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RESUMO

OgeeTivo. Avaliar e relacionar fatores morfoldgicos e moleculares de cancer de mama preditivos de metéstases em linfonodos
axilares.

MEeTopos. Selecionamos 123 casos de carcinomas mamarios invasores subdivididos em trés grupos de acordo com o status
axilar (pacientes com macrometdstases, com micrometéstases e linfonodo-negativas). Avaliamos e correlacionamos a
presenca de metdstases axilares com fatores morfoldgicos (tamanho do tumor, tipo e grau histoldgicos, invaséo linfatica e
sangliinea em laminas coradas pela hematoxilina e eosina) e moleculares do tumor primdrio (receptores de estrégeno e
progesterona, Ki67, p53, E-caderina, Her2, e invasdo linfdtica e sangliinea em laminas coradas pela imunoistoquimica, para
D2-40 e CD31).

ResuLTApos. A ocorréncia de metdstases axilares esteve positivamente relacionada a embolizacdo neoplasica em vasos
linfdticos em laminas coradas pela hematoxilina e eosina (HE), quando analisamos 0s casos com metastases e sem metastases
(p=0,04), e, quando eles eram analisados em trés subgrupos (p=0,002). Também identificamos relagdo positiva e
estatisticamente significativa entre a presenca de metastases axilares e invasdo de vasos sangliineos em laminas coradas pelo
CD31 (p=0,02). As demais varidveis moleculares e morfoldgicas ndo mostraram relagdo estatisticamente significativa com
a presenca de metéstases.

ConcLusho. A invasdo neoplasica em vasos linfaticos e sangliineos identificadas em cortes histologicos corados pela HE e
por marcadores imunoistoquimicos relaciona-se positivamente com a ocorréncia de metéstases, e é preditivo de metéstases
em linfonodos axilares em céncer de mama.
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INTRODUCAO

A presenca de metdstases nos linfonodos axilares é um dos fatores
mais importantes no estadiamento e avaliagdo prognostica de pacientes
com cancer de mama*?,

Diversas pesquisas relacionando caracteristicas clinicas do paciente e
morfolégicas do tumor primario tém procurado seleciona-las e
relaciona-las a maior potencial para metastases e pior prognostico °.
Dentre estas, destacam-se a idade da paciente, sendo 0s tumores de
mulheres mais jovens (pré-menopausa) mais agressivos*®. O tamanho do
tumor primario, o tipo e grau histoldgicos também sao fatores importan-
tes e associados a metastases. Tumores maiores que 2 cm tém maior
chance de estarem associados a metéstases em linfonodos no momento
do diagnastica®. Os carcinomas ductais sem tipo especial € 0s carcinomas
micropapilares tém maior freqiiéncia de metéstases linfonodais que tipos
especiais puros, de boa evolugdo, como os tubulares e o colide 78°.,
Tumores com alto grau histologico apresentam maior tendéncia a
metastases. O indice proliferativo do tumor avaliado por contagem
mitotica, que € parte da avaliagdo do grau histologico, também esta
relacionado a maior propensao para metastases™.
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No entanto, tumores de mesmo tipo histolgico, mesma dimensdo
e estadiamento podem apresentar evolugbes diferentes. Estudos
avaliando marcadores moleculares no tumor primério tém tentado
identificar caracteristicas especificas do tumor que possam indicar
progndstico adverso. Além do maior conhecimento sobre a biologia e
progressdo tumoral, estes estudos visam também avaliar marcadores
preditivos que permitam selecionar pacientes para tratamentos
especificos e individualizados?®,

Em estudo anterior do nosso grupo, avaliamos a relacéo entre
caracteristicas clinicas das pacientes e anatomo-patoldgicas dos
carcinomas mamarios primarios e a ocorréncia de micrometastases.
Ndo identificamos relacdo entre as caracteristicas clinicas (idade,
status menopausal) e morfol6gicas do tumor primario (tamanho do
tumor, tipo e grau histoldgicos) e a ocorréncia de micrometastases.
Além disso, ndo observamos diferencas na sobrevida global e livre de
doenca entre as pacientes linfonodo-negativas e as pacientes com
micrometastases!?.

