, em
carcinomas esporadicos (BILIMORIA E MORROW, 1995).

Os esporadicos correspondem a maioria das neoplasias malignas da mama, perfazendo
um total de 90% a 95% dos canceres de mama, 0s quais estdo relacionados a exposi¢do ao
estrogeno. A maior parte destes tumores ocorre em mulheres em pds-menopausa e apresentam
super-expressao dos receptores de estrogenos (BILIMORIA E MORROW, 1995).

O estrogeno apresenta papel principal no desenvolvimento do cancer de mama: 0s seus
metabolitos podem causar mutac6es ou gerar radicais livres que danificam o DNA, ou mesmo
as suas agdes hormonais direcionam a proliferacdo das lesdes pré-malignas e do céancer.
Porém, outros mecanismos desempenham papel importante embora ainda ndo estejam
totalmente elucidados. Sabemos que existe um grupo significativo de carcinomas mamarios
qgue é receptor de estr6geno negativo ou ocorrem em mulheres que ndo apresentaram

aumentada exposicao estrogénica (MILLER, 2003).
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Os carcinomas mamarios hereditarios sdo também chamados de carcinomas familiares
e podem ser atribuidos a dois genes autossdbmicos dominantes altamente penetrantes: BRCA 1
e BRCA 2. O BRCA 1 mutante também aumenta o risco de desenvolvimento de cancer de
ovarioob e 0 BRCA 2 confere maior frequéncia ao céncer de mama masculino
(VENKITARAMAN, 2002).

O BRCA 1 e BRCA 2 atuam como supressores tumorais, e é a perda de sua funcao
que confere o risco de malignidade. Ambos apresentam funcdo de protecdo ao genoma do
dano pela interrupgéo do ciclo celular e a promocao da reparacdo do DNA danificado, num
processo complexo ainda n&o totalmente elucidado (VENKITARAMAN, 2002).

2.5 HISTORIA NATURAL DO CANCER DE MAMA

A mama normal apresenta um conjunto complexo de interacbes entre as células
luminais, mioepiteliais, membrana basal e células estromais. Este complexo é dindmico e
exibem modificacOes fisiologicas préprias da mama, como por exemplo, a formagdo normal
de novos pontos da ramificacdo ductal e lobular durante a puberdade, gravidez e algumas
fases do ciclo menstrual (ROSAI, 1996).

A anulacdo da membrana basal, proliferacdo aumentada, perda da inibicdo do
crescimento, angiogénese e invasao do estroma, podem ocorrer durante a carcinogénese, por
celulas epiteliais anormais, células estromais ou ambas (ROSAI, 1996).

A progressdo da neoplasia, assim como a possibilidade de evolucdo para metastases
corresponde a histdria natural do cancer de mama. Inicialmente ocorre uma proliferacdo
celular gerando lesBes hiperplasicas que evoluem para carcinomas in situ e destes, para
infiltrativos (ROSAI, 1996).

Alguns carcinomas invasores evoluiram de lesdes benignas pré-existentes, passando a
ser consideradas como lesdes precursoras “pré-malignas”, posteriormente avangaram para
carcinomas in situ, microinvasor e francamente invasivo. Outros tiveram inicio, diretamente
em carcinoma in situ ou invasores, com potencial ou ndo para metastatizacdo (VAN DE
VIJVER et al, 2002).

As alteracGes bioldgicas que ocorrem em células malignas bem sucedidas estdo
didaticamente divididas em: alteragOes ductais iniciais ndo proliferativas que evoluem para

uma lesdo proliferativa, seguindo-se um processo de hiperplasia atipica, posteriormente para
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carcinoma in situ e carcinoma invasor. Estas alteragdes ndo necessitam ocorrer nesta ordem
especificamente, porém elas se acumulam até que as células adquiram potencial maligno
(TLIST, 2001).

A associacdo das alteracdes a lesbes mamarias pré-malignas sugere que 0s eventos
mais iniciais estejam relacionados a evasao de sinais inibidores do crescimento e da apoptose
e auto suficiéncia dos sinais de crescimento (TLIST, 2001).

O potencial replicativo ilimitado é sugerido pela habilidade das populacbes clonais
das células do carcinoma in situ em ocluir completamente o sistema ductal da mama. A
angiogénese aumentada é evidente em torno da membrana basal de ductos comprometidos por
carcinoma in situ e isso pode ser explicado por estimulacdo direta das células malignas, aos
efeitos estimuladores secundarios nas células estromais ou a perda da inibicdo da angiogénese
por células estromais (TLIST, 2001).

Os aspectos morfologicos e bioldgicos dos carcinomas sdo geralmente estabelecidos
nos estagios in situ, ou seja, os carcinomas ndo sofrem processo de desdiferencia¢do ou nédo se
tornam mais pobremente diferenciados com o tempo (TLIST, 2001).

O estagio final da carcinogénese mamaria, ou seja, a transicao do carcinoma limitado
pela membrana basal ao carcinoma invasor é o menos compreendido. E possivel que essa
transicdo ocorra inicialmente pela perda da membrana basal e ou perda da integridade
tecidual, causadas pelas funcdes das células mioepiteliais e estromais, especialmente pela
capacidade das celulas malignas de invadir o estroma (TLIST, 2001).

A capacidade de invasdo dos tecidos adjacentes é essencial na agressividade desses
tumores. Invadir é consequéncia da mobilidade das células malignas no espaco intersticial,
alcancando vasos sanguineos e linfaticos, o que viabiliza o deslocamento das células
neoplésicas para outros sitios (FRANCO et al, 2010).

O crescimento tumoral é influenciado por muitos fatores, dentre eles as caracteristicas
morfogenéticas da neoplasia que envolve o tipo histologico, o grau de diferenciacdo tumoral e
a neovascularizacdo sanguinea (FRANCO et al, 2010).

Os carcinomas mamarios tém estruturas complexas, pois além das células epiteliais
alteradas, ha no estroma grande variedade de células sensiveis aos estimulos mitogénicos
presentes no ambiente tumoral. Existem evidéncias de que hd uma complexa regulacéo para a

transformacéo epitélio/mesenquimal, que modula o fenétipo das células malignas permitindo
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gue se movam entre 0 estroma e escapem pelos canais vasculares podendo originar metastases
linfaticas e ou hematogénicas (FRANCO et al, 2010).

O processo metastatico compreende Vvarias etapas: inicialmente ocorre a quebra ou
lise da membrana basal periductal, embolizacdo intravascular das células malignas,
sobrevivéncia as células de defesa tanto teciduais como sanguineas, manutencdo de sua
integridade diante da turbuléncia do fluxo sanguineo, extravasamento capilar com possiveis
destruicGes das membranas basais vasculares, retencdo em determinado 6rgao e sobrevivéncia
as defesas desse novo 6rgdo, infiltracdo e reproducdo em sitio secundério (FRANCO et al,
2010).

As células malignas da mama, comegcam a migrar para a circulacdo sanguinea em
estagios ainda precoces (GAFORIO et al, 2003), entretanto a sua habilidade para estabelecer
metéstase e futura recidiva ainda ndo esta bem esclarecida (RACILA et al, 1998).

Tem sido reportado a presenca de células tumorais em sangue periférico e em medulas
Osseas de pacientes com cancer de mama operdvel e ainda em estagio bem precoce. A
presenca dessas células na corrente sanguinea demonstra neoplasia em progressao, porém
ainda terdo muitos obstaculos antes de apresentar a metéstases efetiva (FRANCO et al, 2010).

Algumas observagdes indicam que células neoplésicas circulantes podem dirigir-se
para a medula 0ssea e outros 6rgdos que possibilitem sobrevivéncia, sendo a medula, um
orgdo rico em nutrientes, formador de células e que promove diferenciacdo celular, além de
apresentar células totipotentes, fazendo deste 6rgdo um tecido fértil e definitivo para o
processo metastatico. Talvez, corresponda ao primeiro tecido a ser infiltrado e colonizado por
células malignas a distancia, visto que a partir de entdo, as células deixam de ser circulantes e
passam a se fixar em estrutura tecidual (FRANCO et al, 2010).

Admite-se que células migradas precocemente do tumor, sem ainda terem sofrido
todos os eventos da transformagdo maligna, permanecam nestes nichos teciduais (medula
0ssea), onde continuam a sofrer alteracdes genéticas e epigenéticas necessarias para adquirir o
fenotipo e capacidade de colonizar diferentes 6rgaos, e neles formarem metastases (FRANCO
et al, 2010).

Em modelos experimentais verificaram-se que o tumor primitivo induz em 0Orgéaos a
distancia alteracfes que os preparam para receber a metastase antes mesmo da chegada das
células tumorais. Alguns trabalhos mostraram a importancia de células progenitoras

hematopoéticas derivadas da medula Ossea iniciando mudancgas teciduais precoces,
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preparando o tecido conhecido como nicho pré-metastatico, assim estas células migram para o
tecido distante e iniciam o processo de preparacdo (KAPLAN, 2006).

E de vital importancia o conhecimento da relacdo entre os componentes: células
metastaticas, medula dssea (estroma, 0ss0), células hematopoéticas derivadas da medula 6ssea
que migram ao nicho pré-metastatico e células do tecido secundério desenvolvendo papéis na
carcinogénese e metastases. O entendimento desse dinamismo pode explicar o tropismo
“tecido-especifico” que as células metastaticas apresentam com seu sitio secundario
(KAPLAN, 2006).

Uma vez disseminadas e implantadas formam metastases a distancia em varios 6rgaos
sendo o sistema esquelético (ossos) o local de maior frequéncia de acometimento com
aproximadamente 65% dos casos, seguidos dos pulmdes e pleura, figado, ovario, suprarrenal
e sistema nervoso central, incluindo leptomeninges e olhos (CIFUENTES, 2001).

A disseminacdo do carcinoma invasor para sitios distantes é responsavel pela

recorréncia tumoral e morte das pacientes com esta patologia (WEIGELT et al, 2005).

2.6 HISTOPATOLOGIA DO CANCER DE MAMA

O cancer de mama é uma doenca heterogénea que cursa com proliferacdo anormal e
descontrolada das células predominantemente originadas da unidade ducto lobular terminal,
as quais se proliferam inicialmente obstruindo o ducto, e posteriormente ultrapassam a
membrana basal e infiltram o estroma mamario, podendo atingir a corrente linfatica e
sanguinea precocemente (TAVASSOLLI, 2003).

De acordo com suas caracteristicas de crescimento e padrées morfoldgicos, foram
feitas classificacfes histopatoldgicas, na tentativa de categorizar e agrupar as diversas
entidades clinicas que representam o cancer de mama (TAVASSOLI, 2003).

A neoplasia que se origina da unidade ducto lobular terminal e que mantém arquitetura
solida, ocluindo todo o ducto, e ainda apresenta uma populacdo celular constituida por células
pequenas e uniformes, é chamada de carcinoma lobular in situ (Figura 10, 11). Nestes casos, a
membrana basal que reveste 0s acinos encontra-se intacta. Em casos de progressdo deste
mesmo padrdo neoplasico, em que havera rompimento da membrana basal, esta neoplasia é
chamada de carcinoma lobular invasor (Figura 12, 13) (TAVASSOLLI, 2003).
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De outro modo, as neoplasias que se originam da unidade ducto lobular terminal, mas
que de uma maneira geral, apresentam celulas relativamente maiores e ndo formam camadas
oclusivas dos ductos, ou mesmo, formam pontes epiteliais e ou liumens ductulares
secundarios, sdo chamadas de carcinoma ductal in situ (Figura 4,5), caso matenham a
integridade da membrana basal; do contrario, ser4 chamada de carcinoma ductal invasor
(Figura 6,7,8 e 9) (TAVASSOLI, 2003).

A membrana basal, portanto, constitui o elo limitrofe da invasdo tumoral. Porém ao
utilizar coloragOes especiais, como a reticulina e ou P.A.S. para visualizagdo ou mesmo um
exame mais detalhado da membrana basal, € possivel observar solu¢Bes de continuidade da
mesma, 0 que pode gerar erro de interpretacdo e gerar um diagnostico de tumor
iminentemente invasor, o que requer cuidados especiais neste tipo de avaliagdo (McCARTY,
et al, 1997).

E importante ressaltar que a estrutura histologica mamaria ¢ dindmica e variavel de
acordo com o ciclo menstrual e ou outras situacfes fisioldgicas, promovendo muitas vezes
proliferacdes ductais, em que eventualmente a membrana basal acompanha parcialmente a
proliferacdo, promovendo “gaps” ou falhas em seu revestimento ductal, o que pode explicar a
saida de células neoplasicas precocemente para o estroma mamario (McCARTY et al,1997).

As proliferacdes ductais infiltrativas na verdade, sdo variedades de adenocarcinomas,
gue podem apresentar caracteristicas de crescimento diverso assim como, varios tipos
morfolégicos e arquiteturais.

A variedade morfoldgica, representada por varios padrées microscopicos, tem sido
estudada e classificada, com o objetivo de padronizar as descricGes destas neoplasias, e
correlacionar com prognostico das pacientes (TAVASSOLLI, 2003).

As neoplasias mamarias apresentam um amplo espectro de padrGes que foram
classificadas, atualizadas e reafirmadas em 2011, na cidade de Lyon- Franca (LAKHANI et
al, 2012).

A classificacdo do cancer de mama quanto as suas caracteristicas histopatoldgicas
(LAKHANI et al, 2012) , distingue de forma clara a divisdo mais utilizada em carcinomas
ductais e lobulares que correspondem a mais de 75% dos carcinomas infiltrantes
diagnosticados nos Estados Unidos. Existem muitas variantes dos carcinomas ductais, sendo
considerados como subtipos especiais (Figura 14,15), assim como também existem variantes
dos lobulares e outros tipos (LAKHANI et al, 2012).
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Figura 7: Carcinoma ductal infiltrante SOE

8: http://www.breastpathology.info/Images/Common%20cancers/Inv%20NST/Gr-1CROP.jpg
9: http://www.hsc.stonybrook.edu/breast-atlas/XXV-18.htm



http://webpathology.com/image.asp?case=289&n=4
http://www.breastpathology.info/Sloane/Images/dcis/crib1-400.jpg
http://www.breastdiseases.com/slides/invsl17.htm
http://www.breastdiseases.com/slides/invsl13.htm
http://www.breastpathology.info/Images/Common%20cancers/Inv%20NST/Gr-1CROP.jpg
http://www.hsc.stonybrook.edu/breast-atlas/XXV-18.htm
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Figura 10: Imagem submacroscopica de carcinoma Figura 11: Carcinoma Lobular in situ (aumento x10)

lobular in situ

a B

http://mammary.nih.gov/atlas/histology/Wellings001/SRW2/40SRhm.jpg  http://www.breastdiseases.com/slides/invsI33.htm

Figura 12: Carcinoma lobular infiltrante (aumento x40) Figura 13: Carcinoma lobular infiltrante (aumento x 40)

Setas evidenciando incluséo citoplasmatica.
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http://radiology.uchc.edu/eAtlas/Breast/1682.htm http://breastpathology.info/Images/Common%20cancers/Classical%20ilc/ILC-

CROP.JPG
Figura 14: Carcinoma de tipos especiais — mucinoso. Figura 15: Carcinoma tipo especial: adenoide-cisitco
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http://www.pathologyoutlines.com/caseofweek/case200511imagel.jpg http://webpathology.com/image.asp?n=2&Case=324



http://mammary.nih.gov/atlas/histology/Wellings001/SRW2/40SRhm.jpg
http://www.breastdiseases.com/slides/invsl33.htm
http://radiology.uchc.edu/eAtlas/Breast/1682.htm
http://breastpathology.info/Images/Common%20cancers/Classical%20ilc/ILC-CROP.JPG
http://breastpathology.info/Images/Common%20cancers/Classical%20ilc/ILC-CROP.JPG
http://www.pathologyoutlines.com/caseofweek/case200511image1.jpg
http://webpathology.com/image.asp?n=2&Case=324
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Os varios tipos histolégicos dos tumores da mama estdo bem estabelecidos, sendo a

sua classificacao descrita no quadro abaixo:

Quadro 1 — Classificagdo dos Tumores Epiteliais da Mama

Classificacdo dos Tumores Epiteliais da Mama (OMS, 2012)
TUMORES EPITELIAIS

Carcinoma microinvasivo

CARCINOMAS INVASIVOS
Carcinoma invasivo de tipo ndo especial (TNE)/ Carcinoma ductal invasivo sem outras especificagdes (SOE).
Variantes Morfoldgicas dos Carcinomas invasivos de tipo nao especial:
*Carcinoma Pleomoérfico

*Carcinoma com células gigantes estromais tipo osteoclasticas

*Carcinoma com caracteristicas coriocarcinomatosas

*Carcinoma com caracteristicas melanociticas

Carcinoma invasivos mistos (de tipo ndo especial + tipo especial)
Carcinoma lobular invasivo tipo classico
Variantes Morfoldgicas dos Carcinomas lobulares invasivos:
*Carcinoma lobular sélido
*Carcinoma lobular alveolar
*Carcinoma lobular pleomérfico
*Carcinoma tubulo-lobular
Carcinoma lobular misto (classico + variante)
Carcinoma Tubular
Carcinoma Cribriforme
Carcinoma Mucinoso
Carcinoma com caracteristicas medulares
*Carcinomas medular

*Carcinoma medular atipico
*Carcinoma invasivo de tipo ndo especial com caracteristicas medulares
Carcinoma com diferenciagao apdcrina

Carcinoma com diferenciacdo para células em anel de sinete

Carcinoma micropapilar invasivo

Carcinoma metaplasico de tipo ndo especial

*Carcinoma adenoescamoso de baixo grau

*Carcinoma metaplasico fibromatose-simile

*Carcinoma escamocelular

*Carcinoma de células fusiformes

*Carcinoma metaplasico com diferenciagdo mesenquimale: condrdide, diferenciagdo dssea e outros.
*Carcinoma metaplasico misto

*Carcinoma mioepitelial

Organizacdo Mundial de Saide — 2012



Quadro 2 — Classificagdo dos carcinomas invasivos da mama.

Classificacdo dos Tumores Epiteliais da Mama (OMS, 2012)

CARCINOMAS INVASIVOS

Tipos raros

Carcinomas com caracteristicas neuroenddcrinas

*Tumor neuroenddcrino bem diferenciado

*Carcinoma neuroenddcrino mal diferenciado ou carcinoma de pequenas células

*Carcinoma com diferenciagdo neuroenddcrina

Carcinoma secretor

Carcinoma papilar invasor

Carcinoma de células acinares

Carcinoma mucoepiderméide

Carcinoma polimorfo

Carcinoma oncocitico

Carcinoma rico em lipidios

Carcinoma de células claras rico em glicogénio

Carcinoma sebaceo

Tumores do tipo de glandula salivar/glandulas anexiais da pele (cilindroma e hidradenoma de células claras).

Organizagdo Mundial de Satde — 2012

Quadro 3 — Classificagdo dos tumores da mama.

Classificagcdo dos Tumores Epiteliais da Mama (OMS, 2012)

TUMORES EPITELIAIS-MIOEPITELIAIS

Adenoma Pleomorfico

Adenomioepitelioma e adenomioepitelioma com carcinoma

Carcinoma adendide-cistico

LESOES PRECURSORAS

Carcinoma ductal in situ (CDIS)

Neoplasia lobular in situ

*Carcinoma lobular in situ classico

*Carcinoma lobular in situ pleomérfico

*Hiperplasia lobular atipica

LesGes proliferativas intraductais

*Hiperplasia ductal usual (HDU)

*LesGes de células colunares incluindo atipia epitelial plana

*Hiperplasia ductal atipica (HDA)

LESOES PAPILARES

Papiloma intraductal

*Papiloma intraductal com hiperplasia atipica

*Papiloma intraductal com carcinoma ductal in situ

*Papiloma intraductal com carcinoma lobular in situ

Carcinoma papilar intraductal

Carcinoma papilar encapsulado

*Carcinoma papilar encapsulado com invas&o/carcinoma papilar sélido (in situ e invasivo)

PROLIFERAGOES EPITELIAIS BENIGNAS

Adenose esclerosante

Adenose apdcrina

Adenose microglandular

Cicatriz radial/lesdo esclerosante complexa

Adenomas (tubular, lactante, apdcrino, ductal)

Organizacdo Mundial de Saude — 2012



29

Quadro 4 — Classificagdo dos tumores da mama.

