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resumo

Mama Introducdo: O gene bcl-2 codifica uma proteina envolvida no processo de controle da apoptose.
Inicialmente descrito em linfomas e posteriormente em tecidos epiteliais, sua expressao é freqiientemente
encontrada em carcinomas de mama, associada a fatores de prognéstico favoravel. Como a puncéo
Bidpsia por agulha fina aspirativa por agulha fina (PAAF) tem sido utilizada como um método confidvel na investigacdo de
carcinomas de mama, acessamos a expressao de bcl-2 em material assim obtido e correlacionamos sua
positividade com o grau histolégico, avaliado em material cirirgico correspondente, das respectivas
Imunocitoquimica pacientes, sequindo a classificacdo de SBR (Scarff, Bloom e Richardson). Objetivos: Avaliar a expressao de
bcl-2 em PAAF e correlacionar com grau histolégico. Metodologia: A positividade do bcl-2 foi analisada,
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Progndstico
! por imunocitoquimica, em 118 casos consecutivos de PAAF e correlacionada com grau histol6gico em
material cir(rgico correspondente, segundo classificacdo de SBR. Resultados: A positividade para bcl-2 foi
encontrada em 77 de 118 casos de PAAF (65,25%) e foi inversamente proporcional ao grau histolégico
(84,37%, p = 0,0022). Conclusdo: A expressao de bcl-2 em PAAF correlaciona-se com fator de bom
prognéstico. O indice de positividade encontrado, assim como a correlacdo inversa com grau histolégico, 229
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Introducdo

Puncéo aspirativa

O uso da puncao aspirativa por agulha fina (PAAF) para
diagndstico morfoldgico de uma variedade de lesdes pal-
paveis foi descrito e praticado inicialmente nos Estados
Unidos da América (EUA) a partir de 1930, entretanto nao
teve grande aceitacdo e difusdo fora deste pais. Apds a
Segunda Guerra Mundial, um grupo de hematologistas e
oncologistas suecos difundiu o método, renovando as téc-
nicas da citologia aspirativa (26).

Embora a maneira de realizacdo da puncéo néo tenha
se aprimorado desde entdo, o procedimento tem mostra-
do grande valor custo/beneficio. As vantagens de sua uti-
lizagdo consistem em elevada acuracia diagnéstica, baixo
custo, excelente aceitacdo do paciente e morbidade mini-
ma, com raras ocorréncias de complicacdes (24).

Na mastologia, a PAAF tem sido utilizada como um
procedimento de rotina na investigacdo diagnéstica de
nddulos palpaveis de mama ou lesdes ndo-palpéveis, de-
tectadas por técnicas de imagem (mamografia, ultra-
sonografia, ressonancia magnética, etc.). Em adi¢do ao
diagnéstico morfoldgico de neoplasias, o material obtido
por PAAF também tem sido utilizado para andlise do aci-
do desoxirribonucléico (DNA) (7, 20) e para alguns estu-
dos de imunocitoquimica, incluindo o de receptores hor-
monais (38).

bcl-2

O bcl-2 pertence a uma familia de genes aparente-
mente responsaveis pela manutencdo do equilibrio entre
proliferacdo e morte celular programada (22), mecanis-
mo pelo qual células com DNA danificado podem ser re-
movidas sem prejuizo. Este gene codifica uma proteina
mitocondrial com peso molecular de 24 kilodaltons, loca-
lizada no envelope nuclear, reticulo endoplasmético e
membrana mitocondrial externa, de varios tecidos nor-
mais e neoplasicos, com excegdo de tecido muscular e
hepatico (9, 23). Todas as células hematopoiéticas e
linféides contém a proteina bcl-2, além de muitas células
epiteliais e neurdnios (8).

A primeira anormalidade desse gene foi descrita em
um linfoma ndo-Hodgkin, folicular, de linfécitos B,
identificada na translocacdo dos cromossomos t (14;18),
levando a justaposicdo do gene bcl-2 (normalmente loca-
lizado no cromossomo 18), ao gene da cadeia pesada da
imunoglobulina (Igh) do cromossomo 14 (41), resultan-
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do com isto em altos niveis de expressdo da proteina, fe-
noémeno este visualizado na técnica de imunoistoquimica
pela reatividade de linfocitos de zona do manto e de cen-
tro germinativo.