Os objetivos do presente trabalho foram avaliar e relacionar fatores
moleculares de cancer de mama preditivos de metastases em
linfonodos axilares.
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METoDpos

Foram selecionados 123 casos de carcinomas mamarios invasores
de pacientes submetidas a tratamento cirlrgico (mastectomia radical,
quadrantectomia ou mastectomia modificada com esvaziamento axi-
lar), no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), no periodo de 1990 a 2004. Este trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade. Todos os casos seleci-
onados tinham 1aminas e blocos de parafina do tumor primario e dos
linfonodos axilares disponiveis para estudo imunoistoquimico. Os casos
foram divididos em trés grupos: | - Grupo 1 (41 casos): pacientes com
linfonodos axilares negativos para metastases; Il - Grupo 2 (41 casos):
pacientes com linfonodos axilares com micrometastases (definidas pelo
American Joint Committe on Cancer, como depdsitos celulares
neoplasicos medindo entre 0,2 mm e £ 2 mm)¥; Ill - Grupo 3 (41
casos): pacientes com linfonodos axilares com macrometastases (defi-
nidas pelo American Joint Committe on Cancer, como depdsitos celula-
res neoplasicos medindo >2 mm)*. Nao foram incluidos, neste traba-
Iho, casos de células tumorais isoladas em linfonodos. Os casos com
micrometastases foram selecionados consecutivamente e pareados
com 05 casos com macrometastases e linfonodo-negativos. A idade,
tamanho do tumor primario, tipo e grau histoldgico de cada grupo
foram similares. Somente casos que continham tecido peritumoral
normal suficiente para avaliacdo da embolia neoplésica linftica e/ou
sangliinea em vasos peritumorais foram incluidos neste estudo.

Estudo morfol6gico dos tumores primarios

As caracteristicas do tumor primario analisadas foram: tamanho
do tumor, segundo o sistema TNM*; grau histoldgico, segundo o
sistema de graduagdo de Nottigham®; tipo histoldgico, sequndo as
recomendacdes de Page et al.” e do Colégio Americano de Patolo-
gistas*é. O diametro do campo microscépico usado para a contagem
mitdtica foi de 0,44 mm. Em cada caso foi examinada uma drea
representativa da neoplasia e toda a sec¢do histoldgica foi analisada
para avaliagdo de embolia vascular. A avaliacdo de invasdo vascular foi
realizada nas dreas peritumorais’. Analisamos invasdo de vasos
linfaticos (IVL) e/ou invasdo de vasos sang lineos (IVS) no tecido
adjacente ao tumor primdrio (area peritumoral), em aumento de
200X, com andlise seqiencial pelo mesmo observador conforme
recomendages doFirst International Consensus on the Methodology
of Lymphangiogenesis in Solid Human Tumors'.

A'IVL efou IVS era considerada evidente quando pelo menos um
ninho de células tumorais foi claramente visivel no interior do Iimen
vascular. Consideramos os critérios de Yamauchi et al. para a definicdo
de embolia neopldsica®®. Segundo este autor, considera-se émbolo
quando o endotélio é evidente, sendo excluida a possibilidade de
artefato de retracdo entre ninhos de células tumorais e estroma. Neste
estudo, definimos IVL em 1&minas coradas pela HE, quando ninhos de
células tumorais eram vistos em espagos envoltos por endotélio, sem
musculo liso ou elastica ao redor, preenchidos ou ndo por fluido
linfatico. VS foi definida nas laminas coradas pela HE como ninhos de
células no interior de espagos revestidos por endotélio, com ou sem
musculo liso, e contendo hemacias °. A avaliagdo do tipo e grau
histologicos, a IVL e IVS foi feita pela mesma patologista (VFZM), sendo

204

que todas as davidas, 0s casos positivos e 10% dos casos negativos para
invasdo vascular foram analisados por duas patologistas (HG e VFZM),
utilizando-se microscpio de dupla observacéo.

Estudo imunoistoquimico dos tumores primarios e
linfonodos axilares

Avaliamos os fatores moleculares do tumor primério através de
método imunoistoquimico, analisando receptores hormonais de
estrogeno (RE) e progesterona (RP), Her2, E-caderina, p53, e Ki67.
Fez-se ainda estudo com marcadores de endotélio vascular (CD31) e
marcador seletivo de endotélio linfatico (D2-40).