Classificacao dos Tumores da Mama (OMS, 2012)
Tumores da Mama (OMS, 2012)

TUMORES MESENQUIMAIS

Fasciite nodular

Miofibroblastoma

Fibromatose de tipo desméide

Tumor miofibrobldstico inflamatdrio

LesGes vasculares benignas (hemangioma, angiomatose; lesGes vasculares atipicas.
Hiperplasia estromal pseudoangiomatosa

Tumor de células granulares

Tumor benigno da bainha neural periférica (Neurofibroma e Schwannoma)
Lipoma/angiolipoma

Lipossarcoma

Angiossarcoma

Rabdomiossarcoma

Leiomioma

Leiomiossarcoma

TUMORES FIBROEPITELIAIS

Fibroadenoma

Tumor phyllodes (benigno, boderline, maligno; tumor estromal peri-ductal de baixo grau)
Hamartoma

TUMORES DO MAMILO
Adenoma do mamilo

Tumor seringomatoso

Doenga de Paget do mamilo

LINFOMA MALIGNO

Linfoma de grandes células B difuso

Linfoma de Burkitt

Linfoma de células T

*Linfoma de grandes células anaplasico, ALK negativo

Linfoma de células B extra-nodal da zona marginal de tipo MALT
Linfoma folicular

TUMORES METASTATICOS
TUMOR DA MAMA MASCULINA

Ginecomastia
Carcinoma (invasivo/in situ)
PADROES CLINICOS

Carcinoma inflamatdrio
Carcinoma de mama bilateral

Organizacdo Mundial de Saide — 2012

Os carcinomas ductais que ndo apresentam um padrdo arquitetural especial (SOE)

correspondem a maioria dos tumores mamarios invasivos.
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2.7 FATORES PROGNOSTICOS DO CANCER DE MAMA

A maior taxa de sobrevida das pacientes esta voltada para aquelas que tiveram o
diagndstico em fase inicial da doenga e foram efetivamente tratadas. Fatores prognosticos sdo
pardmetros utilizados para mensurar no momento do diagndstico as possibilidades de
sobrevida ou o tempo livre de doenca (ABREU E, KOIFMAN S, 2002).

A histdria natural do cancer de mama indica que o curso clinico da doenca varia de
paciente para paciente. Esta variacdo € determinada por uma série complexa de fatores, tais
como: a diferenca na velocidade de duplicacdo tumoral, o potencial de metastatizacdo do
tumor e outros mecanismos ainda ndo completamente compreendidos, relacionados com a
condicdo imunoldgica, hormonal e nutricional da paciente (ABREU E, KOIFMAN S, 2002).

Fatores progndésticos sdo os mais fortes preditores de morte por cancer de mama. O
prognostico desta doenca pode ser mensurado por uma grande variedade de fatores clinicos e
patoldgicos (CLARK, 1989).

Uma variedade de caracteristicas tem sido avaliada como indicadores prognosticos do
cancer de mama e existem muitos estudos propostos na literatura. Alguns fatores s&o
padronizados por diversas sociedades, como os padronizados pelo Colégio Americano de
Patologistas:

Quadro 5 — Fatores Prognosticos em cancer de mama (Fitzgibbons et al, 2000).

Fatores Prognosticos em cancer de mama —Consenso do Colégio Americano de Patologistas
Categoria 1

Estadiamento TNM

Tipo Histologico

Grau Histolégico

Contagem de Mitose

Estado de Receptores Hormonais
Categoria 2

HER-2

MIB-1

Invasdo vascular/linfatica

p53

DNA fragdo S

Categoria 3

Ploidia de DNA

Angiogenese tumoral

Receptor para fator de crescimento epidérmico
Fator de crescimento transformador a
BCL-2

pS2

Catepsina D
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Porém, os fatores padronizados e incorporados ao sistema de estadiamento da
American Joint Committee on Cancer (AJCC), sdo os mais utilizados na pratica clinica
atualmente (AJCC, 2010).

Os principais fatores prognosticos definidos pela AJCC estdo subdividos em fatores
progndsticos maiores e menores (LESTER, 2006):

Quadro 6 — Fatores Progndsticos de cancer de mama definidos pela AJCC:

Fatores Prognodsticos Maiores Fatores Prognosticos Menores
* Carcinoma Ductal Invasor x Doenca in situ ||* Subtipos histologicos
* Metastase a distancia * Grau do Tumor
* Metastases em linfonodos * Receptores de esfrogeno e progesterona
* Tamanho do Tumor *HER2/neu
* Doenca localmente avangada * Invas&o linfovascular
* Carcinoma Inflamatorio * Frequéncia proliferativa

* Contetdo de DNA

> Fatores Prognosticos Maiores:

e Carcinoma Invasivo x Doenca In situ:

Por definicdo, a doenca in situ esta limitada & membrana basal e consequentemente ao
sistema ductal, ndo havendo infiltracdo do estroma, estando impossibilitado as metastases
(TAVASSOLLI, 2003).

As pacientes que foram a 6bito com esse diagndstico de carcinoma in situ, deve-se ao
desenvolvimento subsequente de lesdo invasora, ou mesmo a areas de invasdo ndo detectadas
no momento do diagnoéstico (LESTER, 2006).

Nos carcinomas invasores, aproximadamente metade deles, terdo metastases locais ou
a distancia no momento do diagndéstico (TAUBERT, 2004).
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e Metastases a distancia:

A cura e a remissdo da doenca tornam-se improvaveis quando metastases estdo
presentes. As células metastaticas podem ser direcionadas a locais especificos pela expressao
dos receptores das quimiocinas nas células cancerigenas, e as respectivas quimiocinas nos
6rgdos-alvos como as metastases Osseas (Figura 16) e metéstases pulmonares (Figura 17)
(MULLER, 2003).

Figura 16: Metastase Ossea (aumento x40) Figura 17: Metastase pulmonar/pleural (aumento x10)
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Fonte: Juliana Ardxa (autora da dissertagao) http://library.med.utah.edu/WebPath/LUNGHTML/LUNG168.html

e Metéastases em linfonodos:

O “Status” linfonodal representa o fator prognostico mais importante e mais estudado
do carcinoma invasor na auséncia de metastase a distancia (ROSAI, 1996). A sua avaliacdo
clinica é muito imprecisa, sendo necessaria a avaliacdo histologica do produto de disseccao
axilar, a qual representa procedimento cirargico associado a frequentes complicagdes (DIEL
et al, 1996).

Quando os linfonodos encontram-se livres de neoplasia, o indice de sobrevida livre de
doenca por 10 anos esta proximo de 70% a 80%; de 35% a 40% com um a trés linfonodos
comprometidos e de 10% a 15% na presenca de mais que 10 linfonodos positivos (Figura 18
A, B) (LESTER, 2006).


http://library.med.utah.edu/WebPath/LUNGHTML/LUNG168.html
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Figura 18: A - Metéstase em Linfonodo (aumento x10)
B — Estrutura linfonodal comprometida (aumento x 10)

e Tamanho do Tumor:

O tamanho tumoral corresponde ao segundo fator progndstico mais importante e é
independente da condicdo do linfonodo. Todavia, o risco de metéstases em linfonodos
axilares, aumenta proporcionalmente ao tamanho do carcinoma (TAVASSOLLI, 1992).

O indice de sobrevida de mulheres com tumor menor que 1 cm em 10 anos é de
aproximadamente de 90%. De outro modo, mais da metade das mulheres com cancer maiores
gue 2 cm terdo maior probabilidade de comprometimento linfonodal, e muitas irdo a dbito
(TAVASSOLI,1992).

e Doenca Localmente Avancada:

Ocorrem nos tumores que invadem a pele ou musculo esquelético e geralmente estéo

associadas a metastases a distancia (LESTER, 2006).

e Carcinoma Inflamatorio:

E uma entidade clinica, que apresenta carcinoma com infiltragio macica em vasos
linfaticos da pele (Figura 20), gerando um espessamento cutaneo e aparéncia de pele em
“casca de laranja” (Figura 19). Apresenta um progndéstico ruim, com indice de sobrevida em
trés anos de somente 3% a 10% (LESTER, 2006).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2014768/figure/F2/
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Figura 19: Macroscopia do Carcinoma Inflamatério Figura 20: Microscopia carcinoma inflamatério (aumento x 10)

N TR e T—r s o, S

Fonte: Juliana Aroxa. Fonte: Juliana Ardxa.

» Fatores Prognoésticos Menores:

e Subtipos Histologicos:

Corresponde as caracteristicas arquiteturais microscopicas das neoplasias, as quais
foram tracadas a classificacdo histopatologica descrita anteriormente.

Ellis et al.(1992) e Pereira et al (1995) subdividiram os tipos histolégicos mais
comuns do carcinoma mamario invasor, com rela¢do ao prognéstico em quatro grupos: (grupo
1) Tumores relacionados a excelente progndéstico, apresentando sobrevida de 10 anos acima
de 80% - Carcinoma Tubular, Mucinoso, Cribriforme e Carcinoma Tubulo-lobular. (grupo 2)
Tumores de bom prognostico, apresentando sobrevida de 10 anos entre 60 e 80%- Carcinoma
tubular misto, carcinoma lobular classico e carcinoma ductal invasor associado a tipos
especiais. (grupo 3) Tumores de progndstico moderado, com sobrevida de 10 anos entre 50 e
60% - Carcinoma medular, Carcinoma Papilifero invasor. (grupo 4) Tumores de prognostico
ruim , com sobrevida de 10 anos menor do que 50% - Carcinoma ductal invasor, carcinoma
misto ductal e lobular, carcinoma lobular sélido e carcinoma lobular misto (ALVARENGA,
2010).

E importante enfatizar que os subtipos histolégicos tem importancia prognostica,
porém, ndo influencia o estadiamento (ALVARENGA, 2010).
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e Grau do Tumor (graduacdo histoldgica):

Grenhough em 1925 foi o primeiro a introduzir o conceito de graduacdo histoldgica,
pois 0 mesmo verificou que graus diferentes de malignidade se refletiam em sua estrutura
morfologica. Em 1928, Patey e Scarff seguiram o método de Grenhough, dando maior énfase
na quantidade da formacdo de tubulos (Figura 21 A,B), na variacdo da forma, tamanho e
hipercromasia nuclear (Figura 22).

Foi em 1950 que Bloom, um radioterapeuta, seguiu 0 método de Patey e Scarff e
valorizou a presenca de figuras de mitoses, mas ainda utilizou um critério subjetivo de dividir
0s tumores em trés graus de malignidade: baixo, moderado e alto (ALVARENGA, 2010).

Bloom junto a Richardson em 1957 instituiram um sistema numérico de score,
baseado em grau histoldgico, grau nuclear e indice mitotico, sendo classificado como grau
leve, moderado e intenso. Este sistema, 0 método de Scarff-Bloom e Richardson (SBR), foi
adotado pela OMS (Scarff e Torloni, 1968) (ALVARENGA, 2010).

Elston e Ellis em 1998 modificaram e aprimoraram o sistema SBR, onde a contagem
de mitoses obteve as modificacfes mais significativas, e 0s nucleos hipercromaticos foram
excluidos da contagem. Esta alteracdo ocorreu na cidade inglesa de Nottingham, onde passou
a ser chamada de graduagdo histologica de Nottingham (ALVARENGA, 2010).

Assim, é recomendado que todos os carcinomas invasores, com exce¢do do carcinoma
medular, sejam submetidos a graduacdo; e que fragmentos pequenos de bidpsias s6 devem ser
graduados quando houver tecido tumoral suficiente (ALVARENGA, 2010).

E importante ressaltar que 85% das mulheres com tumores de grau | bem
diferenciados (Figura 23), 60% das mulheres com tumores de grau Il moderadamente
diferenciados (Figura 24) e 15% das mulheres com tumores de grau Il pouco diferenciados
(Figura 25) sobrevivem por 10 anos (PINOTTI, 2003).



Quadro 7 — Sistema de Graduagao Histoldgica de Nottingham modificada por Elston e Ellis.

Sistema de Graduagao Histolégica
Formagao Tubular
1 ponto: > 75% do tumor
2 pontos: 10-75% do tumor
3 pontos: < 10% de tumor

Nota: A maior porgdo tumoral é que deve ser considerada para avaliagdo da formacdo tubular
Nota: A formagao tumoral deve apresentar [imens tubulares evidentes
Pleomorfismo nuclear
1 ponto: variagao nuclear minima
2 pontos: moderada variagao nuclear
3 pontos: marcada variagao nuclear
Nota: Deve ser avaliado as dreas de maior atipia
Numero de Figuras de Mitoses (avaliadas no aumento de x10)
(A) (B) (c)
1 ponto: 0-5 0-9 0-11
2 pontos: 6-11 10-19 12-22
3 pontos: 11+ 20+ 23+
Nota: Figuras de mitoses devem ser contadas na periferia do tumor

ESCORE FINAL

3 -5 PONTOS: Bem diferenciado (Grau |)

6 - 7 PONTOS: Moderadamente diferenciado (Grau Il)
8 -9 PONTOS: Pouco diferenciado (Grau IlI)

Figura 21: Formacdo tubular.

A: acentuada formag&o tubular; B: ndo houve formagé&o tubular

http://www.pathologyoutlines.com/images/mammary/249.jpg
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Figura 22: Pleomorfismo Celular. A: Pleomorfismo Leve;
B: Pleomorfismo Moderado;

C: Pleomorfismo acentuado.

http://www.breastdiseases.com/slides/invsl10.htm http://www.breastdiseases.com/slides/invsl11.htm Fonte: Juliana Ardxa.

Figura 23: Baixo Grau Figura 24: Grau Moderado Figura 25: Grau acentuado

Cortesia: Dra. Ana Paula Fernandes  Cortesia: Dra. Ana Paula Fernandes Cortesia: Dra. Ana Paula Fernandes

e Receptores de Estrogenos e Progesterona:

A célula normal da mama apresenta receptores de estrégeno e progesterona em seus
nucleos e sdo detectados através do método de imuno-histoquimica. Estes receptores podem
sofrer com o processo de malignizagdo e perder suas caracteristicas basicas ndo sendo
detectado em alguns tumores.

Os receptores de estrégeno (RE) e progesterona (RP) tém sido rotineiramente
estudados no cancer de mama desde 1970 (JORDAN et al, 1996), sendo que 0s tumores que
contém receptores positivos (Figura 26 A,B), tém melhor prognostico e vao obter beneficios
com hormonioterapia (CLARK, 1996; HURSHAUT, 1996).


http://www.breastdiseases.com/slides/invsl10.htm
http://www.breastdiseases.com/slides/invsl11.htm
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Em muitos carcinomas mamarios, a célula neoplésica mantém a sua expressdo nuclear
de estrogeno e progesterona, em aproximadamente de 50% a 85% dos tumores, onde sdo mais
comuns em mulheres em pos-menopausa, 0 que apresentam progndéstico levemente melhor,
do que aquelas que nao expressam esses receptores (Figura 26 C) (GAFORIO et al, 2003).

A deteccdo dos receptores estrogénicos e de progesterona €& mandatoria,
predominantemente para avaliar a resposta terapéutica, tendo uma excelente resultado a
terapia hormonal nos casos positivos, e pouca ou nenhuma resposta a este tipo de tratamento
nos casos negativos (EISEMBERG, 2001; ALLEMANIC et al, 2004).

E possivel afirmar que a positividade dos receptores de estrogeno e progesterona, seja
indicativo de tumores mais indolentes, com menor velocidade de crescimento e maior periodo
de sobrevida livre de doenca (EISEMBERG, 2001; ALLEMANIC et al, 2004).

O receptor de estrogeno atua como regulador do crescimento epitelial nas células
mamarias, e tem um importante papel na maturacdo do tecido, no desenvolvimento e na
progressao do cancer de mama (EISEMBERG, 2001; ALLEMANIC et al, 2004).

Os receptores de progesterona (Figura 27) sdo regulados pelos receptores estrogénicos
e a presenca do PR usualmente indica que o RE esta intacto e funcional (CLARKE, 2003). A
expressdo de progesterona esta muito correlacionada com a expressdo de estrégeno, porém a
correlacdo é imperfeita, resultando em quatro possibilidades fenotipicas: O fen6tipo RE+/PR+
é o mais frequente, corresponde a 70% dos tumores, com a melhor resposta terapéutica
(60%); O fendtipo RE-/RP- ¢é a préxima combinacdo mais frequente, correspondendo a 25%
dos tumores, sendo eles totalmente ndo responsivos a terapia hormonal. Os outros dois
padrdes fenotipicos discordantes estdo associados a respostas intermediarias e favorece
grandes debates com relacdo a sua real existéncia (CLARKE, 2003).

A avaliacdo dos receptores (RE/RP) é feita pelo método de imuno-histoquimica, que
apresenta escore de proporcdo de células positivas de 0 a 5 e um escore de intensidade da
positividade de 0 a 3. O teste € positivo quando a soma dos valores for maior que 2, ou
guando a porcentagem de células for superior a 1% (HAMMOND et al, 2010). Outros
métodos de deteccdo de receptores tém sido desenvolvidos, como novos métodos moleculares
(SANCHEZ et al, 2009) (LAKHANI, 2012).
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Figura 26: Imuno-histoquimica expressando receptores de estrégeno

A: Fortemente marcado; B: Moderadamente marcado; C: Fracamente marcado
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Figura 27: Imuno-histoquimica expressando receptores de progesterona.
A: Fortemente marcado; B: Fracamente marcado

Fonte: Juliana Ardxa Fonte: Juliana Ardxa.

e HER2/neu:

O HER 2 ou receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano é uma
glicoproteina transmembrana envolvida no controle do crescimento celular. Atua como co-
receptor dos fatores de crescimento multiplos. (HAYES, 2002).

A expressdo do HER2/neu tem sido estudada nos canceres invasores ha 25 anos, e foi
demonstrado que a amplificacdo deste gen ocorre em aproximadamente 15% dos tumores
priméarios malignos de mama, e apresenta correlagdo com aumento da expressdo da proteina
HER2/neu (LAKHANI, 2012).
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Os estudos tém demonstrado que a super expressdo do HER2/neu esta associada a um
prognostico ruim, porém a sua avaliacdo tem sido mais utilizada para determinar a resposta a
terapia especifica, ou seja, a um gene alvo (LAKHANI, 2012).

O Trastuzumab (Herceptin) € um anticorpo monoclonal humanizado ao HER2/neu
desenvolvido especificamente para células alvo tumorais, ndo afetando as células normais.
Embora apresente niveis de toxicidade cardiaca importante, este agente terapéutico tem tido
resultados promissores (LAKHANI, 2012).

O status do HER2/neu é determinado pelo método de imuno-histoquimica e ou
Hibridizacdo in situ fluorescente (FISH). A relagdo entre a positividade do HER2/neu e o0s
resultados clinicos é complexa. Alguns estudos demonstram que os pacientes com cancer de
mama invasor e HER2/neu positivo, respondem favoravelmente a terapia alvo-especifica anti-
HER2 (Trastuzumab e lapatinib) (LAKHANI, 2012), por esta razdo é de fundamental
importancia a verificagdo de sua positividade.

Tumores HER2/neu positivos séo definidos em dois grupos: os que apresentaram forte
coloracdo em membrana celular (Figura 28), referida como 3+ em >30% das células marcadas
por imuno-histoquimica ou FISH; Tumores com moderada coloragdo circunferencial de
membrana, referida como 2+ (Figura 29). Os tumores que ndo expressam oOu pequena
guantidade de expressdo proteica pela imuno-histoquimica, referida com 0 ou 1+, sdo
considerados HER2/neu negativos (Figura 30) e nédo terdo resposta a terapia alvo (LAKHANI,
2012).

Figura 28: Expressdo forte de HER2/neu (3+)
Ny AR "'*'7

Fonte: Juliana Ardxa.



