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TS resumo

Micrometdstases Introdugdo: Os métodos de deteccdo e o significado progndstico das micrometastases (Mic-Met) em
linfonodos axilares (LA) de pacientes com carcinoma mamario invasor sdo controversos na literatura.
Objetivos: Comparar a deteccdo de micrometéstases de carcinoma mamaério em LA através de segunda
revisao de laminas coradas por hematoxilina e eosina (HE) e comparar com a detec¢éo imunoistoqui-
Imunoistoquimica mica (IHQ) e seu impacto no restadiamento das pacientes. Materiais e métodos: Foram estudados 190
casos de carcinoma mamario inicialmente diagnosticados como linfonodo-negativos, com reavaliacao
dos linfonodos em laminas coradas por HE e IHQ para pancitoqueratina (clone AE1/AE3) e método
streptavidina-biotina-peroxidase (LSAB+). Resultados: Foram revistos 2.868 linfonodos corados por HE
(média = 15,1 linfonodos/paciente) e 2.444 linfonodos corados por IHQ (média = 12,9 linfonodos/pa-
ciente). Micrometéstases foram detectadas em 28/190 casos, sendo que a deteccao por IHQ (25/190
casos; 13,2%) foi superior a deteccdo por HE (14/190 casos; 7,4%). A revisdo de laminas coradas por HE
apresentou boa especificidade (98,2%), mas baixa sensibilidade (44%) em relacéo a IHQ (considerada
padrdo-ouro). Conclusado: A deteccéo de Mic-Met foi maior por imunoistoquimica do que por segunda
leitura de laminas, e gerou mudanca no estadiamento de 28 pacientes (14,7%).
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abstract I ™S

Introduction: The methods of detection and prognostic significance of micrometastasis (Mic-Met) are still | Micrometastasis
controversial in the literature. Aims: The aim of our study was to compare micrometastasis detection of invasive
mammary carcinomas (IMC) in axillary lymph nodes using a second review (double review) of hematoxylin and
eosin (HE) stained slides using immunohistochemistry (IHC) and the impact of micrometastasis detection in | Corciroma
re-staging patients. Material and Methods: We studied 190 cases of IMC with no axillary metastasis described | Immunohistochemistry
in the original reports. We reviewed the available HE stained slides of lymph nodes. New sections were obtained
from archived paraffin blocks and were submitted for IHC using the pancytokeratin antibody AE1/AE3 and
the streptavidin biotin peroxidase method. Results: We reviewed 2868 lymph nodes stained by HE (mean =
15.1 lymph nodes/patient) and 2.444 lymph nodes stained by IHC (mean = 12.9 lymph nodes/patient).
Micrometastasis were detected in 28/190 cases, (by HE in 14/190 cases, 7.4%, and by IHC in 25/190 cases,
13.2%). The second review of the HE stained slides showed good specificity (98.2%), but low sensitivity (44%),
when compared to IHC (considered the gold standard). Conclusions: The detection of micrometastasis was better
using immunohistochemistry than second review, and changed the stage of 28 patients (14.7%).
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Introducéo

A avaliacdo do tumor primario e dos linfonodos
axilares através de exame histopatoldgico de rotina é o
método mais utilizado para o estadiamento patolégico
das pacientes com cancer de mama (sistema TNM), sendo
fundamental para o tratamento®*'. A partir de 1980, com
a introdugdo dos programas de triagem mamografica, a
deteccdo precoce do cancer de mama tem aumentado,
assim como o nimero de pacientes linfonodo-negativas.
Sabe-se que aproximadamente 25% das pacientes linfo-
nodo-negativas desenvolverdo recidiva da doenca, e que
poderiam, talvez, ter se beneficiado de quimioterapia
adjuvante® 2D, Admite-se que a recorréncia seria devida a
metastases que ndo foram detectadas pelos métodos de
rotina. A dificuldade na deteccéo de células neoplasicas
isoladas ou de pequenos depdsitos metastaticos em exa-
me de rotina pode gerar subestadiamento das pacientes,
explicando em parte, a recorréncia tumoral' '2. Esses
pequenos dep6sitos metastaticos foram definidos como
metdstases ocultas por ndo serem observados no exame
de rotina, mas através de revisdo de laminas ou emprego
de outros métodos de estudo passam a ser detectados@?.
Huvos (1971) definiu como micrometastases aqueles
agrupamentos de células neoplasicas menores que 2mm,
e como macrometastases aqueles maiores que 2mm¢?.
A deteccéo de metéstases nos linfonodos depende de
varios fatores, como tamanho do linfonodo, tamanho
do depésito de células epiteliais metastaticas, qualidade
técnica do processamento, técnicas de coloragdo empre-
gadas e analise microscdpica pelo patologista®). Assim,
na literatura, as taxas de deteccdo de metéstases ocultas
ou micrometastases variam de 9% a 39%, dependendo
do método de estudo empregado® * 19,