Porém a expressao da proteina codificada pelo gene
bcl-2 ndo requer a presenca da translocacéo t (14;18) (33).
Na verdade, a expressao da proteina tem sido identificada
em uma ampla variedade de tecidos humanos maduros
ou em desenvolvimento, especialmente em células
epiteliais de tecidos glandulares, sujeitos a hiperplasia ou
involucdo por estimulo hormonal, como: mama, préstata
e tiredide (1, 29, 31, 35, 37).

Hockenbery et al. (16) observaram a expressao de bcl-
2 em vérios tecidos humanos adultos e a classificaram em
trés categorias:

1. tecido epitelial glandular, cuja hiperplasia ou involugao
é regulada por fatores hormonais ou de crescimento;

2. tecido epitelial com diferenciacdo complexa, caracte-
rizado por células-mdes com longa sobrevida, como
intestino e pele;

3. células pés-mitéticas com longa sobrevida, como
neurdnios.

O epitélio ductal mamario se enquadraria na primeira
categoria (16).

Estudos prévios também demonstraram que, durante
o ciclo menstrual, a flutuacdo da expressao do bcl-2 pode
ser correlacionada a apoptose ciclica das células epiteliais
mamadrias, sugerindo sua regulacdo por hormonios
esteroides (35).

No cancer de mama, a determinacdo do bcl-2 vem
sendo avaliada como fator progndstico e preditivo, suge-
rindo que sua expressdo pode ter importante correlagdo
com resposta terapéutica em pacientes com linfonodos
axilares positivos, agindo como modulador da resposta
quimioterapica e/ou terapia enddcrina (10, 14, 17, 44).

Grau histoldgico

Entre os fatores mundialmente aceitos como indica-
dores de progndstico, a determinacao do grau histolégico
€ um dos principais e mais faceis a serem acessados na
rotina diagndstica. Um dos aspectos fundamentais da pa-
tologia oncoldgica, que resistiu ao passar dos anos, foi o
reconhecimento de que o detalhamento de estruturas
morfoldgicas de tumores pode ser correlacionado com seu
grau de malignidade.

A aceitacdo da graduacdo histoldgica na rotina de
histopatologia diagnéstica foi lenta até recentemente, em
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parte, pela falta de demanda clinica, pela subjetividade e
pela falha de reprodutibilidade dos métodos descritos
anteriormente. Bloom e Richardson (4) contribuiram para
a melhora do sistema de graduacdo, adicionando uma
escala numérica aos critérios histolégicos inicialmente
descritos por Patey e Scarff (32), registrando a chamada
classificacdo de Scarff, Bloom e Richardson (SBR), adota-
da oficialmente pela Organizacdo Mundial de Satide (OMS)
em 1968 (36). Recentemente, o grupo de Nottingham
introduziu algumas modificagdes no método de SBR, na
tentativa de tornar ainda mais objetivos os padrdes de
avaliacdo histoldgica (11), mas tais critérios ainda néo fo-
ram adotados pela OMS.

Neste estudo, empregaremos a classificacdo de SBR
modificada por Elston e Ellis (11) para correlacdo entre
grau histoldgico e positividade ao bcl-2.

Estudar a expressdo do bcl-2 em casos de carcinoma
de mama; estabelecer um indice de positividade para a
amostra estudada; correlacionar a positividade do bcl-2,
em material obtido por PAAF, com grau histolégico
tumoral, avaliado em material cirdrgico convencional das
pacientes correspondentes.

Material e métodos

Material

Neste estudo retrospectivo foram analisadas 138 PAAFs
de nédulos palpéveis de mama, realizadas no Instituto de
Caéncer de Londrina (ICL), nos anos de 1997, 1998 e 1999,
com diagnéstico citoldgico de carcinoma, cujas pacientes
foram posteriormente submetidas a cirurgia (mastectomia,
quadrantectomia) ou bidpsia incisional (comprovacao
anatomopatoldgica).

Coleta e mensuracéo

As puncdes aspirativas foram realizadas por quatro gi-
necologistas no primeiro ano e por um Gnico patologista
nos anos subseqlientes, em regime ambulatorial, no Insti-
tuto de Cancer de Londrina (ICL), para investigacdo diag-
nostica rotineira de nédulos mamarios palpéveis. As amos-
tras citolégicas foram analisadas por um Unico patologista.
As mastectomias foram realizadas pelo mesmo grupo de
ginecologistas e analisadas no servico de anatomia pato-
l6gica do mesmo hospital (ICL) por dois patologistas. To-
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dos os esfregacos obtidos por puncdo aspirativa foram
submetidos a reacdo de imunocitoquimica para detec¢do
da proteina bcl-2 e analisados sem conhecimento prévio
do resultado das pungdes aspirativas. Os resultados foram
dados como positivo ou negativo, sendo que foram con-
siderados positivos aqueles em que mais de 10% das cé-
lulas tumorais exibiram expressao citoplasmatica (cut off).
Como controle positivo, foram utilizados os elementos da
populacéo linfocitéria, invariavelmente presentes em ére-
as adjacentes as lesdes tumorais. Como controle negati-
vo, foram utilizados cortes de figado, submetidos a mes-
ma bateria de reacdes que o material em estudo.