Figura 29: Expressdo moderada de HER2/neu (2+)

http://www.pathologyoutlines.com/topic/breastmalignanther2.html

Figura 30: Expresséo fraca de HER2/neu (2+)

Fonte: Juliana Aroxa

e |nvasdo Linfovascular:

Este critério necessita ser estritamente definido para ter significancia progndstica.
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A visualizacdo de células dentro dos espacgos vasculares (Figura 31), tanto linfaticos

como capilares peritumorais esta associada a presenca de metastases em linfonodos e

representa um fator prognostico ruim para aquelas pacientes que obtiveram diagndstico de

linfonodos livres de neoplasias (LESTER, 2006).


http://www.pathologyoutlines.com/topic/breastmalignanther2.html
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Figura 31: Invasdo vascular: Invasio linfatica e vascular em cancer de mama invasor corados pelo HE e marcadores imuno-
histoquimicos. Invaséo de linfatico (seta) em HE (A) e D2-40 (B) cortes corados de tumores mamarios do mesmo caso; x 400; Invaséo
sanguinea (seta) vista em HE(A,B e C) e CD31 (D); x 400.
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e Frequéncia Proliferativa:

Corresponde ao indice de proliferacdo da neoplasia e pode ser medida pela técnica de
citometria de fluxo, como a avaliacdo da fracdo da fase S, pelo indice de marcacdo da
Timidina, pela contagem mitética ou pela deteccdo imuno-histoquimica de proteinas
celulares, como por exemplo, as ciclinas, Ki-67 que sdo produzidas durante o ciclo celular.

Os tumores com altas frequéncias de proliferacio tém pior progndstico. E importante

ressaltar que o método mais confiavel para avaliar a proliferacdo celular ainda ndo esta


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2294134/figure/F2/
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estabelecido, embora as contagens mitoticas estejam incluidas como parte do sistema de
classificacdo padrdo (KEYOMARSI et al, 2002).

e Contetido do DNA:

A quantificacdo do DNA neoplasico pode ser determinada pela anélise da citometria
de fluxo ou pela analise da imagem das seccdes teciduais. Os tumores que apresentam indices
de DNA anormais sdo tumores aneupldides e tém um prognostico levemente pior (LESTER,
2006).

2.8 MARCADORES IMUNO-HISTOQUIMICOS COMPLEMENTARES

Os biomarcadores moleculares que sdo preconizados na condugdo dos pacientes com
cancer de mama invasor, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, sdo os receptores
de estrdgenos, progesterona e HER2/neu (LAKHANI, 2012), j& detalhados na sessao anterior.

O consenso de Sant. Gallen 2011 questiona também a necessidade da avaligdo com o
marcador Ki-67 e maiores estudos foram recomendados com outros marcadores

complementares.

o Ki-67

O antigeno Ki 67 é uma proteina nuclear, que preferencialmente se expressa durante
todas as fases do ciclo celular, G1, S, G2 e fase M, mas esta ausente em células em fase GO
(GERDES et al, 1994).

Durante a interfase o antigeno pode ser detectado exclusivamente dentro do nucleo,
enquanto que na maioria das mitoses, muitas proteinas sdo relocadas para a superficie dos
cromossomos. O antigeno é rapidamente degradado a medida que as células entram em estado
nédo proliferativo (SCHOLZEN, 2000) e geralmente n&o se expressam durante o processo de
reparacdo do DNA (DAKO®, 2005).
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Pesquisadores tém usado citometria de fluxo para determinar a fracdo da fase S ou a
imuno-histoquimica para estudar a expressdo do antigeno nuclear de proliferacdo celular
(PCNA) ou Ki-67 (CALY, 2004).

Os estudos tem demonstrado uma boa correlacéo de deteccdo nos diferentes métodos e
tém evidenciado que alta expressdo do Ki67 estd correlacionada com pior progndstico
(MOLINO et al, 1997; NAKAGOMI, 1998).

Porém diferentes pontos tém sido utilizados para demonstrar o indice proliferativo
alto, assim como diferentes técnicas para demonstrar este indice, o que gera uma dificuldade
na interpretagéo da literatura, ndo havendo consenso para defini¢éo do Ki67.

Devido as limitacGes das interpretacdes, de como executar o teste, assim como,
entender seus resultados, os autores ndo tém recomendado a utilizacdo deste marcador na
rotina clinica, visdo endossada pela ASCO 2007 (HARRIS, 2007).

*p53

A proteina p53 é uma fosfoproteina nuclear com peso molecular de 53 Kda e pode
estar presente numa variedade de células normais, porém tem meia vida curta e SO estd
presente por alguns minutos. O gene p53 mutante é frequentemente encontrado no
desenvolvimento de carcinomas mamarios e devido a esta mutacéo, a proteina se torna mais
estavel podendo ser acumulada em altos niveis sendo observado o seu acumulo em 76% de
212 neoplasias malignas humanas. Inibe a replicacdo do DNA e é molécula de controle de
check-points para a progressdo do ciclo, além de também esta envolvido na regulagdo de
apoptose (DAKO®, 2005).

Corresponde a um gen supressor tumoral comumente mutado em alguns canceres
humanos, e sdo detectados na rotina diagnostica da patologia cirdrgica mamaria pela técnica
de imuno-histoquimica, que quando se apresenta fortemente corado é interpretado como
positivo, enquanto que nas marcagoes discretas, sdo considerados negativos.

A superexpressdo do p53 nos carcinomas de mama esta associada a pior progndstico.
A maioria dos canceres de mama tém demonstrado forte imunoreatividade de p53 mutante,
predominante em subtipos basais. A utilidade clinica da avaliagdo do p53 em tumores néo
basais ainda ndo esta muito bem definida (SORLIE et al, 2003). No entanto um recente estudo

mostrando anormalidade no p53 tem demonstrado sequencialmente associacdo a pior
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prognostico e que dele¢bes/mutacdes do p53 foram particularmente de valor prognostico em
pacientes com linfonodos negativos e com receptores estrogénicos positivos (OLIVIER,
2006).

Embora existam estas observacbes, na pratica clinica ainda é insuficiente a
recomendacéo da avaliagdo do p53 na rotina e no manejo de pacientes com cancer de mama,
assim como foi definido em 2007 ASCO/CAP (WOLLF, 2007; HARRIS, 2007).

eCD34

E uma proteina de cadeia Ginica com aproximadamente 116kDa, que se expressa em
células hematogénicas imaturas ou células progenitoras, células endoteliais de capilares,
fibroblastos embridnicos, além raras células gliais (KRAUSE, 1996).

Corresponde a um potencial indicador de diferenciacdo vascular, sendo altamente
sensivel a endotélio diferenciado, independente do grau tumoral. N&o obstante a
especificidade deste marcador é um problema podendo estar presente com frequéncia em
tumores vasculares e devendo ser utilizado para o diagnostico diferencial com estes tumores
(NATKUNAM et al, 2000; HARVELL,1998).

2.9 ESTADIAMENTO DO CANCER DE MAMA

Estadiamento tumoral é o critério utilizado para determinar o tipo de tratamento, ou
seja, para definir escolha terapéutica adotada para cada paciente (TAVASSOLLI, 2003).

Estadiar um carcinoma incorporado a um indice prognostico, ou mesmo isoladamente,
é um importante preditor de sobrevida e € crucial para 0 manejo das pacientes (TAVASSOLI,
2003).

O estadiamento pode ser puramente clinico e ou baseado na combinacdo de exames
fisicos, mamografias e outros métodos. O exame fisico pode incluir a avaliagdo do tamanho
tumoral, mobilidade, associagcdo com alteragcGes na pele do tumor primario, mobilidade de

linfonodos e alguma evidéncia de metéstases a distancia (TAVASSOLI, 2003).
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Estadiamento patoldgico requer exame do espécime tissular, do tumor primario, dos
linfonodos axilares e de outros sitios distintos, para confirmar a presenca de tumor e tamanho
da lesdo (TAVASSOLI, 2003).

Estadiamentos clinicos e patolégicos nem sempre sdo concordantes, como por
exemplo, um linfonodo palpdvel ndo necessariamente tera infiltragdo tumoral. Achados
mostram que patologistas e cirurgides s6 concordam em 54% dos casos com relacdo ao
tamanho dos tumores. CirurgiGes e radiologistas concordam em 59% dos casos
(TAVASSOLI, 2003).

Assim, foi desenvolvido um sistema de estadiamento de cancer de mama baseado na
avaliacdo do tumor primario (T), linfonodos regionais (N) e metastase a distancia (M) que foi
inicialmente proposto em 1954 pela International Union Against Cancer (UICC). Esta
proposta contempla um estadiamento clinico e patoldgico, e é denominada de sistema TNM
(DONEGAN, 1988):

Quadro 8 — A - Estadiamento do cancer de mama, relacionando tamanho tumoral, segundo sistema TNM

pT — Tumor Primario
TNM Descrigéo
pT — Tamanho Tumoral
pTx Tumor primario nao pode ser avaliado
pTO N&ao ha evidéncia de tumor primario
pTis Carcinoma in situ
Carcinoma ductal in situ
Carcinoma lobular in situ
Doenca de paget de mamilo sem tumor associado.
Quando presente o tumor é classificado de acordo com tamanho da les&o.

pT1 Tumor menor ou igual a 2 cm.
pT 1mic Carcinoma microinvasor.
pT la Tumor maior que 0,1 e menor ou igual a 0,5cm
pT 1b Tumor maior que 0,5 e menor ou igual a1 cm.
pT 1c Tumor maior que 1 cm e menor ou igual a 2 cm.
pT2 Tumor maior que 2 cm e menor ou igual a5 cm.
pT3 Tumor maior que 5 cm.
pT4 Tumor de qualquer tamanho com extensao para:
pT 4a Parede toracica
pT 4b Edema e ulceragao da pele
pT 4c 4a+4b
pT 4d Carcinoma inflamatério

American Joint Committee on Cancer, 2009
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Quadro 8 — B - Estadiamento do cancer de mama, relacionando comprometimento de linfonodos e metastases a distancia,
segundo sistema TNM

pN - Linfonodos Regionais
pNx Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
pNO Auséncia de metastases para linfonodos regionais
pN1
pN1 mi Micrometastase (maior que 0,2 mm e menor ou igual a 2mm) em axila ou cadeia mamaria interna.
pN1la 1 a 3 linfonodos axilares ipsilaterais comprometidos, incluindo pelo menos um metdstase maior que 2mm.
pN1b Linfonodos da cadeia interna com metdstase microscépica identificada em linfonodo sentinela.
pN1c 1 a 3 linf. axilares positivos, incluindo uma metastase > 2mm, linf. da mamaria com positividade em linf. sent.
pN2
pN2 a 4 a9 linfonodos axilares comprometidos, incluindo pelo menos uma metastase maior que 2mm.
pN2 b Linfonodos da mamaria interna, clinicamente aparentes, na auséncia de comprometimento axilar.
pN3
pN3a 10 ou mais linfonodos axilares comprometidos, incluindo pelo menos uma metastase maior que 2mm.
Linfonodo infra-clavicular ipsilateral comprometido
pN3 b Linfonodos da mamaria interna, clinicamente comprometidos, na presenga de linfonodos axilares positivos.
> 3 linfonodos axilares comprometidos e linfonodos da mamaria interna com metastase em linfonodo sentinela.
pM- Metastase a Distancia
pMx Metastase a distancia ndo pode ser avaliada.
pMO Auséncia de metastase a distancia.
pM1 Presencga de metastase a distancia.

American Joint Committee on Cancer, 2009

Os principais fatores progndésticos utilizados pela American Joint Committee on
Cancer, dividem os carcinomas de mamas em estadiamentos clinicos (AJCC, 2010):

Estadiamento 0 — Carcinoma ductal in situ ou carcinoma lobular in situ —
sobrevivéncia em 5 anos de 92%;

Estadiamento | — Carcinoma invasor com 2 ¢cm ou menor em diametro (incluindo
carcinoma in situ com microinvasdo), sem envolvimento nodular (ou somente metastases
menores que 0,02 cm de didmetro) — sobrevivéncia em 5 anos de 87%;

Estadiamento Il — Carcinoma invasor com 5 cm ou menor em didmetro, com até 3
linfonodos axilares envolvidos; carcinoma invasor maior que 5 cm sem envolvimento nodular
— sobrevivéncia em 5 anos de 75%.

Estadiamento 11l - Carcinoma invasor com 5 cm ou menor em diametro, com quatro
ou mais nodulos axilares envolvidos; Carcinoma invasor maior que 5 cm de didmetro, com
envolvimento nodular; Carcinoma invasor com 10 ou mais nodulos axilares envolvidos;
Carcinoma invasor com envolvimento dos linfonodos mamarios internos ipsilaterais;
Carcinoma invasor com envolvimento cutaneo, fixacdo na parede toracica ou carcinoma
inflamatdrio clinico. - sobrevivéncia em 5 anos de 46%.

Estadiamento 1V — Qualquer céncer de mama com metastase a distancia. —

sobrevivéncia em 5 anos de 13%.
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Quadro 9 — Estadiamento clinico do cancer de mama, segundo sistema TNM

ESTADIAMENTO
Estagio O Tis NO MO
Estagio IA T1 NO MO
Estagio IB T0,T1 N1mi MO
Estagio IIA T0,T1 N1 MO
T2 NO MO
Estagio IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
Estagio IlIA TO,T1,T2 N2 MO
T3 N1,N2 MO
Estagio IlIB T4 NO,N1, N2 MO
Estagio IlIC QualquerT N3 MO
Estagio IV QualquerT Qualquer N M1

Fonte: American Joint Committee on Cancer, 2010

A utilizacdo destes elementos para prever o comportamento tumoral tem grande
relevancia clinica, embora as recidivas tumorais possam surpreender. Segundo Manfred
Kaufman, 30% das mulheres que foram linfonodos negativas no ato do diagnoéstico inicial,
apresentardo recidiva tumoral em um periodo de dez anos, bem como, 10 a 20% delas

desenvolverdo metéastase a distancia.
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2.10 ESTRUTURA HISTOLOGICA DA MEDULA OSSEA

A Medula 6ssea é um o6rgéo difuso, volumoso, distribuido ao longo das cavidades 0sseas e
sempre em atividade, produzindo por dia cerca de 2,5 bilhGes de eritrdcitos, 2,5 bilhdes de
plaquetas e 1,0 bilhdo de granuldcitos por Kg de peso corporal em um adulto (JUNQUEIRA,
2004).

E classicamente subdividida em medula dssea vermelha ou hematogénica, produtora de
células sanguineas, e medula amarela, constituida por adipdcitos correspondendo a fracdo nédo
produtora de células (JUNQUEIRA, 2004).

» Medula 6ssea hematogénica e celularidade

A porcao hematogénica é formada por células em meio a fibras reticulares (colageno tipo
I11). Essas células e fibras formam uma esponja, permeadas por varios capilares sinusoides
(JUNQUEIRA, 2004).

A celularidade da medula 6ssea varia de acordo com a idade do individuo. Durante o0s
primeiros trés meses de vida, a MO é constituida 100% de células, 80% na crianca até os dez
anos de idade, e segue um declinio em celularidade na idade adulta, onde sera constituida de
30% de células num individuo com 70 anos (HARTSOCK et al, 1965; GULATI et al, 1988;
BAIN, 1996; FRIEBERT et al, 1998; NAEIM, 1998).

E também dependente da idade do individuo a sua distribuicio ao longo das cavidades
Osseas. Em neonatos as cavidades medulares estdo totalmente preenchidas por células
hematopoéticas e a hematopoese ocorre até em falanges. Em adultos jovens as células estdo
confinadas em créanio, vértebras, costelas, clavicula, esterno, pélvis e porcdes proximais do
umero e fémur. Em individuos na maturidade, encontramos maiores atividades medulares em
costelas, esterno e crista iliaca, existindo apenas pequenas variacGes de individuos para
individuos (BAIN et al, 2010).

Na vida extrauterina a hematopoese ocorre normalmente na medula 0ssea,
predominando em determinados tipos de ossos de acordo com idade. A medida que o

organismo vai necessitando de maiores demandas, as células hematopoéticas vao se
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proliferando e expandindo, ocupando as cavidades medulares e gerando uma expansao
tecidual, mesmo em 0ssos considerados ja inativos (BAIN et al, 2010).

A porcdo hematogénica é constituida por trés linhagens celulares: eritroblastica,
mielobléstica (granulocitica) e megacariocitica (Figura 32). Células miel6ides maduras
correspondem ao tipo celular mais comum, e devem constituir uma proporgéo de 2:1 a 4:1 na
relacdo mieldGcito/eritrocito, predominantemente em mulheres e criangas. Todos os estagios da
maturacdo de granuldcitos e eritrocitos estdo normalmente presentes, enquanto que
usualmente células blasticas s6 deverdo estar presentes em propor¢do menor que 3% (ORAZI
et al, 2006).

Eritroblastos e megacariécitos sdo geralmente encontrados em regido central das
cavidades medulares e sinusoides adjacentes. Eritroblastos normalmente apresentam-se em
pequenos ou em grandes grupamentos celulares, exibindo vérios estagios de maturacdo,
enquanto que os megacariocitos sdo facilmente identificiveis, pois sdo células grandes
(>15mm diamentro) com nucleos multilobulados (ORAZI et al, 2006).

Os linfocitos representam entre 10% a 15% da composicao celular, porém precursores
linféides e linfécitos maduros poderdo estar aumentados na infancia e na senilidade
(LONGACRE et al, 1989).

http://alf3.urz.unibas.ch/pathopic/e/getpic-fra.cfm?id=004026
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> Estruturacio Ossea

O conhecimento da estruturacdo Ossea da medula é muitas vezes subjugado e
desprezado, tendo uma grande importancia na interpretacdo dos espécimes desse 6rgdo, na
hematopatologia (ORAZI et al, 2006).

A medula é constituida em sua grande parte por uma estrutura 0ssea que estad
subdividida em cortex e medula, sendo o cortex representado por uma forte camada de 0sso
compacto, enquanto que a medula € uma porcdo de cavidades, semelhantes a favos de mel de
0SS0S esponjosos, jovens e em formacgdo que contém o tecido gelatinoso denominado medula
Ossea (BAIN et al, 2010).

O cortex é a estrutura solida do 0sso que da forca e robustez, e é composta largamente
por 0sso lamelar e poucos fragmentos de 0ssos esponjosos apresentando sistema Harvesiano
bem organizado. Enquanto que o 0sso medular é trabecular, esponjoso e contém poucas
lamelas, além de apresentar estrutura histolégica menos organizada (BAIN et al, 2010).

O osso cortical é revestido na maior parte da superficie externa por peridsteo
(conferindo alta sensibilidade neuroldgica), além de apresentar uma camada externa fibrosa e
uma interna osteogénica.

Osteoblastos e osteoclastos encontram-se na superficie do osso trabecular e se
originam de diferentes “stem cells”.

Osteoblastos e posteriormente ostedcitos, tém origem mesenquimal e sdo derivados
das mesmas stem cells dos condrécitos e provavelmente também de fibroblastos estromais.
Osteoclastos, no entanto, sdo derivados de stem cells hematopoéticos, sendo formados pela
fusdo de células de linhagem monocitica (BAIN et al, 2010).

As células que serdo formadoras de células Osseas sdo designadas de células
osteoprogenitoras. S&o planas, algumas vezes fusiformes e capazes de se diferenciar ou em
osteoblastos ou em condrécitos, dependendo dos fatores estimuladores estromais.

Osteoblastos sintetizam glicosaminoglicanas e a parte organica da matriz 0ssea e
também fibras colagenas (colageno 1), formando o ostedide ou o0sso ndo calcificado. Tém
também a capacidade de concentrar fosfato de calcio, participando ativamente do processo de
mineralizacdo. Assim, sdo responsaveis pelo remodelamento 6sseo e formacdo de 0ssos

jovens trabeculares e calcificacéo.
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Osteoclastos sdo células gigantes (Figura 33), multinucleadas, ramificadas de origem
monocitica, derivada da fusdo de mondcitos e apresentam intensa a¢do enzimatica com grande
producdo de enzimas liticas capazes de degradar a matriz 0ssea, promovendo assim, a
reabsorcao 6ssea (BAIN et al, 2010).

Figura 33: Estruturacdo 0ssea da medula, seta evidenciando osteoclastos/osteoblastos
(aumento x 40)
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> Estroma da Medula Ossea

As células hematopoéticas da medula Gssea estdo incorporadas em um estroma de
tecido conjuntivo, constituido por células adiposas e uma malha apresentando uma trama
vascular, ramificacGes fibroblasticas, macréfagos, poucas fibras nervosas mielinizadas e nédo
mielinizadas, além de uma pequena quantidade de fibras reticulares (BAIN, 2010).