Neste trabalho, foi pesquisada a deteccéo de metéstases
ocultas/micrometastases de carcinoma da mama em linfo-
nodos axilares através de segunda (dupla) reviséo de laminas
coradas por hematoxilina e eosina e comparada com a
deteccdo através do método imunoistoquimico e o impacto
desta nova anélise no estadiamento das pacientes.

Material e método

Foram estudados 190 casos de pacientes com carcinoma
mamario invasor, diagnosticados como linfonodo-negati-
vos (NO) no exame histopatoldgico original, submetidos a
tratamento cirrgico no Hospital das Clinicas da Universi-
dade Federal de Minas Gerais (UFMG) no periodo de 1990
a 2000. Todos os casos tinham laminas dos linfonodos

axilares coradas por hematoxilina e eosina para reviséo e
blocos de parafina dos linfonodos axilares para realizacao
de imunoistoquimica.

A idade das pacientes variou de 29 a 93 anos
(média = 59,6 anos; mediana = 60,5 anos; desvio-padrdo
= 14,7 anos). Com relacdo ao status menopausal, 132/190
(69,5%) pacientes eram pds-menopausadas, e 58/190
(30,5%) eram pré-menopausadas. A maioria dos tumores
primarios media entre 2 e 3cm (49/168 casos; 29,2%).

O tipo histolégico do tumor primario mais freqiiente foi
o ductal sem outra especificacdo (SOE) (103 casos; 54,2%)
(Tabela 1).

Todas as laminas dos linfonodos axilares coradas por
hematoxilina e eosina foram submetidas a segunda revi-
sdo por um mesmo patologista, diferente do que emitiu
o laudo original. No estudo imunoistoquimico, foram
utilizados o anticorpo monoclonal antipancitoqueratina
(clone AE1/AE3, Dako®, Carpinteria, CA) e o método da
streptavidina-biotina-peroxidase LSAB+ (Dako®), com re-
cuperacdo antigénica por calor tmido em panela elétrica
a vapor. Foi avaliada a presenca ou ndo de metastases
diagnosticadas a hematoxilina e eosina e a imunoistoqui-
mica, anotando-se o niimero total de linfonodos axilares
examinados aos dois métodos, o nimero de linfonodos
com metéstases, o tamanho, a localizacdo e o padrdo
morfoldgico das metastases.

Utilizou-se o programa Epi-Info verséo 6.04b para mon-
tagem do banco de dados e andlise estatistica. Foram cons-
truidas tabelas 2x2 para andlise dos testes de validade, em
que o teste investigado foi a pesquisa de micrometastases nas
laminas coradas por hematoxilina e eosina, e o teste padrdo
de referéncia ou padrdo-ouro para comparacdo foi aimunois-
toquimica. Calcularam-se sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo, valor preditivo negativo e acurécia.

Apbs a pesquisa de micrometdstases, as pacientes foram
reestadiadas segundo o novo sistema TNM®.

Resultados

Foi avaliado um total de 2.868 linfonodos corados por
hematoxilina e eosina (variacdo de dois a 52 linfonodos;
média = 15,1 linfonodos/paciente) (Tabela 2). Em 55/190
casos (28,9%), foram avaliados dez ou menos linfonodos
por paciente. Foram analisados 2.444 linfonodos (variacao
de dois a 47 linfonodos; média = 12,9 linfonodos/paciente)
corados pela imunoistoquimica (Tabela 2). Em 75/190 casos
(39,5%), foram examinados dez ou menos linfonodos por
paciente.