O estudo imunoistoquimico foi feito em cortes histoldgicos
seqlenciais, com 5mm de espessura, utilizando-se anticorpos
monoclonais (Tabela 1) e o método da estreptavidina-biotina
peroxidase. Todos os cortes foram submetidos a reativacdo antigénica
com calor (imido em panela a vapor, em tampdo citrato, pH 6,0, por
25 minutos, exceto nos casos corados pelos anticorpos D2-40 e CB11.
As reacOes foram reveladas com diaminobenzidina e as laminas
contracoradas com hematoxilina de Harrris. Todas as coloragOes
imunoistoquimicas foram processadas manualmente.

Os linfonodos classificados como negativos e 0s com
micrometastases foram submetidos a cortes seqiienciais que foram
corados pela imunoistoquimica com anticorpo monoclonal
antipancitoqueratina (Tabela 1).

As laminas dos tumores primérios e dos linfonodos axilares coradas
pelaimunoistoquimica foram avaliadas pela mesma patologista (VFZM).
Todos os linfonodos positivos, dividas e 10% dos linfonodos negativos
foram reavaliados por duas patologistas (VFZM e HG), utilizando-se
microscdpio de dupla observagéo.

Andlise dos marcadores moleculares

Para andlise de RE e RP, utilizamos método de escore que avalia a
proporcao de células coradas e a intensidade da coloragdo, sequndo
Allred et al.2°2, As laminas coradas para Her2 foram classificadas de
acordo com o sistema de escore do HercepTest™ 22 Os casos foram
classificados como p53 positivos quando mais de 10% das células
neoplasicas exibiam coloragdo nuclear’s, A avaliagdo do escore do Ki67
foi feita obtendo-se a porcentagem de células neoplasicas que mostram
coloragdo nuclear na area de maior proliferagéo celular (“hot spot”). Os
tumores eram agrupados em quatro categorias: <10%, 10%-25%,
25%-50% e >50% das células neoplasicas coradas 2. A
imunomarcagao da E-caderina foi feita utilizando-se sistema de escore
semiquantitativo. O tumor foi graduado como “0” quando ndo havia
evidéncia de coloragdo de células neoplasicas, “1+", quando 1% a 25%
das células mostrava reatividade; “2+" quando 26% a 49% das células
exibiam marcacdo; “3+" quando 50% a 74% das células estavam
marcadas; e, “4+", quando mais de 75% das células eram reativas®.

Para anélise de IVL e/ou IVS, os vasos foram considerados como
linféticos quando o endotélio era marcado com ambos os anticorpos
CD31 e D2-40 e ndo continham hemdcias no interior do limen. Os
vasos eram considerados como sangiiineos quando o endotélio
vascular estava marcado pelo anticorpo monoclonal CD31, tinha
marcagdo endotelial negativa para o anticorpo D2-40 e ndo continha
hemécias no limen.
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Tabela 1 - Anticorpos primarios, diluigdes, recuperacdo antigénica e
fabricantes dos anticorpos utilizados no estudo imunoistoquimico

Anticorpo Clone Diluicdo  Recuperagdo Fabricante
antigénica
RE 6F-11 1:100 Sim Novocastra/Reino Unido
RP PgR312 1:100 Sim Novocastra/Reino Unido
Her2 CBl 1:80 Néo Novocastra/Reino Unido
P53 DO7 1:400 Sim Dako/EUA
Ki67 MIB-1 150 Sim Immunotech/Franca
E-caderina ~ NCH-38 150 Sim Dako/EUA
CD3t ICIT0A 1:50 Sim Dako/EUA
D2-40 D2-40 1:100 Néo Signet/EUA
Citoqueratina ~ AEL/AE3 1:100 Sim Dako/EUA

Tabela 2 - Caracteristicas clinico-patoldgicas de 123 casos de carcinoma
mamario invasor segundo o status linfonodal axilar

Caracteristicas Mac-Met Mic-Met LN Total
clinico-patologicas ~ n (%) n (%) n (%) n (%)
Status menopausal