Células estromais incluem células chamadas de reticulum ou células reticulares. Este
termo inclui provavelmente dois tipos celulares de diferentes origens: o reticulum fagocitico,
que sdo macréfagos e originam-se de progenitores hematopoéticos (sdo fosfatase alcalina
positivas) e reticulum ndo fagocitico ou células reticulares relacionadas com fibroblastos,
células adventicias de sinusoOides e possivelmente também osteoblastos e condrocitos
(fosfatase alcalina negativa).

As células adventicias de suposta origem fibroblastica estéo interligadas e associadas a
uma rede delicada de fibras extracelulares as quais podem ser demonstradas pela coloracéo de

reticulina.
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Fibras reticulares sdo formadas predominantemente por colageno tipo Il e uma
pequena porcdo de colageno tipo | associado a elevado teor de proteoglicanas e
glicoproteinas, sendo mais finas que as outras fibras. Apresenta-se em pequena quantidade
distribuindo-se em torno de vasos e proximas ao peridsteo. E provavel que células adventicias
e fibroblastos possam sintetiza-la, especificamente em situagbes patoldgicas
(WICKRAMASINGHE, 1975).

O aumento da sintese de fibras reticulares, assim como a sua deposicao, evidencia
anormalidades ndo especificas da medula 6ssea incluindo granulomas e infiltracdo por
carcinomas ou células linféides (AHLUWALIA, 2003).

A matriz extracelular deve ser demonstrada nas preparac@es de rotina pela coloragéo
de Tricromico de Gomory, Reticulina, e Prata, que coram os diversos tipos de colageno
incluindo colégeno tipo Il e 1V, além das fibras reticulares. Tais coloragdes s&o indicadas
para a avaliacdo da presenca e grau de fibrose na medula (ORAZI, 2006).

O grau de fibrose pode ser estimado utilizando a abordagem proposta por Manoharan
et al. (1979).

Quadro 10: Graduagdo da fibrose na medula 6ssea.

Grau de Fibrose
1+  Finas fibras focais com raras fibras grosseiras.
2+ Rede de fibras difusamente finas com discreto aumento de fibras grosseiras.
3+ Difusarede de fibras grosseiras destituidas de colagenizacao (Tricromico negativo)
4+ Difusarede de fibras grosseiras com colagenizagao (Tricromico positivo).

Modificada por Manocharan et al. 1979.

A coloracdo do Tricromico (Masson) é comumente utilizada para demonstrar a
presenca de colageno maduro, que pode ocorrer em estagios avancados de fibrose medular
(ex.: osteomieloescleroses). A graduacdo de fibrose, como regra geral deve ser avaliada
apenas em éareas de hematopoese ativa, areas de medula amarela devem ser excluidas
(ORAZI, 2006).

A matriz estromal inclui também muitos fatores de crescimento, citocinas,
quimiocinas e componentes de matriz extracelular que regulam o0 processo
hematopoeético/celulas  progenitoras hematopoéticas promovendo a proliferacdo e
diferenciacdo (KAPLAN, 2006).
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A diferenciagdo celular geralmente ocorre na porgédo central da cavidade medular. Isto
explica a presenca de células mais maduras, nesta regido, enquanto que as stem cells
hematopoéticas primitivas, localizam-se nas bordas 0Osseas proximas aos osteoblastos
(KAPLAN, 2006).

As células totipotentes produtoras de estruturas 6sseas regulam e ddo suporte as stem
cells hematopoéticas, permitindo que as mesmas permanecam no nicho endosteal em estado
quiescente (NILSSON et al, 2001; TAICHMAN, 1998).

Stem cells endoteliais exibem muitas caracteristicas fenotipicas similares as
hematopoéticas e provavelmente apresentam uma origem em comum, o hemangioblasto.

A contribuicdo das stem cells endoteliais para a vascularizacdo da medula 6ssea é a
Unica especializacdo das células endoteliais sinusoidais, a qual prover um segundo nicho
dentro da medula para as células hematopoéticas primitivas, o nicho vascular. E neste local
que ocorre a regulacdo da proliferagéo, diferenciacdo e migragéo transendotelial das stem cells
hematopoéticas (KAPLAN, 2006).

Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e seus receptores atuam na formacéo
de novos vasos, assim como na manutencdo vascular. Tem importante papel tanto no 0sso
como na medula 6ssea, influenciando o crescimento de células hematopoéticas e na formacao
Ossea (KAPLAN, 2006).

O suprimento sanguineo da medula hematopoeticamente ativa é dado pelas artérias
nutrientes e capilares das artérias musculares. A artéria nutriente penetra na cavidade medular
e se abre em uma rede sinusoidal. Esta rede é o principal sitio de trocas de nutrientes entre o
sangue circulante e a medula. A rede sinusoidal ou rede sinusal penetra na cavidade central
medular onde o sangue fica temporariamente “aprisionado” e seguira para a circulagao venosa
penetrando nas veias emissarias (IVERSEN PO, 2003).

Enquanto que a anatomia vascular da medula 6ssea estd bem definida, o fluxo
sanguineo e ou a perfusdo ainda ndo é bem compreendido (DANIEL, 1994). A medula
necessita de um suprimento satisfatorio para que ocorra uma hematopoese adequada. O real
entendimento da perfusdo da medula, assim como a sua regulagdo, foi desconhecido por
varias décadas, principalmente devido as dificuldades tecnoldgicas. Recentes estudos e
avancos na metodologia tém permitido analises mais detalhadas da perfusdo da medula déssea,

embora ainda necessite de maiores esclarecimentos (IVERSEN PO, 2003).
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Embora ndo existam provas concretas de que a vascularizacdo da medula 6ssea seja
inervada, a vasoregulacdo do fluxo sugere acdo neural, além de estimulos por citocinas,
fatores estimuladores de col6nia para granuldcitos e também tem sido postulado o papel do
Oxido nitrico na vasodilatacdo e consequente aumento do fluxo sanguineo (IVERSEN PO,
2003).

2.11 TECNICAS DE ESTUDO DA MEDULA OSSEA

Medula 6ssea foi inicialmente obtida com propdsito de diagndstico durante a primeira
década do século XX, em material decorrente de necrdpsia. Porém, sé a partir de 1920, onde
houve a introducdo da aspiracdo esternal, que este exame se tornou um procedimento
diagnostico importante (FILHO, 2011).

O estudo das alteragbes anatomopatoldgicas da medula 6ssea € um campo
relativamente recente na Patologia. Geralmente suas doencas refletem em sangue periférico e
podem ser diagnosticadas através de um simples hemograma (FILHO, 2011)

Espécimes de medula para estudo citologico e histolégico podem ser obtidos por
bidpsia aspirativa, por biopsia com agulha grossa (“‘core biopsy”) usando a agulha Trephina,
por bidpsia aberta ou na autépsia (BAIN et al, 2010).

As técnicas mais importantes e mais utilizadas para o estudo morfoldgico da medula
podem ser de material decorrente de aspiracdo com a confec¢do de um esfregaco, e através de
amostras de biopsias trephina, que pode ser realizado virtualmente em qualquer paciente,
devendo ter maiores cuidados em pacientes com deficiéncia de coagulacdo e trombocitopenia
profunda (ORAZI et al, 2006).

A biopsia Trephina, quando realizada em adultos deve ser coletada em crista iliaca
posterior ou anterior, sendo o local com menor taxa de complicagoes.

O espécime da bidpsia pode ser fixado em formalina neutra por pelo menos 18 hs, em
solucdo de ZenKer’s por no minimo 4 hs ou em B5 (formalina e mercurio cloridrico) por 4 hs
e descalcificado em &cido formico a 10% e 1% de formalina ou mesmo outros
descalcificadores (RILEY SR et al, 2004).

Os cortes histologicos de medula dssea ou cortes 6sseos descalcificados devem ser

cortados em uma espessura de 3 a 5 micras e utilizados as coloragdes de rotina. Para estudos
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imuno-histoquimicos cortes de parafina de espécimes das bidpsias trephine devem ser
utilizados a fosfatase imunoalcalina ou o método de imunoperoxidase (RILEY SR et al,
2004).

O material obtido pela bidpsia aspirativa ou aspiracdo, pode ser utilizado para preparar
“imprints” (esfregagos) através do toque delicado desse material no vidro da lamina, ou
através da técnica de Jamshidi, o material da aspiracdo pode passar inicialmente por um
processo de diluicdo, sendo células mononucleadas obtidas por centrifugacdo. As mesmas sao
lavadas e os eritrocitos sdo lisados, e citospins sdo preparados com 10¢ células, fixados em
formalina, corados com o imunomarcador e submetidos a avaliagdo Otica manual e ou
automatizada.

Os esfregacos mostram detalhes da morfologia celular e caracteristicas individuais do
tecido. O corte histoldgico é Util para o estudo da arquitetura tecidual como um todo (RILEY
SR et al, 2004).

Um perfeito estudo da medula dssea requer o exame duplo, tanto o esfregaco como o
corte histoldgico. Esfregacos sdo indubitavelmente as melhores preparacdes para o estudo de
detalhes celulares e prover pouca informacdo da relacdo intercelular e da estrutura
organizacional da medula, enquanto que, secc¢bes histoldgicas promovem o inverso, melhores
informac@es da organizacdo tecidual e poucas informacdes de morfologia celular (RILEY SR
et al, 2004).

Assim concluimos que as duas técnicas sdo complementares para utilizacdo na préatica
clinica, sendo importante salientar que a aspiragdo € mais tolerada pelos pacientes
apresentando desconforto minimo, enguanto que a bidpsia trephina necessita de analgesia
topica ou até mesmo sedacdo principalmente nas criangas.

As complicacdes decorrentes destes procedimentos sdo raras, e tém sido relatados
alguns casos de morte, decorrentes de tamponamento cardiaco apds aspiracdo esternal
(ORAZI et al, 2006).

A interpretacdo dos espécimes da medula, diferentemente de outros 6rgdos requer
muitas vezes, técnicas complementares. A avaliacdo deve ser feita em conjunto com os dados
clinicos, com os dados do sangue periférico, completa contagem sanguinea e em muitos casos
pode se utilizar avalia¢do citoquimica, imunocitoquimica, imunofenotipagem com citometria
de fluxo, imuno-histoquimica, biologia molecular e estudos citogenéticos (ORAZI et al,
2006).
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Considerando a especificidade e sensibilidade destas multiplas técnicas, um grupo de
pesquisadores da Noruega, publicou uma defini¢do de critérios na tentativa de padronizar a
deteccdo de doenca residual minima (BORGEN et al, 1999).

A padronizacdo foi recomendada e adotada pela sec¢do Européia da International
Society of Hematotherapy and Graft Engineering (ISHAGE). Baseia-se em critérios
morfologicos identificados atraves da imunomarcacdo do método de imunocitoquimica, que
prop6s uma subdivisdo dos elementos corados em trés grupos: (1) Células tumorais com
sinais patognomonicos de natureza claramente epitelial, com ndcleos grandes ou formando
grupamentos > ou = 2 células imunopositivas; (2) Células tumorais com caracteristicas
morfologicas intermediarias entre células hematopoéticas e células que perderam os critérios
patognomonicos da natureza epitelial. Serdo consideradas tumorais, se a coloracdo do grupo
controle for especifica e o anticorpo for negativo; (3) Células bem definidas como
hematopoéticas ou contaminantes (BORGEN et al, 1999).

Com a publicacdo deste Consenso em 1999, as pesquisas ficaram centradas em torno
deste método, organizado predominantemente por Hematologistas.

Outras técnicas complementares foram testadas como Citometria de Fluxo, RT-PCR,
FISH, dispositivos de imagens o “Cell Search” ¢ ACIS (Automated Cellular Image Analysis
System), métodos de enriquecimento ou técnicas que excluem as células irrelevantes, também
apresentaram bons resultados de deteccdo, porém variaveis. Segundo Park, de acordo com o
modo e local em que o pesquisador busca as micrometastases, diferencas de sensibilidade
podem surgir e consequentemente de resultados.

Devemos considerar que a hematopatologia € uma subespecialidade relativamente
nova no campo da anatomia patoldgica; e que a interpretacdo dos espécimes provenientes de
seccOes de bidpsias trephinas sdo geralmente vistas como uma das mais dificeis areas da
patologia cirtrgica (BAIN et al, 2010).

2.12 MEDULA OSSEA COMO SEDE DE METASTASES

A medula dssea € um 6rgdo complexo que se distribui ao longo das cavidades dsseas,

apresentando uma massa estimada de 1600 a 3700 g em um adulto, e apresenta trés funcbes

béasicas: formacdo e maturacdo de células sanguineas (hematopoiese), fagocitose e degradacédo
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de particulas circulantes desde microorganismos e leucocitos senis, além de producdo de
anticorpos (WICKRAMASINGHE, 1997).

O processo de degradacao de particulas e a renovacgédo continua das células sanguineas
senescentes envolve o aprisionamento de células envelhecidas, células de origem nao
hematopoética circulantes, que sofrerdo o processo de apoptose e consequentemente serdo
fagocitadas (RIETHDORF S; PANTEL K, 2008).

As células tumorais perderam a sua capacidade de apoptose, ou seja, ndo permitem a
sua autodestruicdo e continuam retidas na medula, criando um meio necessario a sua
sobrevivéncia (BELLAHCENE A, CASTRONO A, 1997).

E constituida por uma complexa interacio celular, envolvendo células hematopoéticas,
células estromais e células-tronco, além de uma rede sinusoidal capilar que interagem entre si.
N&do se conhece ainda 0s mecanismos intrinsecos dessa relacdo, medula/estroma/células
circulantes, porém se sabe que ha uma grande sensibilidade a fatores de crescimento,
citocinas, fatores estimuladores de coldnia entre outros, que permitem e estimulam néo so a
proliferacdo celular como também, vascular; o que torna a medula 6ssea um tecido propicio
ao desenvolvimento e manutencao de tumores metastaticos (ORAZI et al, 2006).

Pode ser infiltrada por células de diferentes origens, tanto em processos reacionais
como em neoplasias de outros sitios. A infiltracdo pode ser focal, ndo apresentando alteracao
de sua funcdo, como pode ser macica comprometendo a sua funcdo e gerando faléncia da
hematopoese normal (ORAZI et al, 2006).

Metastases de neoplasias sélidas na medula sdo relativamente frequentes. Em adultos a
maioria dos tumores metastaticos sdo carcinomas ou melanomas malignos, embora sarcomas
possam raramente comprometé-la. Por ordem de frequéncia de comprometimento, as
neoplasias malignas ndo hematoldgicas que mais comprometem a medula déssea sdo as de
prostata, de mama, carcinoma de pulmdo, neuroblastoma, sarcoma de Ewing/tumor
neuroectodérmico periférico (PNET), rabdomiosarcoma e melanoma maligno (ANNER,
1977; PAPAC, 1994).

De acordo com Attilio Orazi, Dennis O"Malley e Daniel Arber, o uso rotineiro de
técnica de imuno-histoquimica na avaliagdo de tumores metastaticos ou mesmo em medulas
pos terapia anti-neoplésica ndo é necessario. Células tumorais metastaticas sdo usualmente
grandes, apresentam-se agrupadas e tém grande associa¢do com fibrose, apresentando ou néo
necrose (ORAZI, 2006).
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A infiltracdo medular por celulas metastaticas promovem frequentemente reagdo
estromal incluindo proliferacdo fibroblastica com deposicdo de reticulina apresentando
colagenizacdo ou ndo; neoangiogénese e reposta inflamatoria; assim como algumas alteracdes
Osseas (BAIN, 2010).

Fibrose corresponde a alteragdo arquitetural mais marcante e frequente em carcinomas
mamarios e da prostata, podendo corresponder a critério morfoldgico indireto de infiltracdo
medular. Em pacientes com fibrose, o numero de células tumorais € variavel podendo ser até
pouco frequente. A ndo visualizacdo de células tumorais dentro do estroma fibroso pode
resultar em erro diagnéstico de mielofibrose priméria (BAIN, 2010).

Quando focos de fibrose estdo presentes sem evidéncia morfoldgica de células
tumorais, estudo imuno-histoquimico deve ser indicado para excluir células tumorais
aprisionadas no estroma fibroso, contudo carcinomas lobulares da mama geralmente infiltra a
medula 6ssea como pequenas ceélulas isoladas sem associagdo com fibrose e podera
facilmente ndo ser visualizada na coloracdo de rotina por HE (BITTER et al, 1994; LYDA et
al, 2000).

2.13 CANCER DE MAMA E MEDULA OSSEA

A deteccdo de células tumorais na medula éssea (DTC) foi inicialmente descrita em
1981 (DEARNALEY, PH, 1981) e correlacionada com diversas neoplasias, onde
posteriormente alguns estudos demostraram a sua importancia na avaliacdo do cancer de
mama metastatico (DIEL et al, 1996).

Varios estudos a partir de 1996 se desenvolveram predominantemente na Europa, com
foco especial na Alemanha na tentativa de detectar células epiteliais na medula 6ssea de
pacientes com cancer de mama.

A maioria dos trabalhos tinha objetivo inicial de diagnosticar estas células e foram
testados varios métodos para esta deteccdo, onde comeca também a surgir pesquisas
relacionando a presenca de células malignas em sangue periférico.

No final de 1999 e inicio de 2000, surgem publicacfes que expressam a preocupacgédo
em correlacionar os achados de micrometastases em MO com comprometimento de
linfonodos axilares. A comunidade cientifica passa a questionar se a deteccdo de células

tumorais (DTC) na medula tem valor progndstico para pacientes com cancer de mama.
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A partir de entdo, varios estudos tém demonstrado que a ocorréncia de células
citogueratinas positivas na MO em pacientes com cancer de mama esta associada a um
prognostico ruim, constituindo fator que indica recidiva precoce da doenca (BISCHOFF et al,
2003).

O comprometimento da medula dssea esta fortemente associado a metastases dsseas
(76%), metastases viscerais (73%), assim como recidiva tumoral locorregional (62%). Isto
sugere que a presenca de células tumorais neste sitio reflete a capacidade que o tumor
primario tem de metastatizar e que, estas células representam um marcador de doenca
sistémica ndo limitada ao tecido 6sseo. Nesta situacéo a terapia sistémica adjuvante, pode ser
considerada e poderia ter maior importancia do que a dissec¢éo linfonodal (DIEL et al, 1996).

Dr. Klaus Pantel, diretor do Instituto de Biologia Tumoral da Universidade de
Hamburgo na Alemanha, iniciou um estudo em doenca residual minima, h4 mais de uma
década, na busca de um marcador precoce e indicativo de doenca sisttmica metastatica. Em
seu departamento, medulas dsseas eram rotineiramente testadas para micrometastases em
leucemias e linfomas, favorecendo a utilizacdo das mesmas técnicas para a deteccdo de
células tumorais em MO de pacientes com cancer de mama.

Em 25 de agosto de 2005 foi publicado no New England Journal of Medicine uma
pesquisa que envolveu 4.500 pacientes com cancer de mama, e concluiu que a presenca de
micrometastases na MO no momento do diagndstico, esta associada a um pior progndstico
(PANTEL, 2005).

Esta publicacdo destruiu a visdo antiga do processo metastdtico como um
desenvolvimento tardio no cancer, e traz uma nova era nas pesquisas das metastases,
indicando que alguns tumores, mesmo pequenos, podem se disseminar e outros apresentam
tendéncias a disseminagdo muito precoce, como € o caso dos tumores malignos da mama.

As pesquisas para deteccao de células tumorais em sangue periférico se intensificam e
verificou-se que estas células também estdo presentes na corrente sanguinea de pacientes com
neoplasia mamaria maligna.

Em 2004, Cristofanilli, Hayes e seus colaboradores reportaram os niveis de células
circulantes tumorais em pacientes com céancer de mama metastatico, para iniciar um novo
tratamento, como um preditor independente de progresséao livre de doenca e sobrevida global.
Para ele, a medida e contagem dessas células no sangue, ndo é apenas uma nova medida

tumoral, representa maior valor prognostico do que a medida de um sitio metastatico isolado
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ou marcador tumoral. A presenga das células no sangue, fala sobre a biologia da doenca, e
leva a considerar um tratamento personalizado (McBRIDE, 2005).