MARINHO, V. F. Z. et al. Micrometéstases de carcinoma da mama em linfonodos axilares: deteccdo por imunoistoquimica versus hematoxilina e eosina ¢ | Bras Patol Med Lab ¢ v. 40 ¢ n. 2 ¢ p. 127-32 « abril 2004

Tipos histoldgicos de 190

Tabela 1

Tipo histologico*
Ductal SOE
Especial puro
Especial variante 18 (9,5%)
Misto 41 (21,6%)
Total 190 (100%)

carcinomas mamarios
Tumor primario (%)

103 (54,2%)
28 (14,7%)

*Segundo a classificagdo da Organizagdo Mundial da Satide (OMS), com modifica-
¢les propostas por Page et al., 1998

Micrometéstases foram detectadas em 24/2.868 lin-
fonodos corados por hematoxilina e eosina pertencentes
a 14 pacientes (média = 1,7 linfonodo positivo/paciente)
(Tabela 2). Micrometastases foram detectadas por imu-
noistoquimica em 33/2.444 linfonodos pertencentes a
25 pacientes (média = 1,3 linfonodos positivos/paciente)
(Tabela 2). O nimero total de casos positivos para micro-
metastases detectadas pelos dois métodos foi de 28/190
casos (14,7%). Os valores de especificidade, sensibilidade,
valor preditivo positivo (VPP) e negativo (VPN) e acuracia
estdo contidos na Tabela 2.

A localizacdo mais freqiiente das micrometastases foi
subcapsular (39,3%). A maioria das metastases media
menos de 2mm (26/28 casos) (Figuras 1 e 2). Em 2/28
casos, as metastases tinham tamanho superior a 2mm
(respectivamente, 2,5mm e 5mm). O padrdo morfolégico
mais comum foi o de pequenos ninhos de células epiteliais
metastaticas (64,3%).

A deteccdo das micrometéstases gerou reestadiamento
de 28/190 pacientes (14,7%) (Tabela 3).

Neste trabalho, pesquisou-se a presenca de metéstases
ocultas/micrometastases de carcinoma mamario em lin-
fonodos axilares de pacientes inicialmente diagnosticadas
como linfonodo-negativas através da segunda reviséo de
laminas coradas por hematoxilina e eosina e por imunois-
toquimica para pancitoqueratina.

Foram encontradas metastases em 7,4% dos casos de
segunda revisdo de laminas coradas por hematoxilina e
eosina e em 13,2% através de imunoistoquimica. Essas
taxas estdo de acordo com a literatura, que relata valores
de 9% a 39%@ * 1> 1% 22 tdo varidveis quanto os métodos
de estudo utilizados em cada trabalho. As diferencas po-
dem ser explicadas por nimero de linfonodos dissecados,
nGmero de fragmentos amostrados de cada linfonodo, tipo
de seccdo histologica empregada, como, por exemplo, uso
de cortes histoldgicos seriados de cada linfonodo, coloracao
empregada, tamanho da metéstase, localizacdo da metas-
tase e treinamento, familiaridade e interesse do patologista
nesta deteccao@ 2,

Neste trabalho, a média de linfonodos dissecados é
semelhante a da literatura? % 2%, O nimero de linfonodos
analisados a hematoxilina e eosina (total de 2.868) foi supe-
rior ao da imunoistoquimica (total de 2.444). Essa diferenca
pode ser explicada pelo fato de que, ao se aprofundarem
os blocos de parafina para a obtencdo de novos cortes his-
tolégicos para aimunoistoquimica, ndo foram mais obtidos
cortes dos menores linfonodos. Este também foi o motivo
de ndo serem encontradas micrometéstases a imunoistoqui-
mica em trés casos positivos por hematoxilina e eosina. Em

Micrometastases de carcinoma mamario detectadas em linfonodos axilares corados

g-LIERE  por hematoxilina e eosina e por imunoistoquimica em 190 pacientes

Micrometastases
Hematoxilina e eosina

Nimero de pacientes

Nimero de linfonodos

Presente 14 (7,4%) 24 (0,8%)
Ausente 176 (92,6%) 2.844 (99,2%)
Total 190 (100%) 2.868 (100%)
Imunoistoquimica

Presente 25 (13,2%) 33 (1,4%)
Ausente 165 (86,8%) 2.411 (98,6%)
Total 190 (100%) 2.444 (100%)

Sensibilidade = 44%; intervalo de confianca = 25-64,7.
Especificidade = 98,2%; intervalo de confianga = 94,4-99,5.