Pré-menopausa 20(48,8) 18(439) 20(48,8) 58(47,2)
Pds-menopausa 21(51,2) 23(56,1) 21(51,2) 65(52,8)
Tamanho do tumor

Tl 10(24,4) 17(415) 17(415) 44(35,8)
T2 24(58,5) 23(56,1) 18(439) 65(52,8)
T3 (171 1024) 6(14,6) 14(114)
Tipo histoldgico

Ductal SOE 35(85,4) 37(90,2) 33(80,5) 105(85,4)
Tipo especial 6(14,6) 4(9,8) 8(19,5) 18(14,6)
Grau histoldgico

Graul 9(22) 14(34.1) 13(3L7) 36(29,3)
Graull 21(51,2) 18(439) 19(46,3) 58(47,2)
Graulll 11(26,8) 9(22) 9(22) 29(23,6)
IVL (HE) 12(29.9) 3(73) 2(49) 17(138)
IVS (HE) 2(4,9) 1(24) 2(49) 540
Total 41(100) 41(100) 41(100) 123(1000)

Mac-Met=macrometdstases; Mic-Met=micrometéstases; LN= linfonodo negativo n=
niimero de casos; SOE= sem outra especificacdo; VL= invaséo de vasos linfdticos; IVS=
invasdo de vasos sangliineos; HE= hematoxilina e eosina

Para analise estatistica, empregamos o teste de McNemar e Kappa
de Cohen para concordancia entre os diferentes métodos usados para
avaliar invasdo vascular. Aplicamos coeficientes de correlacdo entre
variaveis de acordo com Pearson ou Spearman. As comparagdes entre
0s trés grupos foram feitas por anélise de varidncia (ANOVA) ou teste
de Kruskall-Wallis. O valor de p, considerado estatisticamente significa-
tivo, foi <0,05. Para as analises e preenchimento do banco de dados,
usamos os programas Epi-Info 6.04, SPSS e WinStat.

ResuLTADOS

A'idade das pacientes variou entre 27 e 88 anos (média=55,9 anos
e mediana=>52 anos). As caracteristicas clinico-patoldgicas dos 123 casos
de carcinoma mamario invasor encontram-se descritas na Tabela 2.
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Os resultados da analise imunoistoquimica, com estratificacdo em
trés grupos segundo o status linfonodal, estdo resumidos na Tabela 3.

Quando agrupamos 0s casos com macrometdstases e
micrometastases em um Unico grupo definido como “com presenca
de metastases”, observamos relagao positiva e estatisticamente signi-
ficativa entre a presenca de metastases e a ocorréncia de IVL nas
laminas coradas pela HE (p=0,04). Esta relagdo também era obser-
vada quando os trés grupos eram analisados separadamente
(p=0,002). De modo semelhante, observamos relagdo positiva e
estatisticamente significativa entre a presenca de metastases
(macrometastases e micrometastases) e a presenca de IVS detectada
pela 1IQ, tanto quando foram analisados em trés grupos, como
quando eram agrupados em “com metastases e sem metastases”
(p=0,02).

As demais varidveis (RE, RP, Her2, Ki67, p53, E-caderina) ndo
mostraram relagdo estatisticamente significativa (positiva ou negativa)
com a presenca de metastases, quando analisadas em trés grupos
distintos ou quando agrupamos 0s casos em “com e sem metastases”
(p>0,05).

DiscussAo

A identificagdo apropriada de fatores progndsticos e pardmetros
preditivos de responsividade a tratamentos especificos continua a ser
um desafio na individualizagdo da melhor terap€utica para cada
paciente!. Uma série de recomendagdes para a selecdo de terapias
sistémicas adjuvantes foi recentemente proposta na 9th International
Conference on Adjuvant Therapy of Primary Breast Cancer, em Saint
Gallen, Suica®.

A ocorréncia de metastases em linfonodos axilares € o mais
poderoso e independente pardmetro progndstico em mulheres com
cancer de mama recentemente diagnosticado. Como avaliado pela
Conferéncia de Consenso de St. Gallen, o niimero de linfonodos
axilares envolvidos é determinante na avaliagdo do risco?.