E importante citar que estas células isoladamente na corrente sanguinea, nio
representam fator preditor de mau prognostico, embora indique progressdo tumoral, e ficou
evidenciada correlacdo entre presenca de células circulantes tumorais em sangue periférico
(CTC) e presenca de micrometastases na medula 6ssea (ZHU L, 2005).

Os grandes centros em oncologia demonstraram que as sobrevidas das pacientes nao
aumentaram, mesmo aquelas que eram tratadas com quimioterapia agressiva como 0
Taxotere.

Os dados Europeus mostram que a medula 6ssea pode conter células tumorais inativas
e que ndo sdo destruidas pela quimioterapia convencional, sendo necessario desenvolver
novas estratégias terapéuticas para atuar especificamente nesta doenga microscopica.

O sucesso da terapia adjuvante é baseado na habilidade de erradicacdo de metéstases
ocultas, assim como de células tumorais disseminadas, antes que elas se tornem clinicamente
evidentes. Contudo, existe um subgrupo de pacientes que irdo ter recorréncia de doenca
independente do tratamento adjuvante convencional. Um objetivo importante das
investigagBes em curso é identificar estas pacientes e oferecer um tratamento adjuvante
secundario adequado (BECKER S, 2005).

Os regimes de terapias adjuvantes ndo sdo capazes de eliminar completamente as
células citoqueratinas positivas na medula 6ssea (BECKER S, 2005), o que inviabiliza a cura
efetiva das pacientes, podendo apresentar recorréncia tumoral e morte.

Além do aumento significativo de metéstases, o comprometimento medular pode
também trazer implicacBes clinicas graves para as pacientes, como por exemplo, o
desenvolvimento de aplasias medulares, complicacdo gravissima para uma paciente que estara
em um provavel tratamento quimioterapico associado naturalmente a deplecdo imunoldgica
(CAWTHORN TR et al, 2009).

O diagndstico de aplasia medular por carcinomatose, muitas vezes € interpretada como
efeito pos-quimioterapia, sendo indicado nestes casos, um transplante autélogo de medula
0ssea.

Um grupo médico nos Estados Unidos, em Los Angeles publicou um ensaio clinico
em 2011, onde foram examinadas 3413 pacientes, com o0 objetivo de comparar

micrometastases em linfonodos e medula, com a sobrevida de mulheres com cancer de mama
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invasor. Este trabalho concluiu que pacientes com axila positiva tratadas com terapia
conservadora, ndo alterou a relacdo da sobrevida global, enquanto que as pacientes com
metastases ocultas em MO, embora raras, tiveram diminuicdo de sobrevida (GUILIANO,
2011).

Um fator de alerta ao analisar os dados numéricos, no estudo americano, embora
realizado com um grande nimero de pacientes, obteve apenas 3% de positividade para
micrometastases em MO, enquanto que os resultados europeus estdo em torno de 30% em
média, utilizando os mesmos métodos de deteccao.

Para garantir a validacdo destes conceitos é necessario avaliar as técnicas utilizadas na
deteccdo de micrometastases. Os trabalhos variam muito com relacdo aos métodos, onde a
aspiracdo associada a imunocitoguimica com diversos marcadores correspondeu a maioria dos

estudos.

3. OBJETIVOS

Objetivo Geral:
Avaliar a frequéncia da deteccdo de células tumorais em medula 6ssea, através do
exame anatomopatolégico complementado com técnica de imuno-histoquimica, utilizando o

marcador citoqueratina 19, nas pacientes com diagndéstico de cancer de mama.

Objetivos Especificos:

Correlacionar os casos positivos com critérios indicadores de agressividade tumoral
dos tumores primarios como tamanho do tumor, grau histoldgico, grau nuclear, receptores
hormonais (RE/RP), expressdo do HER2/neu.

Observar a associacao das micrometéastases medulares com a expressdo do p53, Kl 67
e CD34 dos tumores primarios.

Correlacionar a associacdo de micrometastases, com a presenca e quantificacd’

fibrose na medula, como critério indireto de infiltracdo neoplasica.
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4. MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste estudo utilizamos os seguintes preceitos e adotamos

rigorosamente os métodos para atingir os objetivos finais.

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

Em todo o estudo foi seguido os preceitos eticos determinados pelo Conselho Nacional
de Salde da Resolugdo 196/96 que regulamenta as diretrizes de pesquisa envolvendo seres
humanos.

Este projeto foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital do Cancer
de Pernambuco para apreciacédo e parecer, tendo sido aprovado em 13/03/2011 de n° 48/2011
— CAAE 0037.0.447.172-11 (ANEXO A).

Obteve-se carta de anuéncia do Hospital Universitario Professor Alberto Antunes,
autorizando a execucdo da pesquisa para fins de dissertacdo (ANEXO B).

As pacientes foram convidadas para participar do estudo, o qual foi explicado
detalhadamente a cada uma delas o propdsito da pesquisa, e as mesmas assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO C). E importante ressaltar que as informagdes,
de carater pessoal, sdo absolutamente sigilosas e ndo serdo divulgadas em caso de
publicacdes.

Foi esclarecido as pacientes que as mesmas terdo acesso a qualquer tempo, as
informac@es sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para
dirimir eventuais davidas.

As pacientes tiveram seu direito garantido de obter os resultados dos exames
realizados, assim como, terdo o resultado final desta pesquisa se assim desejar.

As coletas foram realizadas em ambiente hospitalar, dentro das normas de seguranca e
em acompanhamento médico, devendo ser enfatizado que ndo houve nenhum tipo de
complicacdo e ou intercorréncia, durante ou pés-procedimento.

Os beneficios que esta pesquisa propde para as pacientes € o diagndstico de possiveis
micrometastases do cancer de mama na medula 6ssea, contribuindo diretamente para um
melhor estadiamento da doenca e propiciando ao oncologista clinico uma melhor avaliagdo do

risco da paciente desenvolver metéstases a distancia no futuro ou mesmo recidiva tumoral.
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As metéstases, se ndo tratadas, podem provocar complicag¢fes e diminuir o tempo de
vida livre de doenca. No entanto, a avaliacdo da medula dssea ajudara ao medico adotar
tratamentos mais eficientes visando o combate desta complicacéo.

Devemos também ressaltar que estas pacientes estdo contribuindo diretamente para o

desenvolvimento cientifico e o progresso da luta contra o cancer.

4.2 LOCAL DO ESTUDO

Este trabalho foi realizado no Hospital Universitario Professor Alberto Antunes
(HUPAA) da Universidade Federal de Alagoas situado na Avenida Lourival Melo Mota, s/

ndmero, Tabuleiro dos Martins, Maceio-AL.

4.3 POPULACAO DO ESTUDO

Critérios de inclusdo: foram analisadas as medulas dsseas de mulheres com cancer de mama
operavel, assim como seu tecido mamario tumoral correspondente, de acordo com UICC -
International Union Against Cancer Criteria, que concordaram em participar do estudo
através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Critérios de exclusdo: foram excluidos do presente estudo pacientes do sexo masculino,
pacientes do sexo feminino que fizeram tratamento antineoplasico (quimioterapia e ou
radioterapia prévia) antes da avaliacdo da medula 6ssea, e pacientes que ndo concordaram em

participar da pesquisa.

4.4 PERIODO DE REALIZACAO

A coleta do material foi realizada no periodo de 01 de Abril a 31 de Outubro de 2012,

onde foram sistematicamente avaliadas por trés patologistas capacitados.

4.5 DESENHO DO ESTUDO

E um estudo prospectivo e analitico realizado por meio do material coletado e dados

provenientes dos prontuérios das pacientes.
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4.6 VARIAVEIS DO ESTUDO

Dependentes: Local do tumor, tamanho do tumor, nimero de linfonodos comprometidos,
estadiamento patoldgico, tipo de procedimento cirirgico das mamas, marcadores imuno-

histoquimicos.

Independentes: idade, etnia, tipo histologico, grau histoldgico, lateralidade da mama, trama de

fibrose da medula.

4.7 METODOS DE COLETA

O estudo foi realizado com bidpsias de medula 6ssea e pecas cirirgicas de mama,
provenientes dos Servicos de Clinica Cirurgica, Hematologia e Mastologia do Hospital
Universitario — UFAL.

» Envio do material ao laboratério:

O material da medula dssea, assim como o produto cirargico do tumor da mama, foi
encaminhado ao laboratorio de anatomia patoldgica acompanhado da requisicdo médica e
solicitacdo do histopatol6gico com as devidas informacdes clinicas, seguindo todo o protocolo
de rotina do Hospital Universitario Prof. Alberto Antunes.

» Material Obtido da Medula Ossea:

O material obtido de medula dssea foi fixado em formol neutro por 24hs, em
temperatura ambiente seguido de descalcificacdo por 20 min em solucdo aquosa de acido
formico a 10%, e seguiu para processamento histolégico de rotina (RILEY SR et al, 2004).

Os espécimes passaram por processo convencional para microscopia de luz,
desidratados com etanol e diafanizados com xilol, sendo incluidos em parafina.

Os cortes foram obtidos com espessura de aproximadamente 3 micrdmetros e foram

corados pelos métodos de hematoxilina e eosina, Tricrdmico de Gomory e Reticulina, além da
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utilizagdo do marcador  imuno-histoquimico de citoqueratina 19 (ALVARENGA C,
SCHIMIT F et al, 2011).

> Material Obtido do Tumor da Mama:

O produto da ressecc¢do cirdrgica, que corresponde desde a bidpsia por agulha grossa
(“Core biopsy”), bidpsias incisionais até a mastectomia total, ou seja, dos procedimentos mais
conservadores aos radicais, foi cortado e devidamente fixado em formol tamponado a 10%
por 12h. Posteriormente, seguiu-se 0 exame macroscopico da peca cirurgica, seguindo 0s
critérios postulados pela Sociedade Brasileira de Patologia (BACCHI, 2005) e Ministério da
Saude, através do programa SISMAMA (INCA, 2013).

Cortes histolégicos foram obtidos para o exame histopatolégico convencional e para a
realizacdo da técnica de imuno-histoquimica, utilizando os marcadores: receptor de estrogeno
(MCLAREN BK et al, 2003), progesterona (LEAL,C et al,1995), Her2/neu (LEAL,C et
al,1995), p53 (DAKO®, 2005), Ki-67 (DAKO®, 2005), CD-34 (DAKO®, 2005).

» Preparacdo dos cortes histologicos para exame imuno-histoquimico:

Os cortes histologicos de 3um de espessura foram montados em laminas histologicas
silanizadas e ap6s 12 horas, colocados em estufa a 50° C por uma hora. ApGs essas etapas,
foram desparafinizadas com xileno, hidratados em solucGes decrescentes de alcool e lavados
em agua destilada.

As laminas foram deixadas em solucdo detergente neutro 10% por 2 horas, lavadas
em &gua corrente até retirar todo o excesso, e posteriormente, imersas sequencialmente em
cubas com acetona:

e 12cuba: acetona P A (acetona para analise pura);

e 22 cuba: silano (3-aminopropiltrietoxisilano) a 6% diluido em acetona P A;
e 3?cuba: trés mergulhos;

e 42cuba: trés mergulhos;

e 5%cuba: deixa um minuto e depois secar na estufa por 10 min.
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» Recuperagéo antigénica

As laminas com os cortes histologicos foram incubadas em tampéo citrato pH 6,0 por
20 minutos ou TRIS EDTA ph 9,0 a 95°C por uma hora em panela a vapor. A recuperacao

antigénica foi realizada por calor dmido.

» Reacdo imuno-histoquimica

1° Inibicdo da peroxidase enddgena (lavagem com agua destilada e oxigenada);

2° Colocacao dos reagentes (anticorpos) monoclonal e /ou policlonal por 30 minutos.
O anticorpo utilizado para receptor de estrogeno foi o clone ER-ID5 (DAKO®, 2005), para a
citoqueratina 19 foi utilizado o clone RCK 108(DAKO®,2005) , o receptor de progesterona
foi utilizado o clone PGR 636 (DAKO®,2005) , para a proteina do HER2/neu foi o
POLICLONAL (DAKO®, 2005), para a proteina p53 foi o clone DO-7 (DAKO®,2005), para
a proteina CD34 class 1l foi utilizado o clone QBENnd 10, para o Ki67 foi o clone MIB-
1.(DAKO®,2005). Foi utilizada a técnica da Estreptavidina-Biotina-Marcada (LSAB+) ou
Envision.

3° Lavagem em agua destilada, contracoloracdo com hematoxilina, desidratacao,

montagem e leitura.

» Arquivamento do material examinado:

Apbs a interpretacdo das amostras coletadas, pelo pesquisador e por mais trés
Patologistas capacitados, o material foi arquivado no setor de Anatomia Patoldgica seguindo
as regras de arquivamento de material bioldgico, preconizados pela Sociedade Brasileira de

Patologia.
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4.8 METODOS DE ANALISE ESTATISTICA

Os dados deste estudo foram analisados pelo pesquisador, em conjunto com um
estatistico e orientador da pesquisa, utilizando estatistica descritiva e anélise inferencial, além
de Hardware e Software especificos para a finalidade.

Para realizacdo dos célculos estatisticos, o Hardware utilizado foi um Desktop com as
seguintes caracteristicas:

e Intel® Core™ i3-2100 CPU @ 3.10GHz
e Memoria RAM de 6,00 GB
e Sistema Operacional Windows 7 Enterprise de 64 Bits
O Software utilizado para a analise estatistica descritiva e inferencial foi o:
e R Studio Verséo 0.97.248.
e Plataforma R versédo 2.15.2 (2012-10-26)
e [ISBN 3-900051-07-0

Neste estudo os dados estatisticos para avaliar a positividade e ou a negatividade da
medula 6ssea foram obtidos pela divisdo do numero total de casos positivos pelo numero total
de pacientes, em seguida avaliadas todas as variaveis citadas anteriormente, de maneira
descritiva.

Para correlacionar as frequéncias de metastases, utilizou-se andlise inferencial
aplicando os seguintes testes:

e Teste de Proporgdes
e Teste Exato de Fisher.
e Teste do X?

4.8.1 — Teste de Proporcdes

Tem por finalidade realizar a comparacao entre duas proporcdes. No caso da pesquisa,
a proporg¢do encontrada de micrometastase em medula dssea na amostra, comparada com a
proporcéo da Literatura.

Procedeu-se com um teste Bi-caudal ou Bilateral no qual, tenta-se obter como resposta

a igualdade ou desigualdade das proporgdes.
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O teste de hipéteses é descrito da seguinte forma:
e Hipdtese Nula (H0): p = p0 (As proporcdes sao iguais)
e Hipotese Alternativa (H1): p # p0 (As proporgdes sao diferentes)
Na amostra analisada a comparagéo foi a seguinte, sendo a proporg¢éo da literatura de
3% de achados de micromestastases em um dos trabalhos selecionados:
e Hipdtese Nula (H0): p = 0.05 (As proporcdes sao iguais);
e Hipotese Alternativa (H1): p # 0.05 (As proporcdes sao diferentes);
Concluimos que a proporcdo encontrada neste estudo € significativa e correspondeu a
3,2%.

4.8.2 — Teste Exato de Fisher e Teste do X2

Tem por finalidade avaliar a existéncia de associacdo entre variaveis independentes,
utilizando tabelas de contingéncia ¢ x r. No caso especifico desta pesquisa a técnica sera
utilizada para comparar a existéncia ou ndo de associagdo entre a Presenca ou N&o de
Micrometastases (MT) na medula 6ssea e as diversas caracteristicas morfoldgicas e imuno-
histoquimicas das amostras tissulares das neoplasias mamarias.

Procedeu-se com um teste Bi-caudal ou Bilateral na qual o teste de hipoteses € descrito
da seguinte forma:

o Hipdtese Nula (HO): p # p0 (Nao existe associagdo entre as variaveis)

. Hipdtese Alternativa (H1): p=p0 (Existe associacdo entre as variaveis)

Concluimos que ndo houve associacdo das demais variaveis com a presenga de

micrometastases.
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5. RESULTADOS

Nossos resultados estdo apresentados na forma de trés artigos:

5.1 Primeiro artigo: Frequéncia de micrometéstases em medula dssea e a associagdo
com critérios de agressividade tumoral em pacientes com cancer de mama. Sera
submetido a revista Breast Cancer Research, fator de impacto de 5,25 e Qualis Al

em Medicina Il.

5.2 Segundo artigo: A presenca de micrometastases em medula 6ssea e a expressao do
p53, KI67 e CD34 em seus respectivos tumores primarios da mama. Sera
submetido a revista Breast Cancer Research and Treatment, fator de impacto de
4,431 e Qualis A1 em Medicina Il.

5.3 Terceiro artigo: Fibrose em medula 6ssea como critério indireto morfol6gico,
indicativo de micrometastases em carcinomas ductais da mama. Sera submetido a

revista Journal of Pathology, fator de impacto 6,318 e Qualis A1 em Medicina Il.
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5.1 PRIMEIRO ARTIGO

FREQUENCIA DE MICROMETASTASES EM MEDULA OSSEA E A ASSOCIACAO
COM CRITERIOS DE AGRESSIVIDADE TUMORAL EM PACIENTES COM CANCER
DE MAMA

Resumo

Objetivos: Avaliar a frequéncia da deteccdo de células tumorais em medula 0ssea, através da
biopsia com exame anatomo patoldgico complementada com técnica de imuno-histoquimica
utilizando CK-19, nas pacientes com diagnostico de cancer de mama, assim como,
correlacionar 0s casos positivos com critérios indicadores de agressividade tumoral dos
tumores primarios como tamanho do tumor, grau histologico, grau nuclear, receptores
hormonais (RE/RP), expressdo do HER2/neu.

Material e Métodos: Biopsias de medula 6ssea foram obtidas de 32 pacientes do sexo
feminino com cancer de mama. As amostras foram processadas dentro da rotina para
microscopia de luz, coradas pela técnica do H&E, assim como complementada com técnica de
imuno-histoquimica utilizando a Citoqueratina 19 como imunomarcador, além de
correlacionada com caracteristicas morfolégicas do tumor primério e perfil imuno-
histoquimico.

Resultados: 3% das 32 pacientes tiveram positividade na medula 6ssea para CK-19 indicando
presenca de micrometastases. Nao foi encontrada associacao entre a positividade da medula e
os referidos critérios de agressividade tumoral.

Conclusé@o: Em nossa série concluimos que a positividade para células tumorais na medula
Ossea de pacientes com cancer de mama, ndo apresenta associacao estatistica com os critérios
de agressividade tumoral como: tamanho do tumor, grau histoldgico, grau nuclear, receptores
hormonais (RE/RP), expressdo do HER2/neu, ndo podendo os mesmos corresponder a

indicadores de micrometastases.

Palavras-chave: Neoplasias de mama. Medula Ossea. Metastases.
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Abstract

Objectives: To assess the frequency of detection of tumor cells in bone marrow by biopsy
and immunohistochemical techniques using CK-19, in patients with breast cancer, as well as
the positive cases correlate with tumor aggressiveness criteria indicators of primary tumors as
tumor size, histological grade, nuclear grade, hormone receptors (ER/PR), HER2/neu

expression.

Material and Methods: Bone marrow biopsies were obtained from 32 female patients with
breast cancer. The samples were processed in the routine light microscopy, stained by H&E,
as complemented with a technique of immunohistochemical using cytokeratin 19 as a
immuno marker, and correlated with immunohistochemical profile and morphological

characteristics of the primary tumor.

Results: 3% of the 32 patients had positive bone marrow CK-19 indicating the presence of
metastasis. We didn't observed correlations between positive marrow and primary tumor size,

estrogen receptor and progesterone expression of HER2/neu.

Conclusion: In our study we conclude 3% positive for micro-metastases, there was no
statistical association with tumor aggressiveness criteria such as tumor size, histological
grade, nuclear grade, hormone receptor (ER/PR), HER2/neu expression, reaffirming the
literature, emphasizing the need to evaluate the bone marrow of patientes with breast cancer

as a routine procedure.

Keywords: Breast Neoplasms. Bone Marrow. Metastasis.
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Introducéo

Apesar dos avancos na pratica oncologica, dos grandes esforcos e pesquisas na
Mastologia mundial, o cancer de mama continua sendo uma patologia com alta incidéncia de
Obitos com taxas de decréscimo ao longo dos anos pouco significativas [1].

O combate a recorréncia dos tumores primarios, tanto sob a forma de metastases a
distancia, como recorréncia locorregional, assim como, a busca por maior tempo livre de
doenca e maior sobrevida global, continua sendo um grande desafio na prética clinica.