Os cortes histolégicos dos respectivos espécimes ci-
rargicos das pacientes foram analisados para fins de
histopatologia diagnéstica e graduados conforme os cri-
térios de SBR, aceitos pela OMS e modificados por Elston
e Ellis, avaliando-se a porcentagem de formacdo tubular
na neoplasia, o pleomorfismo nuclear e o indice mitético,
subdividindo os carcinomas em grau |, grau Il e grau Ill,
ou seja, carcinomas bem, moderadamente e pouco dife-
renciados, respectivamente, de acordo com escala descri-
ta na Tabela 1.

O somatério dos pontos determinados na escala defi-
ne o grau histolégico da classificacdo de Scarff, Bloom e
Richardson (modificada por Elston e Ellis):

e 3-5 pontos: grau 1 ou bem diferenciado;
e 6-7 pontos: grau 2 ou moderadamente diferenciado;

e 8-9 pontos: grau 3 ou pouco diferenciado.

1o s - Escala de subdivisdo dos carcinomas

Formacdo tubular Escala
Maioria do tumor (> 75%) 1
Grau moderado (10%-75%) 2
Pouca ou nenhuma (< 10%) 3

Pleomorfismo nuclear

Nicleo pequeno, regular, uniforme 1

Moderado aumento no tamanho 2
e variabilidade

Variagdo marcante, nucléolo presente 3

Contagem mitética*

Indice baixo 0-10/10CGA 1
indice moderado 11-20/10CGA 2
Indice alto > 21/10CGA 3

*Utilizado microscopio Olympus, objetiva de campo regular, grande aumento
(40x).
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As puncdes aspirativas foram realizadas com seringas
de 10ml, agulhas de calibre 25x6, encaixadas em instru-
mento especifico para o procedimento (modelo n® 4,
Helmuth Industries, Linden, NJ), como descrito por Zajicek
(43). Os esfregacos foram fixados ao ar livre e posterior-
mente hidratados com solucéo de cloreto de s6dio a 0,9%,
por 30 segundos, com a finalidade de promover a
hemolise, evitando assim reagdes cruzadas, envolvendo a
peroxidase endégena das hemadcias (durante a reacéo de
imunocitoquimica), e imediatamente fixados em etanol a
95%. A reacdo de imunocitoquimica se processou da se-
guinte forma: ap6s lavagem das laminas em solucdo tam-
péo de fosfato (PBS), pH = 7,2, os esfregacos de puncdo
aspirativa foram colocados em solucdo tampéo de citrato,
pH = 6, e aquecidos em forno de microondas durante 5
minutos, na poténcia maxima, por trés ciclos. No final do
procedimento, o material foi deixado em temperatura
ambiente por 30 minutos para resfriamento. A inativacdo
da peroxidase endégena foi complementada com solu-
céo de dgua oxigenada a 1%. O material foi, entédo, sub-
metido a incubagdo com anticorpo primério para bcl-2
(clone 124, Dako Cor., Carpinteria, CA) por 12 horas, a
temperatura estavel de 10°C na diluicdo de 1:200. De-
pois, foram submetidos a incubagdo com anticorpo se-
cundério anticamundongo (Vector Laboratories,
Burlingame, CA), na diluicdo de 1:160, por 1 hora e incu-
bacdo com o complexo avidina-biotina por 45 minutos. A
revelacdo da reacao foi feita com diaminobenzidina (DAB,
Sigma Chemicals, St. Louis, MO), contracorada com
hematoxilina. Foram considerados positivos para bcl-2 os
casos onde se observaram mais de 10% das células
tumorais coradas.

Analise estatistica

Foi realizada analise bivariada para avaliar a relacdo da
expressdo da proteina codificada pelo bcl-2 com grau
histolégico, através do teste de qui-quadrado, em nivel
de significancia de 5%, no programa Statistical Analysis
System (SAS).