Em nosso estudo avaliamos fatores morfoldgicos e moleculares
que pudessem ser preditivos de metastases em linfonodos axilares,
dividindo as pacientes em trés subgrupos de acordo com o status
linfonodal. Em nosso estudo, a presenca de metastases esteve posi-
tivamente relacionada a IVL e IVS em laminas coradas pela HE.
Colleoni et al.” também mostraram relacdo positiva entre invasao
linfo-vascular e a ocorréncia de metdstases axilares. Estes autores
consideraram invasdo linfo-vascular fator importante no progndstico
das pacientes e deve ser fornecido na avaliagdo histopatol6gica de
rotina. Nosso estudo mostrou ainda que a deteccdo de émbolos
neoplasicos em vasos linfaticos e sangliineos através do método
imunoistoquimico também esteve relacionada positivamente a ocor-
réncia de metastases axilares, nos dois subgrupos de pacientes, com
macrometastases e micrometastases. N0ssos resultados sdo seme-
Ihantes aos de outros autores que também avaliaram embolizacdo
neoplasica e ocorréncia de metastases de carcinoma da mama utili-
zando marcadores imunoistoquimicos %", A invasdo neoplasica
vascular tem sido considerada um “espelho” da disseminagdo de
células tumorais para os linfonodos axilares e também para 6rgéos
distantes®®. A deteccdo de embolizacdo neoplasica, especialmente
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Tabela 3 - Caracteristicas imunoistoquimicas de 123 casos de
carcinoma mamario invasor segundo o status linfonodal axilar

Caracteristicas Mac-Met Mic-Met LN Total
imunoistoquimicas n (%) n (%) n (%) n (%)
IVL(IIQ) 16(39) 10(24,4) 9(22) 35(28)5)
IVS (11Q) 6(14,6) 11(26,9) 2(49) 19(15,4)
RE

Positivo 31(75,6) 35(85,4) 34(829) 100(81,3)
Negativo 10(24,4) 6(14,6) 7(17,) 23(18,7)
RP

Positivo 25(61) 29(70,7) 28(68,3) 82(66,7)
Negativo 16(39) 12(29,9) 13(31,7) 41(333)
Escore Her2

Oel+ 35(85,4) 32(78) 36(87.8) 103(83,7)
2+ 1(24) 1(24) 1(24) 3(24)
3+ 5(12,2) 8(19,5) 4(9,8) 17(13,8)
P53

Positivo 17(415) 11(26,9) 10(24,4) 38(30,9)
Negativo 24(58,5) 30(732) 31(75,6) 85(69,1)
Escore Ki67

<10% 16(39) 23(56,) 16(39) 55(44,7)
10%-25% 11(26,9) 9(22) 13(31,7) 33(26,8)
25%-50% 10(24,4) 6(14,6) 8(19,5) 24(19,5)
>50% 4(9,8) 3(79) 4(9,8) 11(89)
Escore E-caderina

0 (negativo) 2(49) 124) 2(49) 541
1+ 3(73) 3(79) 2(49) 8(6,5)
2+ 0(0) 2(4,9) 1(24) 3(24)
3+ 8(19,5) 6(14,6) 4(9,8) 18(14,6)
4+ 28(68,3) 29(70,7) 32(78) 89(72,4)
Total 41(100) 41(100) 41(100) 123(100)

Mac-Met= macromet@stases; Mic-Met= micrometastases; LN= linfonodo negativo n= nime-
ro de casos; IVL=invasdo de vasos linféticos; IVS= invasdo de vasos sanguineos; Q=
imunoistoquimica; RE= receptor de estrégeno; RP= receptor de progesterona