Em torno de 25% dos pacientes poOs-tratamento com aparente cirurgia curativa de
carcinomas mamarios apresentam recidiva tumoral e mesmo metastases a distancia. E
provavel que este grupo de pacientes exibiam doenca micrometastatica no momento da
terapéutica inicial e que provavelmente foram subestadiados [2].

Micrometastases tém sido evidenciadas em mais de 38% de pacientes com cancer de
mama em estagios | e 11 [3], e esta presente em medula 6ssea em torno de 1/3 das pacientes
correspondendo a estagio I, Il e Ill [4], indicando neste 6rgdo, reducdo do tempo livre de
doenca e sobrevida global [3].

Varios estudos tém demonstrado células tumorais em medula 6ssea, assim como tém
observado a associa¢do com prognostico do tumor [5,6]. A significancia das micrometastases
medulares relacionada a critério prognostico foi confirmada por estudo com meta-analise [7] e
seu impacto negativo tem sido descrito por diversos autores [8,9,10].

Uma anélise conjunta envolvendo oito grandes estudos, com um numero total de 4703
pacientes concluiu que a infiltracdo medular estd associada a pior prognostico, tanto em
resultados clinicos como na sobrevida dos pacientes [11].

A presenca de células tumorais representa fator progndstico significante de diminuicao
da sobrevida, tempo livre de doenga e tempo livre de metastase a distancia durante um
periodo de seguimento de 10 anos. Em uma analise multivariavel a positividade de medula
Ossea correspondeu a fator preditor independente de mal prognostico [12].

E necessario enfatizar que a deteccio da célula tumoral disseminada pode
corresponder a uma ferramenta importante de avaliacdo de progndstico, além de possibilitar a
avaliacdo da terapia sistémica [13,15].

Frequentemente observamos resisténcia de algumas células a quimioterapia [12] que

enguanto permanecem na medula dssea apresentam-se muitas vezes em estado de dorméncia,
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fora da atividade mitdtica, consequentemente livres dos efeitos dos quimioterapicos anti-
neoplasicos.

E possivel detectar célula tumoral em pacientes pos- terapia antineoplasica. Regimes
de tratamentos adjuvantes diminuem a quantidade de células malignas na medula, porém néo
sdo capazes de eliminar completamente estas células, sendo necessario, mais pesquisas e
estudos prospectivos para que as micrometastases possam ser usadas como alvo na terapia
adjuvante [17].

Diante do exposto, torna-se mandatorio a investigacao e a avaliagdo de medula 6ssea
dos pacientes com cancer de mama, assim como o estudo de todos 0s possiveis critérios
indicadores de presenca de micrometastases.

Portanto em nossa série, avaliamos a presenca de células tumorais em medula dssea e
sua possivel associacdo com critérios indicadores de agressividade tumoral, incorporados ao
sistema de estadiamento da American Joint Committee on Cancer (AJCC) [18], como
tamanho do tumor, tipo e grau histoldégico, comprometimento linfonodal, receptores
hormonais e expressdo do HER2/neu, que correspondem aos mais fortes preditores de morte

por cancer de mama.

Material e Métodos:

Pacientes: O presente estudo envolveu 32 pacientes do sexo feminino com cancer de
mama, admitidas no Centro de Oncologia do Hospital Universitario Professor Alberto
Antunes da Universidade Federal de Alagoas (HUPAA), no periodo de 01 de abril a 31 de
outubro de 2012. Todas as pacientes aceitaram participar do presente estudo e assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Foram avaliados e registrados os tumores
primarios de acordo com o sistema TNM [19], tamanho tumoral, nimero de linfonodos
comprometidos, além de tipo histol6gico, grau histolégico. A presenca de receptores de
estrdgeno e progesterona foi determinada nos 32 casos pela técnica de imuno-histoquimica,
assim como a expressao do HER2/neu.

Amostras de Medula Ossea: As amostras das medulas 6sseas foram obtidas através
do método de biopsia por agulha triphina, unilateral em crista iliaca apds inducdo da anestesia
geral em 25 pacientes no momento da primeira cirurgia, enquanto que 7 pacientes foram
obtidas de material formolizado encaminhado do servico de hematologia do HUPAA/AL. As

amostras foram fixadas em formol a 10% por 24 hs, em temperatura ambiente seguido de



75

descalcificacdo por 20 min em solugdo aquosa de acido férmico a 10%, e seguiu para
processamento histologico de rotina. Os espécimes passaram por processo convencional para
microscopia de luz, desidratados com etanol e diafanizados com xilol, sendo incluidos em
parafina. Os cortes foram obtidos com espessura de aproximadamente 3 micrémetros e foram
corados pelos metodos de hematoxilina e eosina, além da utilizacdo do marcador imuno-
histoquimico de citoqueratina 19 [20].

Amostras do tumor da mama: O produto da resseccdo cirurgica, que corresponde
desde a biopsia por agulha grossa (“Core biopsy”), biopsias incisionais até a mastectomia
total, ou seja, dos procedimentos mais conservadores aos radicais, foi cortado e devidamente
fixado em formol a 10% por 12h. Posteriormente, seguiu-se 0 exame macroscépico da peca
cirurgica, seguindo os critérios postulados pela Sociedade Brasileira de Patologia [21] e
Ministério da Saude, através do programa SISMAMA [22]. Cortes histoldgicos foram obtidos
para o exame histopatoldgico convencional e para a realizacdo da técnica de imuno-
histoquimica, utilizando os marcadores: receptor de estrogeno [23], progesterona [24],
Her2/neu [24].

Preparacdo dos cortes histologicos para exame imuno-histoquimico: Os cortes
histoldgicos de 3um de espessura foram montados em Iaminas histolégicas silanizadas e apds
12 horas colocadas em estufa a 50° C por uma hora. Apds essas etapas, foram
desparafinizadas com xileno, hidratados em solugdes decrescentes de alcool e lavados em
agua destilada. As laminas foram deixadas em solucdo detergente neutro 10% por 2 horas,
lavadas em 4&gua corrente até retirar todo 0 excesso, e posteriormente, imersas
sequencialmente em cubas com acetona.

Recuperacdo antigénica: As laminas com os cortes histolégicos foram incubadas em
tampéo citrato pH 6,0 por 20 minutos ou TRIS EDTA ph 9,0 a 95°C por uma hora em panela
a vapor. A recuperacdo antigénica foi realizada por calor umido.

Reacdo imuno-histoquimica: A imunomarcacdo inicialmente ocorreu através da
peroxidase endogena e corada pelos anticorpos monoclonal e /ou policlonal por 30 minutos. O
anticorpo utilizado para receptor de estrdgeno foi o clone ER-ID5 [25], para o receptor de
progesterona foi utilizado o clone PGR 636 [25], para a proteina do HER2/neu foi o
POLICLONAL [25]. Foi utilizada a técnica da Estreptavidina-Biotina-Marcada (LSAB+) ou

Envision. Seguiu a contracoloragdo com hematoxilina, desidratacdo, montagem e leitura.
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Anélise do Material: O material foi analisado e observado por trés Patologistas
capacitados e interpretados de acordo com as normas da Sociedade Brasileira de Patologia
(SBP).

Andlise Estatistica: Foi realizada uma analise estatistica descritiva e inferencial
utilizando o software R Studio Versdo 0.97.248; Plataforma R versdo 2.15.2 (2012-10-26),
ISBN 3-900051-07-0. Os dados estatisticos para verificar a positividade e ou a negatividade
da medula 6ssea foram obtidos pela divisdo do numero total de casos positivos pelo nimero
total de pacientes. Em seguida foram avaliadas as variaveis de maneira descritiva. Para
correlacionar as freqiiéncias de metéstases, utilizou-se andlise inferencial aplicando o0s
seguintes testes: Teste de Propor¢des, Teste Exato de Fisher, Teste do X2. Procedeu-se com
um teste Bi-caudal ou Bilateral no qual, tenta-se obter como resposta a igualdade ou
desigualdade das proporc¢des. O teste de hipoteses é descrito como: Hipétese Nula (HO): p =
p0 (As proporgdes sdo iguais) e Hipdtese Alternativa (H1): p # pO (As proporgdes sao
diferentes).

Resultados:

Foi identificado a presenca de células tumorais no corte histoldgico corado pela H&E
(Figura 1), onde foi confirmado com a expressdao do marcador CK-19 (Figura 2) em uma
paciente da série de 32 correspondendo a 3,1% de ocorréncia de micrometastases em medula
Ossea. Néo foi verificada associacao entre a positividade e outras caracteristicas das pacientes
como, tamanho do tumor, tipo histoldgico, grau histoldgico, comprometimento de linfonodos,
marcadores de estdgeno e progesterona, expressdo de HER2/neu. O valor p ndo foi

estatisticamente significante.

Figura 1: H&E micrometéstases em MO Figura 2: CK 19 Positiva em MO

SN LS | ST
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Grafico 1: Frequéncia de marcadores CK19
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Gréfico 2: Frequéncia de tamanho tumoral
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Gréfico 3: Frequéncia de tipos histologicos
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Gréfico 4: Frequéncia dos graus histologicos
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Grafico 7: Frequéncia da expresséo de progesterona
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Gréfico 8: Frequéncia da expressdo do HER2/neu
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Tabela 1: Associacdo micrometastases x tamanho do tumor

: TAMANHO DA LESAQ
MICROMETASTASE
SIM 1 0 0 1
NAO 5 2 6 3
TOTAL 6 2 6 3
p-valor Teste de Fisher p-valor Teste do X*

0375 0.1068
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Tabela 2: Associagdo micrometastases x comprometimento de linfonodos

MICROMETASTASE e TOTAL
Nx NO >NO
SIM 0 1 1
NAO n 5 5 31
TOTAL pY) 5 5 EY)
p-valor Teste de Fisher p-valor Teste do X2
1.0 0.7909

Tabela 3: Associacdo micrometastases x Tipo histoldgico.

TIPO HISTOLOGICO

MICROMETASTASE
Ca Ductal Inf Calobularinvasor
SIM 1 0 1
NAO 28 3 31
TOTAL 29 3 32
p-valor Teste de Fisher p-valor Teste do X?
1.0 1.0

Tabela 4: Associacdo micrometastases x Grau histoldgico

ey GRAU HISTOLOGICO
GRAUII GRAUII
SIM 0 1 1
NAO 4 24 3 31
TOTAL 4 25 3 32
p-valor Teste de Fisher p-valor Teste do X2
1.0 0.8654

Tabela 5: Associagdo micrometastases x Estrogeno

MICROMETASTASE S
NEGATIVO (kX<=35% WK% Xo=T0%
SIM 0 0 0 1 1
NAO 8 2 0 )il 3
TOTAL 8 2 0 2 2

p-valor Teste de Fisher pvalor Teste do X
10 NA



Tabela 6: Associacdo micrometastases x Progesterona

PROGESTERONA
NEGATIVO (K¥<=35% WP B=10h

MICROMETASTASE

pua TesteceFister o Testedo’
02813 03769

Tabela 7: Associacdo micrometastases x HER2/neu

MICROMETASTASE T TOTAL
NEGATIVO INTERMEDIARIO 334
SIM 1 0 0 1
NEO % 0 5 31
TOTAL 27 0 5 B
p-valor Teste de Fisher p-valor Teste do X
10 NA

Tabela 8: Comparacdo do p-valor nos Teste de Fisher x Teste X2

|dade 0,1563 0,134
Tamanho Tumoral 0,375 0,1068
Tipo Histologico 1 1

Grau Histoldgico 1 0,8654
Status linfonodal 1 0,7909
Estrdgeno 1 NA

Progesterona 0,2813 0,3769

HER2/neu 1 NA
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Discussao:

Neste trabalho avaliamos as medulas Osseas de pacientes com cancer de mama na
tentativa de detectar células tumorais, utilizando a bidpsia por agulha Thriphina e exame
anatomopatol6gico com imuno-histoquimica, como método de detecgdo de micrometéastases.

Os resultados obtidos corresponderam a mesma porcentagem dos achados do Guiliano
e colaboradores publicados em 2011, que obteve 3% de positividade em uma série de 3474
pacientes [26], utilizando aspirado com imunocitoquimica, técnica recomendada e
considerada padrao ouro para deteccéo [27].

A nossa amostra € muito homogénea, com tamanho tumoral predominante entre 2 e 5
cm (T2), grau histolégico Il, com alta positividade para estrogeno e progesterona, além de
negatividade para expressdo de HER2/neu, que de acordo com Lester, correspondem aos
principais fatores prognosticos definidos pela AJCC [28].

De acordo com Tavassoli o tamanho tumoral representa o segundo fator prognostico
mais importante e é independente da condi¢do do linfonodo. Todavia, o risco de metastases
em linfonodos axilares, aumenta proporcionalmente ao tamanho do carcinoma [29].
Alvarenga defende que os subtipos histologicos tém importancia prognostica, sendo o
carcinoma ductal invasor sem outras especificacbes o relacionado a menor tempo de
sobrevida em 10 anos [30].

Pinotti ressalta que 85% das mulheres com tumores de grau | bem diferenciados, 60%
com tumores de grau Il moderadamente diferenciados e 15% das mulheres com tumores de
grau Il pouco diferenciados sobrevivem por 10 anos, seguindo o Sistema de Graduacdo
Histologica de Nottingham modificada por Elston e Ellis [31].

Tumores com receptores hormonais (estrégeno e progesterona) positivos tém melhor
prognastico e vdo obter beneficios com hormonioterapia [33,34], sendo indicativo de tumores
mais indolentes, com menor velocidade de crescimento e maior periodo de sobrevida livre de
doenca [35,36].

Estudos também tém demonstrado que a super expressao do HER2/neu esta associada
a prognastico ruim, porém a sua avaliagdo tem sido mais utilizada para determinar a resposta
a terapia especifica [37].

Assim de um modo geral, as pacientes de nosso estudo, estariam contidas em um

grupo considerado de bom progndstico. A paciente que detectamos positividade na medula
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Ossea, apresentou uma lesdo mamaria < 1 cm, positividade difusa para receptores de
estrégeno e positividade focal para progesterona. Estes dados permitiria concluir que esta
paciente estaria no grupo de excelente resultado. Trata-se de um tumor pequeno (T1), que
possivelmente responderia bem a hormonioterapia, porém com micrometéstase medular.

De acordo com Molino, ndo existe correlacdo entre a positividade da medula 6ssea
com o tamanho tumoral, tipo histologico, grau histoldgico, definidos como marcadores de
agressividade tumoral [38], 0 que correspondeu aos achados de nossa pesquisa que também
ndo encontramos associacao entre estas variaveis e a presenca da micrometéstase.

Quanto ao envolvimento linfonodal, Schindlbeck e a maioria dos autores néo verificou
associacdo, com excecdo de Langer Igo que publicou em 2007 o primeiro estudo prospectivo
na literatura e evidenciou associacdo estatistica significativa entre a positividade do status de
linfonodos e MO, embora a porcentagem de ndo concordancia tenha sido levada em
consideracdo [40].

Os nossos achados foram concordantes com Schindlbeck, onde também néo
encontramos associacdo estatistica entre comprometimento de linfonodos e presenca de
celulas tumorais medulares. O mesmo autor, também néo correlaciona status do HER2/neu e
receptors hormonais, 0 que representou 0 mesmo resultado de nossa pesquisa [39].

Em outro trabalho, Stephan Braun observou que quando comparadas com mulheres
sem micrometastases, as pacientes positivas apresentaram tumores grandes, com alto grau
histoldgico, metastases linfonodais e receptors hormonais negativos, sendo o valor p<0,001,
para cada variavel, o que representa significancia. Porém em uma analise multipla, avaliando
inclusive o fator tempo, ou seja, relacdo com sobrevida, presenca de micrometastases em
medula dssea correspondeu ao critério de maior associagcdo com menor tempo livre de doenca
e sobrevida global, independente dos tamanhos tumorais, graus e tipos histol6gicos,
comprometimento de linfonodos, status dos receptores hormonais e HER2/neu, concluindo
assim que a presenca de células tumorais na medula 6ssea de pacientes com cancer de mama
representa fator preditor independente de pior prognostico [16].

Mansi et al (1999) pode demonstrar diminui¢do da sobrevida em pacientes com follow
up de 12 anos, e Landys (1998) seguiu um protocolo de follow up de 20 anos e confirmou as
hipdteses acima descritas [41,42].

Assim os resultados obtidos em nosso estudo sdo concordantes com as maiores

publicacdes da literatura, onde encontramos células tumorais em medula éssea de pacientes
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com cancer de mama, assim como ndo evidenciamos associagdo da positividade com as
variaveis indicadoras de agressividade tumoral, 0 que nos permite concordar com o conceito
descrito por Braun que doenca residual minima em medula Ossea é fator preditor
independente de mal progndstico [16].

Fortalecidos pela idéia de que ainda ndo existe critério que possa indicar uma medula
Ossea comprometida, reforcamos a necessidade de avaliar este 6rgdo em todas as pacientes
com carcinomas mamarios.

Defendemos ainda a implantacdo de grandes estudos sob este tema, existindo uma
necessidade real de determinar o verdadeiro significado da presenca de células tumorais em
medula dssea, assim como identificar melhores possibilidades de detecta-las, sendo
importante despertar interesse da comunidade cientifica com objetivo de alcancar maiores
conhecimentos no processo metastatico da carcinogénese mamaria, tornando possivel a

sobrevivéncia ao cancer de mama.
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5.2 SEGUNDO ARTIGO

A PRESENCA DE MICROMETASTASES EM MEDULA OSSEA E A EXPRESSAO DO
P53, KI67 E CD 34 EM SEUS RESPECTIVOS TUMORES PRIMARIOS DA MAMA.

Resumo
Objetivos: Observar a associacdo de micrometéstases em medula 6ssea de pacientes com
cancer de mama, detectada através da bidpsia com exame anatomopatoldgico e técnica de
imuno-histoquimica utilizando CK-19, com a expressdo do p53, KI 67 e CD34 dos tumores
primarios.
Material e Métodos: Biopsias de medula 6ssea foram obtidas de 32 pacientes do sexo
feminino com cancer de mama. As amostras foram processadas dentro da rotina para
microscopia de luz, coradas pela técnica do H&E, , assim como complementada com técnica
de imuno-histoquimica utilizando a Citoqueratina 19 como imunomarcador, além de
correlacionada com a expressdo de p53, ki67 e CD34 do tumor primario.
Resultados: 3% das 32 pacientes tiveram positividade na medula 6ssea para CK-19 indicando
presenca de micrometastases. Nao foi encontrada associacao entre a positividade da medula e
a expressdo do p53, Ki67, CD 34.
Conclusédo: A positividade para micrometastases, ndo apresentou associacao estatistica com a
expressao do p53, ki 67 e CD34 do tumor primario.

Palavras-chave: Neoplasias de mama. Medula éssea. Metastases.



90

Abstract

Objectives: To observe the association of micrometastases in bone marrow of patients with
breast cancer detected by biopsy with histology and immunohistochemistry technique using
CK-19, with the expression of p53, Ki 67 and CD34 of primary tumors.

Material and Methods: Bone marrow biopsies were obtained from 32 female patients with
breast cancer. The samples were processed in the routine light microscopy, stained by H&E,
as well as supplemented by the technique of immunohistochemistry using cytokeratin 19 as
immunohistochemical marker, and correlated with expression of p53, Ki67 and CD34 of

primary tumor.
Results: 3% of the 32 patients had positive bone marrow CK-19 indicating the presence of

micrometastases. No association was found between positive marrow and expression of p53,
Ki67, CD34 of primary tumor.

Conclusion: The presence of micrometastases in bone marrow, showed no statistical

association with the expression of p53, Ki67 and CD34 primary tumor.

Keywords: Breast neoplasms. Bone marrow. Metastasis.
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Introducéo

O envolvimento da medula 6ssea na disseminacdo do cancer de mama tem sido
estudado nas ultimas décadas, sendo um tema de pesquisa muito promissor.

Braun e colaboradores (2000) mostraram que a presenca de células tumorais
disseminadas em medula tem significado clinico e representam fator indicador de reducéo de
tempo livre de doenca e diminuicdo de sobrevida global em todos os estagios do cancer de
mama [1].