Resultados

Graduacdo histoldgica

Dos 138 casos analisados, 20 ndo puderam ser gradua-
dos segundo a classificacdo de SBR (modificada por Elston
e Ellis) por se tratarem de carcinomas in situ (sete casos)
ou por apresentarem artefatos de processamento (13 ca-
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sos) que ndo permitiram a analise fiel dos dados. Dos 118
casos restantes, 32 foram graduados como grau | de SBR
(27,12%), 61 casos como grau Il (51,69%) e 25 casos
como grau Il (21,19%), como demonstra a Tabela 2.

Imunocitoquimica

Dos 138 casos analisados e submetidos a reacdo de
imunocitoquimica, 95 foram positivos para bcl-2 (68,84%),
como demonstra a Tabela 3 e a Figura. Vinte casos foram
excluidos pela falta de correlagdo com grau histoldgico.
Dos casos restantes (118), 77 foram positivos para bcl-2
(65,25%).

A positividade para bcl-2 foi encontrada em 27 casos
classificados como grau | (84,37%); 40 casos classificados
como grau Il (53,5%) e dez casos classificados como grau
[l (40%), como mostra a Tabela 4.

Graduagdo histoldgica dos casos de
BEETeYs] W2 carcinoma de mama, segundo SBR

Graduacéo n° de casos/Total %

Grau | 32/118 27,12
Grau Il 61/118 51,69
Grau 111 25/118 21,19

Positividade para bcl-2 em esfregagos
Tabela 3 oyl g tEESIIEE

n° de casos/Total %
bel-2 + 95/138 68,84
hel-2 - 43/138 31,16

Figura - Pungdo aspirativa por agulha fina de carcinoma de mama mostrando
positividade citoplasmatica para bcl-2
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Correlacdo entre grau histoldgico

avaliado no espécime cirurgico e
positividade para bcl-2 determinada
Tabela 4 S EENSEE L] ]

bel-2 + (%)  bel-2 - (%) Total (%)
Graul 27 (84,37) 5 (15,63) 32 (27,12)
Graull 40 (6557)  21(3442) 61 (51,69)
Grau Il 10 (40) 15 (60) 25 (21,19)
Total  77(65,25) 41 (34,74) 118 (100)

Valor de p = 0,0022 utilizando-se o teste do qui-quadrado; valor de p = 0,7005
utilizando-se o teste do qui-quadrado para linearidade.

A analise estatistica demonstrou relacao estatisticamen-
te significativa entre positividade para bcl-2 e grau
histol6gico, com valor de p = 0,0022. O teste de qui-qua-
drado para linearidade demonstrou tendéncia constante
de decréscimo de 22% da positividade do bcl-2 em rela-
¢do ao aumento do grau histolégico.

Discussao

O obijetivo deste estudo consistiu em avaliar a expres-
sao de bcl-2 em carcinomas de mama, utilizando-se ma-
terial obtido por PAAF, estabelecer um indice de posi-
tividade e correlacionar tal expressdo com o grau
histolégico tumoral.

A PAAF vem sendo empregada de modo crescente na
investigacdo diagnéstica do cancer de mama por ser um
método pouco invasivo, de elevada acuracia diagndstica,
baixo custo e raras ocorréncias de complicacdes. A resis-
téncia na aceitacdo do procedimento no passado se de-
via, em parte, a0 medo de implantes tumorais no trajeto
da agulha, ou mesmo a realizacdo de condutas invasivas,
como mastectomias, baseadas em resultados citoldgicos
falsos positivos, com implicagdes médicas e legais.

Ap6s revisao da literatura, Powers (34) encontrou um
indice crescente de relatos de complicacdes, porém com
pobre documentacdo sobre o ato da coleta e principal-
mente sobre o calibre da agulha usada. Restringindo o
estudo a puncdes realizadas com agulhas de 22 gauges, o
indice de complicacdes foi estimado em 0,03%, tornando
a puncdo aspirativa por agulha fina um dos métodos
invasivos mais seguros na atualidade.

Hoje, a grande aceitacdo desta técnica vem amplian-
do seu campo de utilizagdo, sendo a aplicacdo de técnicas
complementares somente uma conseqiiéncia do facil e
rapido manejo que este material nos proporciona.

Avaliagéo da expressao da proteina bcl-2 no carcinoma de mama

Nos Ultimos anos, estudos tém demonstrado que varios
fatores biolégicos podem ser avaliados por imuno-
citoquimica, em material obtido por PAAF de carcinoma
de mama, entre eles os receptores de estrégeno e
progesterona, oncogenes como p53 e c-erb-2 e mesmo
marcadores de proliferacdo celular, como Ki-67 (5, 27, 28).
Este estudo contribui para reafirmar tal aplicabilidade.