em vasos linfaticos, através de método imunoistoquimico, esta rela-
cionada a pior prognéstico e sobrevida das pacientes 922, A
deteccdo imunoistoquimica de embolia linfatica e correlagdo com
pior prognéstico também foi observada em carcinomas gastricos .
Ainvaséo vascular peritumoral, especiaimente a invasdo linfatica, foi
incluida como fator progndstico adverso nas recomendagdes para
terapias sistémicas adjuvantes pds-operatdrias nas pacientes com car-
cinoma da mama em estagios mais precoces pelo International
Consensus Panel during St Gallen Conference, 2005%. A presenca de
invasdo vascular peritumoral também definiu um risco intermediario
para as pacientes linfonodo-negativas com carcinoma mamario, mas
seu valor para as pacientes linfonodo-positivas ainda é considerado
incerto ou insuficiente!®. Em uma série de 4.351 casos consecutivos, de
pacientes tratadas cirurgicamente para carcinoma da mama e com
hiépsia de linfonodo sentinela, Viale et al. identificaram que o tamanho
do tumor e a invaséo peritumoral de vasos eram 0s mais poderosos e
independentes fatores preditivos de metéstases em linfonodos sentine-
las?”. Em particular, a invasdo de vasos peritu morais estd associada a
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aumento de 5,3 vezes no risco de acometimento de linfonodo
sentinela, reforcando ser um dos mais poderosos fatores preditivos de
metastases em linfonodos axilares’.

Em nosso trabalho, observamos também relaco positiva e significa-
tiva entre invasdo de vasos sangliineos e a presenca de metastases,
confirmando ser este, fenémeno importante na disseminagdo neoplasica.

Em nosso estudo ndo identificamos relagdo estatisticamente signi-
ficativa entre os demais fatores morfoldgicos (tamanho do tumor, tipo
e grau histolégicos) ou moleculares (RE, RP, Her2, Ki67, p53, E-
caderina) e a ocorréncia de metastases. Outros autores, porém,
mostraram relagdo entre a ocorréncia de metastases e estes fatores. O
tamanho tumoral, tipo e grau histoldgicos relacionam-se positivamente
com a ocorréncia de metastases. No entanto, a expressao dos recep-
tores de estrogeno e progesterona mostrou relagdo inversa, ou seja,
tumores que expressam receptores hormonais tém menor tendéncia
a metastases®. E possivel que o nimero de casos incluidos em nosso
estudo tenha sido insuficiente para confirmar estas correlagfes relata-
das por outros autores.

CoNcLUSAO

A'invasdo neoplésica em vasos linfaticos e sangiiineos identificada
em cortes histologicos corados pela HE e por marcadores
imunoistoquimicos €é fator preditivo de metastases em linfonodos
axilares em céncer de mama.

Apoio financeiro: CNPg, CAPES, FAPEMIG.

Conflito de interesse: ndo ha

SUMMARY

MOLECULAR FEATURES OF BREAST CANCER PREDICTIVE OF LYMPH
NODE METASTASES

OsiecTives. The aim of our study was to analyze morphologic and
molecular markers of breast cancer relating them to the presence of
metastases in axillary lymph nodes.

MeTtHoDs. We selected 123 cases of invasive mammary carcinomas
stratified into three subgroups: with macrometastases, with
micrometastases, and lymph node negative. Presence of metastases was
evaluated relating them with morphologic factors (Size of primary tumor,
type and grade, presence of lymphatic and blood vessel invasion in
hematoxylin and eosin-stained slides) and molecular factors of primary
tumor (estrogen and progesterone receptors, E-cadherin, Ki67, p53, Her2
expression, and the presence of lymphatic and blood vessel invasion in
immunostained sections for D2-40and CD31).

ResuLts. Axillary lymph node metastases were positively related to the
presence of lymphatic vessel invasion in hematoxylin and eosin (H&E)-
stained slides, when analyzed with or without metastases (p=0.04) and
when analyzed in the three subgroups (p=0.002). Lymph node
metastases were also positively related to presence of blood vessel invasion
identified by immunohistochemistry (IHC) for CD31 (p=0.02). However
other morphologic and molecular factors were not related to the presence
of axillary node metastases.

ConcLusion. Lymphatic and blood vesselinvasion identified in H&E and
IHC-stained slides are positively related to the rmetastatic status of

Rev Assoc Med Bras 2008; 54(3): 203-7



MARCADORES MOLECULARES EM CANCER DE MAMA PREDITIVOS DE METASTASES AXILARES

axillary lymph nodes and are predictive of axillary lymph node metastases

in breast cancer. [Rev Assoc Med Bras 2008; 54(3): 203-7]

Kev Worbs. Predictive factors. Breast cancer. Axillary metastases.
Hematoxylin and Eosin. Immunohistochemistry.
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