Mansi et al (1999) pode demonstrar diminuic¢do da sobrevida em pacientes com follow
up de 12 anos, e Landys (1998) seguiu um protocolo de follow up de 20 anos e confirmou as
hipbteses acima descritas [2,3].

O impacto prognostico negativo das células tumorais disseminadas pode ser
confirmado por diversos autores [4,5,6], que trouxeram juntos o resultado de um mudltiplo
estudo realizado em oito centros Europeus, confirmando que a deteccdo de células tumorais
em medula 6ssea ndo apenas tem impacto no inicio do diagnéstico, como também, quando
sdo detectadas no seguimento da doenca [7] ou mesmo apOs completa quimioterapia
adjuvante [8].

Os regimes de terapias adjuvantes ndo sdo capazes de eliminar completamente as
células tumorais na medula 6ssea [9], inviabilizando a cura efetiva das pacientes, podendo
apresentar recorréncia tumoral e morte.

Com estes dados, torna-se imperativo, maiores pesquisas e a busca das
micrometastases nas pacientes com cancer de mama, assim como todas as possiveis
associag0es indicativas diretas ou indiretas de infiltracdo medular.

Estudos tém demonstrado que ndo existe correlacdo da presenca de micrometastases
em MO com indicadores de agressividade tumoral como tipo histolégico, tamanho do tumor
[10], envolvimento linfonodal, status do HER2/neu e receptores hormonais do tumor primario
[11].

Outros marcadores tumorais, como o Kl67, p53 e CD34 tém sido foco de muitas
pesquisas e demonstrados em tumores agressivos, embora nao exista ainda consenso para sua
utilizacdo prética, devido as limitacGes de execucgdo e interpretacdo, visdo endossada pela
ASCO 2007 [12].
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O antigeno Ki 67 é uma proteina nuclear, que preferencialmente se expressa durante
todas as fases do ciclo celular, G1, S, G2 e fase M, porém esta ausente em células em fase GO
[13]. Durante a interfase 0 antigeno pode ser detectado exclusivamente dentro do nucleo,
enquanto que na maioria das mitoses muitas proteinas sdo relocadas para a superficie dos
cromossomos. O antigeno é rapidamente degradado a medida que as células entram em estado
ndo proliferativo [14] e geralmente ndo se expressam durante o processo de reparacdo do
DNA. Os estudos mostram que alta expressdo do Ki67 esta correlacionada com pior
prognostico [15,16], indicando maior atividade mitética e consequentemente maior indice
proliferativo da neoplasia.

A proteina p53 € uma fosfoproteina nuclear com peso molecular de 53 Kda e pode
estar presente numa variedade de células normais, porém tem meia vida curta e SO estd
presente por alguns minutos. O gene p53 mutante é frequentemente encontrado no
desenvolvimento de carcinomas mamarios e devido a esta mutacéo, a proteina se torna mais
estavel podendo ser acumulada em altos niveis sendo observado o seu acumulo em 76% de
212 neoplasias malignas humanas. Inibe a replicacdo do DNA e é molécula de controle de
check-points para a progressdo do ciclo, além de também esta envolvido na regulagdo de
apoptose [17]. Corresponde a um gen supressor tumoral comumente mutado, e sdo detectados
na rotina diagndstica da patologia cirurgica mamaria pela técnica de imuno-histoquimica, que
guando se apresenta fortemente corado € interpretado como positivo, enquanto que nas
marcacges discretas, sdo considerados negativos.

A superexpressao do p53 nos carcinomas de mama esta associada a pior prognostico.
A maioria dos canceres de mama tém demonstrado forte imunoreatividade de p53 mutante,
predominante em subtipos basais. A utilidade clinica da avaliacdo do p53 em tumores néao
basais ainda ndo estd muito bem definida [18]. No entanto um estudo mostrando
anormalidade no p53 demonstrou associacdo a pior progndstico e que dele¢des/mutacdes do
p53 foram particularmente de valor progndstico em pacientes com linfonodos negativos e
com receptores estrogénicos positivos [19].

Embora existam estas observacGes, na pratica médica ainda é insuficiente a
recomendacéo da avaliagdo do p53 na rotina e no manejo de pacientes com cancer de mama,
assim como foi definido em 2007 ASCO/CAP [20,21].
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O CD34 é uma proteina de cadeia Unica com aproximadamente 116kDa, que se
expressa em células hematogénicas imaturas ou células progenitoras, células endoteliais de
capilares, fibroblastos embridnicos, além raras células gliais [22].

Corresponde a um potencial indicador de diferenciagdo vascular, sendo altamente
sensivel a célula endotelial diferenciada, independente do grau tumoral. N&o obstante a
especificidade deste marcador é um problema podendo estar presente com frequéncia em
tumores vasculares e devendo ser utilizado para o diagnostico diferencial com estes tumores
[23, 24].

Nosso estudo teve como objetivo, avaliar a associacdo da expressdo destes marcadores
(K167, p53 e CD34) em tumores primarios da mama, com a presenca de micrometastases na

medula 4ssea.

Material e Métodos

Pacientes: O presente estudo envolveu 32 pacientes do sexo feminino com cancer de
mama, admitidas no Centro de Oncologia do Hospital Universitario Professor Alberto
Antunes da Universidade Federal de Alagoas (HUPAA), no periodo de 01 de abril a 31 de
outubro de 2012. Todas as pacientes aceitaram participar do estudo e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). Foi avaliada através da técnica de imuno-
histoquimica, a expressao do p53, Ki-67 e CD 34.

Amostras de Medula Ossea: As amostras das medulas 6sseas foram obtidas através
do método de biopsia por agulha triphina, unilateral em crista iliaca apds inducdo da anestesia
geral em 25 pacientes no momento da primeira cirurgia, enquanto que 7 pacientes foram
obtidas de material formolizado encaminhado do servigo de hematologia do HUPAA/AL. As
amostras foram fixadas em formol a 10% por 24 hs, em temperatura ambiente seguido de
descalcificacdo por 20 min em solucdo aquosa de acido férmico a 10%, e seguiu para
processamento histoldgico de rotina.

Os espécimes passaram por processo convencional para microscopia de luz,
desidratados com etanol e diafanizados com xilol, sendo incluidos em parafina. Os cortes
foram obtidos com espessura de aproximadamente 3 micrémetros e foram corados pelos
métodos de hematoxilina e eosina, além da utilizacdo do marcador imuno-histoquimico de

citoqueratina 19 [25].
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Amostras do tumor da mama: O produto da resseccdo cirurgica, que corresponde
desde a biopsia por agulha grossa (“Core biopsy”), bidpsias incisionais até a mastectomia
total, ou seja, dos procedimentos mais conservadores aos radicais, foi cortado e devidamente
fixado em formol a 10% por 12h. Posteriormente, seguiu-se 0 exame macroscopico da peca
cirdrgica, seguindo os critérios postulados pela Sociedade Brasileira de Patologia [26] e
Ministério da Salde, através do programa SISMAMA [27]. Cortes histologicos foram obtidos
para 0 exame histopatologico convencional e para a realizacdo da técnica de imuno-
histoquimica, utilizando os marcadores: p53 [28], Ki-67 [28], CD-34 [28].

Preparacdo dos cortes histoldgicos para exame imuno-histoquimico: Os cortes
histoldgicos de 3um de espessura foram montados em laminas histologicas silanizadas e apds
12 horas colocadas em estufa a 50° C por uma hora. Apds essas etapas, foram
desparafinizadas com xileno, hidratados em solucdes decrescentes de &lcool e lavados em
agua destilada. As laminas foram deixadas em solucdo detergente neutro 10% por 2 horas,
lavadas em 4&gua corrente até retirar todo 0 excesso, e posteriormente, imersas
sequencialmente em cubas com acetona.

Recuperacdo antigénica: As ldminas com os cortes histolégicos foram incubadas em
tampéo citrato pH 6,0 por 20 minutos ou TRIS EDTA ph 9,0 a 95°C por uma hora em panela
a vapor. A recuperacao antigénica foi realizada por calor umido.

Reacdo imuno-histoquimica: A imunomarcacdo inicialmente ocorreu atraves da
peroxidase enddgena e coradas pelos anticorpos monoclonal e /ou policlonal por 30 minutos.
O anticorpo utilizado para a proteina p53 foi o clone DO-7 [28], para a proteina CD34 class 11
foi utilizado o clone QBENd 10 [28], para o Ki67 foi o clone MIB-1 [28]. Foi utilizada a
técnica da Estreptavidina-Biotina-Marcada (LSAB+) ou Envision. Seguiu a contracoloracdo
com hematoxilina, desidratacdo, montagem e leitura.

Anélise do Material: O material foi analisado e observado por trés Patologistas
capacitados e interpretados de acordo com as normas da Sociedade Brasileira de Patologia
(SBP).

Andlise Estatistica: Foi realizada uma andlise estatistica descritiva e inferencial
utilizando o software R Studio Versdo 0.97.248; Plataforma R versao 2.15.2 (2012-10-26),
ISBN 3-900051-07-0. Os dados estatisticos para verificar a positividade e ou a negatividade
da medula 6ssea foram obtidos pela divisdo do nimero total de casos positivos pelo nimero

total de pacientes. Em seguida foram avaliadas as varidveis de maneira descritiva. Para
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correlacionar as freqiiéncias de metastases, utilizou-se andlise inferencial aplicando o0s
seguintes testes: Teste de Propor¢des, Teste Exato de Fisher, Teste do X2. Procedeu-se com
um teste Bi-caudal ou Bilateral no qual, tenta-se obter como resposta a igualdade ou
desigualdade das proporc¢des. O teste de hipoteses é descrito como: Hipdtese Nula (HO): p =
p0 (As proporgdes sdo iguais) e Hipodtese Alternativa (H1): p # pO (As proporgdes siao

diferentes).

Resultados

Foi identificado presenca de células tumorais no corte histologico corado pela H&E
(Figura 1) e confirmado com a expressdo do marcador para CK-19 (Figura 2) em uma
paciente da série de 32 correspondendo a 3,125% de ocorréncia de micrometastases em
medula 0ssea. Ndo foi verificada associacdo entre a positividade e expressdo de p53, Ki67 e

CD34 do tumor primario. O valor p ndo foi estatisticamente significante.

Figura 1: H&E micrometastases em MO Figura 2: CK 19 Positiva em MO
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Gréfico 1: Frequéncia de micrometastases na medula (CK positiva)
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Gréfico 2: Frequéncia para marcadores de p53
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Gréfico 3: Frequéncia de expressao Ki 67
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Graéfico 4: Frequéncia para marcadores de CD34

Gréfico de Frequéncias de Receptores de CD 34
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Tabela 1: Correlacéo p-valor Teste de Fisher x Teste do X2

Pardmetro Teste de Fisher
Ki-67 04375
P33 1
(D34 1
Analise Inferencial:
Gréfico 5: Micrometastases x marcador p53
MICROMETASTASE ps3
NEGATIVO 0<X<=35%
SIM 1 0
NAO 21 4
TOTAL 2 4
p-valor Teste de Fisher p-valor Teste do X2
1.0 0.9355

p-valor Teste do X

02126
0,935

355X<=69%

1

X>=10%

TOTAL

97

30
31



98

Gréfico 6: Micrometastases x marcador Ki-67

MICROMETASTASE

0<X<=35% 355X<=69% X>=70%
SIM 0 0 1 1
NAO 18 6 7 31
TOTAL 18 6 8 32
p-valor Teste de Fisher p-valor Teste do X*
0.4375 0.2126

Gréfico 7: Micrometastases x marcador CD34

MICROMETASTASE e TOTAL
DISCRETA MODERADA
SIM 1 0 1
NAO 25 6 31
TOTAL 26 6 32
p-valor Teste de Fisher p-valor Teste do X
1.0 1.0

Discussao

Neste trabalho avaliamos as medulas 6sseas de pacientes com cancer de mama na
tentativa de detectar células tumorais, utilizando a bidpsia por agulha Thriphina e exame
anatomopatologico com imuno-histoquimica, como método de detecgdo de micrometastases.

Os resultados obtidos corresponderam a mesma porcentagem dos achados de
Guilliano e colaboradores publicados em 2011, que encontraram 3% de positividade em uma
série de 3474 pacientes, utilizando a técnica de aspiracdo e imunocitoquimica, recomendada
para detecgdo de células tumorais em medula 6ssea [29], embora existam estudos com
porcentagem de deteccdo em torno de 24% ou mais [30].

A nossa amostra € muito homogénea e de um modo geral, estariam contidas em um
grupo considerado de pacientes com bom progndstico: apresenta baixa expressdo da proteina
p53, prevaléncia de ki-67 abaixo de 30% e discreta marcacéo para CD34 [31].
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A baixa expressdo do marcador p53, indica menor presenca de proteina mutante e a
prevaléncia de Ki-67 abaixo de 30%, corresponde a neoplasias com menor indice mitético
[18,15,16], assim como a discreta marcagdo para CD34 excluindo o diagndstico de sarcomas,
e evidenciando uma baixa neoformacao vascular peritumoral [22], reafirmando a idéia de um
grupo de tumores homogéneos e teoricamente indolentes.

Embora tenha sido um numero pequeno de pacientes avaliadas, o resultado obtido nos
faz considerar alguns fatos: obtivemos 3% de positividade em um grupo considerado de bom
prognostico, onde foi encontrada micrometastase em uma paciente com tamanho tumoral
pequeno (T1) e com receptores hormonais positivos, com provavel resposta a
hormonioterapia, assim como baixa expressao de p53 e discreta marcacdo para CD 34.

E necessario mais pesquisas e estudos a respeito da presenca de células tumorais na
medula 6ssea, assim como compreender 0 comportamento destas células. Segundo MOLINO,
ainda ndo existe correlacdo da presenca das micrometastases com outros critérios ou
marcadores [15], envolvimento linfonodal, status do HER2/neu e receptores hormonais do
tumor primario [11], E segundo Schindlbeck, a expressdo de KI-67 e p53 ndo representam
fatores preditivos para a deteccdo de metastases em MO [32], onde concordamos com estes
autores.

Estes dados se confirmam em nosso estudo onde ndo foi encontrada associacdo da
positividade da medula com a expressdo da proteina p53, ki-67 e CD34, mostrando que
doenca residual minima em medula 6ssea é fator preditor independente de mal progndstico,
reforcando a necessidade de avaliar este 6rgdo em todas as pacientes com cancer de mama,
tanto no inicio do diagnéstico, como no seguimento para a avaliacdo da eficacia terapéutica,
visto que regimes de tratamentos adjuvantes diminuem, porém ndo sdo capazes de eliminar
completamente células CK+ na medula [9].

Desta forma, concordamos com Vincent Salomon (2008), que a detec¢do de células tumorais
na medula dssea corresponde a um parametro progndstico promissor podendo melhorar o
manejo clinico de pacientes com cancer de mama num futuro préximo, porém assim como
Schindlbeck (2004) ndo encontramos associacdo com a expressao de p53, Ki67 e CD34 nos
tumores primarios, ndo podendo os mesmos, corresponder a critério preditor de presenca de
micrometastases medulares, o que nos faz reafirmar a idéia de avaliar medula 6ssea em todas

as pacientes com carcinomas mamarios.
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5.3 TERCEIRO ARTIGO

FIBROSE EM MEDULA OSSEA COMO CRITERIO INDIRETO MORFOLOGICO,
INDICATIVO DE MICROMETASTASES EM CARCINOMAS DUCTAIS DA MAMA.

Resumo

Objetivos: Observar a associacdo de micrometéastases em medula 6ssea de pacientes com
carcinomas ductais de mama, detectada através da bidpsia com exame anatomopatoldgico e
técnica de imuno-histoquimica utilizando CK-19, com a presenca e quantificacdo de fibrose

na medula, como critério indireto de infiltracdo neoplasica.

Material e Métodos: Biopsias de medula 6ssea foram obtidas de 30 pacientes do sexo
feminino com cancer de mama. As amostras foram processadas dentro da rotina para
microscopia de luz, coradas pela técnica do H&E, Tricrdmico de Gomory e Reticulina, para
avaliar a presenca de fibrose medular, assim como complementada com técnica de imuno-

histoquimica utilizando a Citoqueratina 19 como imunomarcador.

Resultados: 3% das 30 pacientes tiveram positividade na medula 6ssea para CK-19 indicando
presenca de micrometastases. Foi demonstrada forte associacdo entre a positividade da
medula e a proliferacdo de fibras colagenas e elésticas, evidenciando um quadro histoldgico

de fibrose medular secundaria a processo neoplasico.

Conclusdo: Em nossa série concluimos que a positividade para micrometéastases, foi
significante com a presenca e desenvolvimento de fibrose na medula dssea, podendo este
aspecto morfolégico ser util na rotina, como critério indireto de infiltracdo neoplasica

medular.

Palavras-chave: Neoplasias de mama. Medula dssea. Metastases. Fibrose.
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Abstract

Objectives: To observe the association of micrometastases in boné marrow of patientes with
ductal carcinoma, detect by biopsy with histology and immunohistochemistry technique using
CK19, with the presence and quantification of fibrosis in the marrow as na indiredt criterion

for infiltration.

Material and Methods: Bone marrow biopsies were obtained from 30 female patientes with
breast cancer. The samples were processed in the routine light microscopy, stained by HE and
Masson's Gomory, Reticulin to assess the presence of fibrosis, as well as supplemented by

immunohistochemical technique using cytokeratin 19 as immuno marker.

Results: 3% of the 30 patientes had positive bone marrow CK19 indicating the presence of
micrometastases. It demonstrated a Strong association between positive marrow and
proliferation of collagen and elastic fibers, showing a histological Picture of fibrosis

secondary to neoplasitc process.
Conclusion: In our series we conclude 3% positive for micrometastasis, with statistical

assocaition with the presence and development of fibrosis in bone marrow, wich may be

useful in the morphological routine, as an indirect criterion for marrow infiltration.

Keywords: Breast neoplasms. Bone marrow. Metastasis. Fibrosis.
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Introducéo

Céancer de mama é uma doenca heterogénea caracterizada por apresentar propensao a
disseminacdo hematogénica precoce [1], tendo sido evidenciado em varios estudos a presenca
de células tumorais em medula 6ssea destas pacientes.

A deteccdo microscopica de tais células € definida como doenca residual minima
(MRD), que tém ganhado cada vez mais aten¢do e maior importancia no diagnéstico e na
terapéutica antineoplésica [2].

Numerosas pesquisas tém demonstrado que micrometastases em medula Ossea de
pacientes com cancer de mama tem pior prognéstico em relacdo as pacientes sem infiltracéo
medular [3,4]. A relevancia prognostica da deteccdo de células tumorais foi confirmada por
estudo com meta-anélise [5] e seu impacto prognéstico negativo tem sido reafirmado por
diversos autores [6,7,8], que trouxeram juntos o resultado de um multiplo estudo,
confirmando que a detec¢do de celulas tumorais em medula 6ssea ndo apenas tem impacto no
inicio do diagnostico, como também, quando observadas no seguimento da doenca [9] ou
mesmo apos completa quimioterapia adjuvante [10].

As micrometéastases tém sido detectadas utilizando meétodos moleculares e
imunoldégicos. No momento, o aspirado citolégico associado a imuno-citoquimica
corresponde ao método recomendado [11].

A maioria dos estudos descritos na literatura sdo estudos citoldgicos, e ainda nao
existe um amplo consenso quanto a melhor abordagem metodoldgica [12]. As pesquisas
diferem em ndmero de pacientes, em tempo de seguimento de doen¢a, em imunomarcador,
além de ndo ter sido realizada uma comparacdo das técnicas com a mesma populagédo, o que
impossibilita uma padronizacdo e escolha de melhor método para a deteccdo de células
tumorais.

Publicacdes de estudos morfoldgicos atraves da bidpsia trephine, complementada com
técnica de imuno-histoquimica sdo raras, por motivos que necessitamos questionar. Em dois
estudos de autopsias de pacientes com tumores metastaticos, foram testados os métodos de
aspiracdo e bidpsia para deteccdo de células tumorais, onde na primeira foi observada uma
positividade de 28%, enquanto que nas biopsias, a positividade foi em torno de 35 a 45%
[13,14].
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De acordo com algumas diretrizes internacionais, o exame histolégico melhora
consideravelmente a especificidade da deteccdo de células tumorais, porém necessita de altos
niveis de controle de qualidade [15] e consequentemente maior exploracdo dos aspectos
morfolégicos e conhecimento da histologia normal da MO (Figura 3,4) [15].