O bcl-2 tem importancia no processo de manutencao
da morte celular programada. Sua expressao tem sido
descrita em células ductais mamaérias, onde parece estar
envolvido nos fendmenos de hiperplasia e involugao rela-
cionados ao controle hormonal (35).

Como um inibidor da apoptose, o bcl-2 deveria estar
correlacionado com tumores de comportamento biol6gi-
co altamente agressivos e resistentes a terapia hormonal
e/ou citotéxica. No entanto a alta expresséo de bcl-2 tem
sido correlacionada a numerosos fatores prognésticos fa-
voraveis, incluindo positividade para receptores de estro-
génio e progesterona, baixo grau histolégico, tumores bem
diferenciados e auséncia de expressdo de outros marca-
dores tumorais indicadores de progndstico desfavoravel,
como c-erB-2 e p53 (30). Ainda, alguns estudos tém de-
monstrado que pacientes com tumores que revelam alta
expressao de bcl-2 sdo mais responsivos a terapia hormonal
(14) e tém maior sobrevida (13, 15, 21).

Poucos estudos avaliaram a expresséo da proteina co-
dificada pelo gene bcl-2 em carcinomas de mama em
material obtido por PAAF (5, 6, 27, 28).

Neste estudo, o bcl-2 foi avaliado em 138 casos con-
secutivos de puncdo aspirativa por agulha fina, com diag-
nostico de carcinoma de mama, e foi correlacionado com
grau histolégico em 118 casos. A positividade para bcl-2
foi encontrada em 77 casos (65,25%), observando-se sem-
pre coloracéo citoplasmatica em mais de 10% das células
tumorais. Resultados semelhantes foram relatados por
Bozzetti, descrevendo expressdo de bcl-2 em 76% dos
casos, avaliados em material idéntico ao nosso (6), e por
Troncone, relatando 65% de positividade (39). No entan-
to os relatos na literatura demonstram indices de
positividade variando de 32% a 85,9%, de acordo com
critérios e metodologia descritos nos respectivos relatos
(3,12,14,15,18,19).

Houve associacdo inversa entre expressao de bcl-2 e
grau histolégico. O bcl-2 teve alta expressdo em casos
classificados como grau | (84,37%), ou seja, tumores bem
diferenciados, indicando significante correlacdo estatis-
tica com fator histolégico de bom prognéstico (p =
0,0022). Houve declinio constante de cerca de 22% da
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positividade, conforme progressédo do grau histolégico.
Estes resultados sugerem que os niveis de bcl-2 exibem
correlacdo com as vias de regulacdo hormonal e tendem
a declinar durante o processo de progressao dos carci-
nomas de mama, além de demonstrar a queda de sua
expressao em tumores com alta proliferacao celular, como
descreve Yang (42).

Esta mesma correlacdo tem sido descrita em estudos
recentes, correlacionando a alta expressao de bcl-2 com a
expressdao de receptores hormonais, estrégeno e
progesterona, e demonstrando a falta de correlagdgo com
indicadores de prognéstico desfavoravel, como p53 e c-
erb-2 (3, 25, 28). Berardo et al. atribuem valor progndsti-
co ao bcl-2 (2).

A positividade do bcl-2, correlacionada a baixo grau
histolégico, assim como a outros fatores de bom prog-
nostico, pode, no futuro, proporcionar valiosa fonte de
informacdo na identificacdo de pacientes que responde-
rdo bem a terapia hormonal (10). Porém deve ser lembra-
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do que o bcl-2 é apenas um dos membros de uma exten-
sa familia responsével pelo controle da morte celular pro-
gramada, e sua categorizacdo como fator prognéstico e
preditivo, em carcinoma de mama, ainda depende de es-
tudos futuros, com investigacao correlacionada com
sobrevida, recorréncias e respostas terapéuticas.

Conclusdes

e O material obtido por puncao aspirativa pode ser ade-
quadamente empregado na realizacdo de técnicas es-
peciais, como imunocitoquimica;

¢ estabeleceu-se indice de positividade da proteina expressa
pelo gene bcl-2 de 65,25% na amostra estudada;

¢ foi demonstrado, neste estudo, que existe correlagdo
estatistica significativa entre a positividade de bcl-2 e
a graduacao histolégica de carcinoma de mama;

* a positividade do bcl-2 relacionou-se a fator de bom
prognéstico.
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