De acordo com Attilio Orazi et al, 0 uso rotineiro de técnica de imuno-histoquimica na
avaliacdo de tumores metastaticos ou mesmo em medulas pos terapia anti-neoplasica néo é
necessario. Células tumorais metastaticas sdo usualmente grandes, apresentam-se agrupadas e
tém grande associagdo com fibrose (Figura 5,6), apresentando ou ndo necrose [16].

A infiltracdo medular por células metastaticas promovem frequentemente reacao
estromal incluindo proliferacdo fibroblastica com deposicdo de reticulina (Figura 8,9)
apresentando colagenizacdo (Figura 7,10) ou ndo; neoangiogénese e resposta inflamatoria;
assim como algumas alteracdes 6sseas [17].

Fibrose corresponde a alteracdo arquitetural mais marcante e frequente em infiltragdes
medulares por carcinomas mamarios, podendo corresponder a critério morfoldgico indireto de
presenca de micrometastases [17].

Em pacientes com fibrose, o nimero de células tumorais é variavel podendo ser até
pouco frequente, dificultando sua obtencdo em esfregacos e reafirmando a indicacdo da
biopsia. A ndo visualizacdo de células tumorais dentro do estroma fibroso pode resultar em
erro diagndstico de mielofibrose primaria [17].

Quando ocorrer deposicdo de fibras reticulares sem evidéncia morfol6gica de células
tumorais, estudo imuno-histoquimico deve ser indicado para excluir células malignas
aprisionadas no estroma fibroso, com excecdo dos carcinomas lobulares da mama que nao
desenvolvem fibrose [18,19].

Assim em nossa série foi realizado um estudo morfoldgico das medulas dsseas de
pacientes com cancer de mama, com objetivo de avaliar fibrose e sua possivel associacdo com

micrometastases.
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Material e Métodos

Pacientes: O presente estudo envolveu 30 pacientes do sexo feminino com
carcinomas ductais da mama, admitidas no Centro de Oncologia do Hospital Universitario
Professor Alberto Antunes da Universidade Federal de Alagoas (HUPAA), no periodo de 01
de abril a 31 de outubro de 2012. Todas as pacientes aceitaram participar do estudo e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Foram avaliadas as medula
0Osseas atraveés da técnica de biopsia para estudo morfoldgico e avaliacdo de fibrose medular.

Amostras de Medula Ossea: As amostras das medulas 6sseas foram obtidas através
do método de bidpsia por agulha triphina, unilateral em crista iliaca ap6s inducéo da anestesia
geral em 24 pacientes no momento da primeira cirurgia, enquanto que 6 pacientes foram
obtidas de material formolizado encaminhado do servi¢o de hematologia do HUPAA/AL. As
amostras foram fixadas em formol a 10% por 24 hs, em temperatura ambiente seguido de
descalcificacdo por 20 min em solugdo aquosa de acido férmico a 10%, e seguiu para
processamento histoldgico de rotina.

Os espécimes passaram por processo convencional para microscopia de luz,
desidratados com etanol e diafanizados com xilol, sendo incluidos em parafina. Os cortes
foram obtidos com espessura de aproximadamente 3 micrometros e foram corados pelos
métodos de Hematoxilina e Eosina, Tricrdmico de Gomory e Reticulina, além da utilizacdo do
marcador imuno-histoquimico de citoqueratina 19 [20].

Preparacdo dos cortes histoldgicos para exame imuno-histoquimico: Os cortes
histoldgicos de 3um de espessura foram montados em Iaminas histolégicas silanizadas e apds
12 horas colocadas em estufa a 50° C por uma hora. Apl6s essas etapas, foram
desparafinizadas com xileno, hidratados em solugdes decrescentes de alcool e lavados em
agua destilada. As laminas foram deixadas em solucdo detergente neutro 10% por 2 horas,
lavadas em 4&gua corrente até retirar todo 0 excesso, e posteriormente, imersas
sequencialmente em cubas com acetona.

Recuperacdo antigénica: As laminas com os cortes histoldgicos foram incubadas em
tampéo citrato pH 6,0 por 20 minutos ou TRIS EDTA ph 9,0 a 95°C por uma hora em panela
a vapor. A recuperacao antigénica foi realizada por calor tmido.

Reacdo imuno-histoquimica: A imunomarcacgdo inicialmente ocorreu através da
peroxidase enddgena e corada pelos anticorpos monoclonal e /ou policlonal por 30 minutos. O

anticorpo utilizado para a CK19 foi o clone RCK 108. Foi utilizada a técnica da
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Estreptavidina-Biotina-Marcada (LSAB+) ou Envision. Seguiu a contracoloragdo com
hematoxilina, desidratacdo, montagem e leitura.

Analise do Material: O material foi analisado e observado por trés Patologistas
capacitados e interpretados de acordo com as normas da Sociedade Brasileira de Patologia
(SBP).

O grau de fibrose pode ser estimado utilizando a abordagem proposta por Manoharan
et al. (1979).

Tabela 1: Graduagdo da fibrose na medula 6ssea.

Grau de Fibrose
1+  Finas fibras focais com raras fibras grosseiras.
2+  Rede de fibras difusamente finas com discreto aumento de fibras grosseiras.
3+ Difusarede de fibras grosseiras destituidas de colagenizagdo (Tricromico negativo).
4+ Difusarede de fibras grosseiras com colagenizagdo (Tricromico positivo).

Modificada por Manoharan et al. 1979.

Andlise Estatistica: Foi realizada uma analise estatistica descritiva e inferencial
utilizando o software R Studio Versdo 0.97.248; Plataforma R versao 2.15.2 (2012-10-26),
ISBN 3-900051-07-0. Os dados estatisticos para verificar a positividade e ou a negatividade
da medula dssea foram obtidos pela divisdo do nimero total de casos positivos pelo nimero
total de pacientes. Em seguida foram avaliadas as variaveis de maneira descritiva. Para
correlacionar as frequéncias de metastases, utilizou-se analise inferencial aplicando os
seguintes testes: Teste de Proporgdes, Teste Exato de Fisher, Teste do X2. Procedeu-se com
um teste Bi-caudal ou Bilateral no qual, tenta-se obter como resposta a igualdade ou
desigualdade das proporc¢oes. O teste de hipdteses é descrito como: Hipotese Nula (H0): p =
p0 (As proporcdes sdo iguais) e Hipotese Alternativa (H1): p # p0O (As proporcdes sdao
diferentes).

Em nossa série foi realizado o teste do X2 e o Teste de Fisher, sendo ambos menores
que 0.05. Desta forma ndo podemos sustentar a hip6tese nula, validando a alternativa. Ou
seja, a proporcdo de fibrose no grupo de pacientes com micrometastases foi estatisticamente

significativa em relagdo ao grupo sem micrometatases.
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Resultados

Foi identificado presenca de micrometastase no corte histoldgico corado pela H&E
(Figura 1) e confirmado com marcador CK-19 (Figura 2) em uma paciente da série de 30
correspondendo a 3,0 % de ocorréncia de micrometéastases em medula dssea. Foi verificada
associacdo entre a positividade e presenca extensa de fibrose na medula 6ssea. O p valor foi

estatisticamente significante.

Figura 1: H&E micrometéstases em MO Figura 2: CK 19 Positiva em MO
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Gréfico 1: Frequéncia de micrometastases na medula (CK positiva)

Gréfico de Frequéncias de Marcadores de CK 19 na Medula Ossea
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Gréfico 2: Frequéncia de Fibrose Medular
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Figura 5: MO H&E. Aumento de 20x (Fibrose) Figura 6: MO H&E. Aumento 10x (Fibrose
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Figura 7: MO corada Masson Aumento 20x. (Fibrose).  Figura 8: MO corada Reticulina. Aumento 20x. (Fibrose).

Fonte: Juliana Aroxa Fonte: Juliana Aroxa

Figura 9: MO corada Reticulina. Aumento 20x. (Fibrose).  Figura 10: MO corada Masson. Aumento 20x. (Fibrose).

Fonte: Juliana Ardxa Fonte: Juliana Ardxa
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Discussao

Em nosso estudo avaliamos o grau de fibrose em medulas 6sseas de pacientes com
Carcinomas Ductais da mama na tentativa de correlacionar a morfologia do estroma medular
com a presenca de micrometéstases, utilizando a bidpsia por agulha Thriphine e exame
anatomopatoldgico com técnica de imuno-histoquimica, para confirmacdo de deteccdo de
micrometastases.

Em nossa série obtivemos 3% de positividade para CK19 indicando comprometimento
medular, correspondendo a mesma porcentagem dos achados de Guilliano e colaboradores,
em uma série de 3474 pacientes, publicados em 2011, utilizando aspirado associado a
imunocitoquimica, técnica sugerida para deteccao de células tumorais em medula dssea [21].

Estudos anatomo-patoldgicos para deteccdo de células tumorais sdo raros na literatura,
por motivos que necessitamos questionar. A Hematopatologia ¢ uma subespecialidade
relativamente nova no campo da Anatomia Patoldgica; e a interpretacdo dos espécimes
provenientes de seccBes de biopsias € vista como uma das mais dificeis areas da patologia
cirargica [17].

Segundo Salomon, o exame histolégico melhora a especificidade do diagndstico de
micrometastases, o que também é ressaltado por Attilio Orazi, que discorda do uso rotineiro
da técnica de imuno-histoquimica na avaliacdo de tumores metastaticos, afirmando que
células tumorais sdo geralmente grandes, apresentando-se agrupadas e com grande associacao
com fibrose, sendo um grande defensor da avaliacdo cuidadosa da morfologia medular
[15,16].

De acordo com BAIN, a infiltracdo por células tumorais promovem extensa reacao
estromal, sendo a fibrose a alteracdo arquitetural mais marcante em micrometastases de
carcinomas mamarios [17], com exce¢do dos carcinomas lobulares mamarios que nao
desenvolvem deposicao de fibras reticulares [18,19].

Concordamos com 0s autores descritos acima, visto que, em nosso estudo
encontramos associacao entre a positividade para células tumorais e a presenca extensa de
fibrose, que foi estatisticamente significante, sugerindo que a deposicéo de fibras reticulares
na medula Ossea possa corresponder a um critério morfologico indireto da presenca de

micrometastases em carcinomas ductais mamarios.
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Sa0 necessarias mais pesquisas e estudos a respeito da detec¢do de células tumorais
metastaticas assim como o conhecimento do comportamento destas células.

Concluimos, portanto, que a detec¢do de micrometastases € imperativa em pacientes
com cancer de mama, existindo uma real necessidade de avaliacdo das medulas 6sseas destas
pacientes tanto no diagndstico como no seguimento da doenca, sendo importante uma maior
exploracdo dos aspectos morfoldgicos, podendo estes, corresponder a critérios indiretos de

infiltracdo medular.
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CONCLUSAO

e Micrometéastases em medula 6ssea de pacientes com céncer de mama pode ocorrer
mesmo em tumores pequenos;

e Nao houve associacdo entre micrometastases e fatores de agressividade tumoral do
tumor primario;

e SAa0 necessarias novas pesquisas para desenvolver estes conhecimentos e trazer novos
conceitos para a patologia mamaria.

e Assim, defendemos a inclusdo da avaliacdo da medula dssea no protocolo de
estadiamento das pacientes com cancer de mama, e também no seguimento, para

avaliar a resposta terapéutica e sobrevivéncia ao cancer de mama.
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Os autores deveréo remeter copia do artigo publicado para arquivo na Biblioteca da
SPCC / HCP e terdo que mencionar nas publicagbes a Instituicdo onde o trabalho foi
realizado. A

Recife, 13 de margco de 2012.

‘ .?ﬁ%éieir g

Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa
Sociedade Pernambucana de Combate ao Cancer
Hospital de Cancer de Pemambuco
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ANEXO Il — Autoriza¢do Do Hospital Universitario Professor Alberto Antunes

SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
HOSPITAL UNIVERSITARIO PROF. ALBERTO ANTUNES

AUTORIZACAO INSTITUCIONAL PARA PESQUISA NO HUPAA/UFAL

Autorizo ao (a) estudante Juliana Aréxa Pereira Barbosa do Curso de Pds Graduagdo em
Patologia da UFPE ter acesso ao Hospital Universitdrio Prof. Alberto Antunes da
Universidade Federal de Alagoas HUPAA/UFAL, objetivando trabalho de pesquisa, com
titulo “ A Importancia da Avaliagdo da Medula Ossea no Estadiamento do Cancer de
Mama” para fins de conclusdo de Dissertagdo de Mestrado, devendo o(a) mesmo(a)
comprometer-se a seguir as normas e rotinas do Servico. Deverd manter sigilo da
identificacdo do (a) paciente, e sé divulgar os resultados obtidos, em reunides e

publicagdes cientificas e/ou junto ao grupo de estudo relacionado a pesquisa.

Maceid, 15 de Agosto de 2011.

Fernandd Anto’n‘i?/l\/L Guimaraes
Diretor de Ensino, Pesquisa e Extensdo/HUPAA/UFAL

Direcio de Ensino ) ) . )
Av. Lourival Melo Mota, S/N - Tabuleiro do Martins - 57072-900 - Maceid/Alagoas
Telefone: 82 XX 3322-2605 /9307-7757 - Fax: 82XX3 322-2494 E-mail: ensinohu@gmail.com - Home Page: www.hu.ufalbr
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ANEXO I1lI- Modelo Do Termo De Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

abaixo assinado, dou o meu consentimento livre e esclarecido para participagdo no projeto
de pesquisa intitulado: A importancia da avaliacdo da medula 6ssea no estadiamento do
cancer de mama. A pesquisa € coordenada por Juliana Arbxa Pereira Barbosa, a quem
poderei contactar / consultar a qualquer momento que julgar necessério através do telefone
n° (82) 99913321 ou e-mail juaroxa@hotmail.com.

1. O objetivo da pesquisa é avaliar a frequéncia da presenca de células (metastases) do
cancer de mama na medula éssea (local onde o sangue é produzido e que se localiza no
interior dos 0ss0s), bem como comparar as caracteristicas destas metastases com as
caracteristicas presentes nas células do tumor da mama — através de um exame laboratorial
chamado estudo imuno-histoquimico.

2. A coleta do material para estudo segue 0s seguintes passos: (a) No momento da cirurgia
para o tratamento do cancer de mama indicado pelo médico responsavel, sera feita uma
injecdo no osso da pelve (crista iliaca posterior) para coletar material da medula 6ssea.
Durante este procedimento o individuo estara anestesiado; (b) Apds esta coleta o material
serd encaminhado para o laboratério e analizado quanto a presenca ou ndo de células
cancerosa através de técnicas especificas (exame histopatolégico e estudo imuno-
histoquimico); (c) O resultado do exame sera entregue ao médico responsavel para que este
lhe informe, assim como uma cépia do resultado também estara disponivel ao participante do
estudo e podera ser requerida ao médico responsavel; (d) ApGs analise de varios casos,
esperamos ter informacdo sobre a frequéncia da ocorréncia de células cancerosas do tumor
de mama na populacdo que se submete a cirurgia para tratamento inicial desta doenca, e
assim contribuir com medidas para a melhor abordagem diagnéstica.

3. Afirmo que aceitei participar por minha prépria vontade, sem receber qualquer incentivo
financeiro e com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa, assim como
fui informado(a) dos objetivos estritamente académicos deste estudo. As informagdes
colhidas durante o estudo terdo carater confidencial e informacdes pessoais ndo serdo
divulgadas.

4. Estou livre para interromper o estudo e retirar o consentimento de minha participacdo a
gualquer momento durante a pesquisa, se assim desejar, por qualquer motivo, estando
ciente de que tal fato ndo ira alterar a qualidade nem meus direitos quanto ao atendimento e
tratamento necessario;

5. Fui também esclarecido(a) de que o uso das informacdes por mim oferecidas estao
submetidos as normas éticas destinadas a pesquisa envolvendo seres humanos, da
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do Conselho Nacional de Satde (CNS),
do Ministério da Saude (MS). Compreendo que minha identidade serd mantida em sigilo e


mailto:juaroxa@hotmail.com
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que os resultados da pesquisa poderdo ser apresentados em eventos e publicacdes
cientificas.

6. Riscos e Beneficios

Riscos: Ocorréncia de dor durante ou até 24h apds o procedimento, e eventual sangramento
no local da injegdo para coleta do material. As coletas serdo realizadas durante o ato
cirdrgico para o tratamento do cancer, imediatamente apés a realizacao da anestesia geral,
0 que ira minimizar ou mesmo anular a dor do procedimento. Analgésicos sdo normalmente
prescritos pelo médico responsavel ap0s a cirurgia, o que também evitara a dor pos
procedimento. Quanto ao risco de sangramento, serd minimizado pela analise dos exames
pré operatorios obrigatérios solicitados pelo médico responséavel pelo tratamento.

Beneficios: Possibilidade do diagndstico precoce de metastases do cancer de mama na
medula 6ssea (deteccdo de células cancerosas do tumor da mama na medula éssea).

7. Estou ciente de que, caso eu tenha davidas ou me sinta prejudicado(a), poderei entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Sociedade Pernambucana de Combate ao
Cancer / Hospital de Cancer de Pernambuco, situado na Av. Cruz Cabugéa, 1597 — Santo
Amaro/Recife — (081) 32178197, para apresentar recursos ou reclamacfes em relacdo a
pesquisa, o qual tomara as medidas cabiveis.

8. O pesquisador principal da pesquisa me ofertou uma coOpia assinada deste Termo de
C}onsentimento Livre e Esclarecido, conforme recomendacfes da Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP).

Maceio, de de 2012.

Participante:

Testemunha:

Testemunha:

Assinatura do(a) pesquisador(a):
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ANEXO IV — Normatizacdo Adotada

Normatizacao Adotada

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de Pds Graduagdo do Centro de Ciéncias da Salde
Av. Professor Moraes Rego s/n — Cidade Universitaria — CEP: 50670-901 — Recife-PE

| - REGULAMENTA(;AO DA DEFESA
O aluno do Programa da P6s-Graduacao /CCS/UFPE deve:

2 Apresentar a dissertacdo em formato de artigos*, dos quais pelo menos um artigo deve ser
enviado para publicacdo em revista indexada no minimo como Qualis Nacional A da
CAPES. O formato de apresentacdo dos artigos segue as normas de “instrugdes aos
autores” das Revistas que serdo submetidos. A revisdo da literatura pode ser apresentada
sob a forma de artigo de revisdo a ser submetido a publicag&o.

3 Apresentar a tese em formato de artigos, dos quais pelo menos dois artigos devem estar
submetidos a publicacdo em revistas indexadas no minimo como Qualis Nacional A da
CAPES. O formato de apresentagcdo dos artigos segue as normas de “instrugdes aos
autores” das Revistas que sdo submetidos (apresentar comprovantes para a defesa de tese).
A revisdo da literatura pode ser apresentada sob a forma de artigo de revisdo também
submetido a publicacéo.

Il - NORMAS DA APRESENTACAO!

Estrutura Ordem dos Elementos
1.1 Capa
1.2 Lombada
1.3 Folha de rosto
1.4 Errata (opcional, se for o caso)
1.5 Folha de aprovagao

1. Pré- textuais 1.6 Dedicatéria(s)
Elementos que antecedem o texto com informacdes que ajudam na identificacdo e utilizagdo do trabalho 1.7 Agradecimento(s)
1.8 Epigrafe (opcional)

1.9 Resumo na lingua vernacula
1.10 Resumo em lingua estrangeira
1.11 Lista de ilustracdes
1.12 Lista de tabelas
1.13 Lista de abreviaturas e siglas
1.14 Lista de simbolos
1.15 Sumério
2.1 Apresentacéo
2. Textuais 2.2 Reviséo da literatura (ou artigo de revisao)
2.3 Métodos
2.4 Resultados - Artigo () original (ais)
2.5 Consideragoes finais
3.Pés-textuais 3.1 Referéncias
Elementos que complementam o trabalho 3.2 Apéndice (s)
3.3 Anexo (s)

?Adaptadas segundo as recomendacdes da ABNT NBR 14724, 2005
(NBR 14724: informacédo e documentacdo: trabalhos académicos: apresentacdo. Rio de Janeiro, 2005).