Valor preditivo positivo = 78,6%; intervalo de confianga = 48,8-94,3.
Valor preditivo negativo = 92%; intervalo de confianga = 86,8-95,4.
Acurdcia = 91,1%; intervalo de confianca = 85,8-94,6.
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Figura 1 - PadrGes de micrometdstases de carcinoma mamdrio em linfonodos axilares. A: Ninho de células em seio subcapsular; B: Pequeno tiibulo (cabega de seta) (HE, 400x)
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Figura 2 - Micrometdstases de carcinoma mamdrio em linfonodos axilares. Az Células isoladas, com vaciolo citoplasmdtico (cabega de seta); B: Ninho de células e pequeno
ttibulo (cabega de seta) (A e B; AE1/AE3; estreptavidina-biotina, 400x)

tais casos, as micrometastases eram muito pequenas e com

Reestadiamento das 190 pacientes o aprofundamento do bloco para a obtencdo dos novos

(pNO) com carcinoma mamario cortes para a imunoistoquimica, os raros grupos de células

invasor apds pesquisa de epiteliais ndo foram mais detectados nas seccdes, gerando
micrometastases, segundo assim trés casos negativos a imunoistoquimica.

Tabela 3 EEBHGUERIL (2002)* Em 14 casos, foram encontradas micrometastases na

. . segunda revisdo de laminas originais coradas por hema-

PN Nimero de pacientes Yo toxilina e eosina. Esse achado mostra a importancia do

pNO 162 85,3 fator humano (observador), ressaltado também por Zhang

pNO(i+) 14 74 et al.®®, como um dos possiveis fatores responsaveis pela

pN1mi 12 6,3 ndo deteccdo de micrometastases/metastases ocultas.

pN1 2 1 Apesar de ter sensibilidade baixa (44% em nosso estudo), a

Total 190 100 segunda revisdo das laminas ndo traz custos adicionais para

*AJCC, 20020, o0 exame histopatoldgico de rotina, como os cortes seriados
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e a coloragdo imunoistoquimica, exceto o tempo e o custo
do trabalho de um segundo patologista. Zhang et al.® né@o
encontraram beneficios em cortes histologicos adicionais
para a deteccdo de micrometastases. Estes autores fizeram
cortes dos linfonodos axilares em varios niveis ja na anélise
histol6gica original, o que poderia ter aumentado a detec-
¢do de possiveis micrometéstases.

Neste estudo, a deteccdo de micrometastases foi maior
por imunoistoquimica (13,2%) do que por hematoxilina e
eosina (7,4%). Outros autores também mostraram maiores
indices de deteccdo por imunoistoquimica, variando de
13% a 25% % 18:20.22) Entretanto Zhang et al.® relataram
nao haver beneficios adicionais no método imunoistoquimi-
co na deteccdo de micrometastases nos casos submetidos
originalmente a cortes histoldgicos em diferentes niveis e
corados por hematoxilina e eosina. Naquele estudo, cada
linfonodo era seccionado macroscopicamente a cada 3
a 4mm. De cada fatia foram obtidos cortes histolégicos
em trés niveis, corados por hematoxilina e eosina. O uso
rotineiro deste método pelos autores®* 29 pode justificar o
maior encontro de micrometéstases.

Neste estudo, o padrdo de micrometastases mais
frequiente foi o de pequenos ninhos ou massas (64,3%).
Esse padrdo e o nimero de células das metastases suge-
rem tratar-se de verdadeiras micrometastases, nao sendo
apenas células transportadas pela circulacéo linfatica, mas
que proliferaram ativamente neste novo sitio. Carter et al.®
descreveram a ocorréncia de células epiteliais nos seios
subcapsulares e linfaticos da capsula de linfonodos axilares
de pacientes submetidas a procedimento prévio por agu-
lha na mama, especialmente bidpsia por agulha grossa
(core biopsy ou mamotomia). Os autores consideraram
este achado um processo passivo de drenagem linfatica
das células epiteliais deslocadas pela passagem da agulha
e o denominaram transporte benigno. Hermanek et al.1®
também ja haviam se referido ao encontro de células neo-
plasicas isoladas em liquidos de cavidade peritoneal e em
linfonodo-sentinela. Esses autores propuseram que se fizesse
distingdo entre as micrometastases verdadeiras e o encontro

de células neoplasicas isoladas. As metastases ocultas/micro-
metastases detectadas neste estudo ndo se enquadram no
padrao descrito como transporte benigno, mencionado por
Carter et al.®, por serem agrupamentos maiores, sem he-
mossiderina ou hemdcias ao redor, sendo consideradas por
nos verdadeiras metastases. O encontro de células isoladas,
seja por transporte benigno ou verdadeiras micrometastases,
tem importancia na discussao sobre a patogénese da dis-
seminacdo tumoral e da progresséo das metastases. Para a
célula neoplasica que se desloca gerar o desenvolvimento
de metéstase, ela deve ser capaz de infiltrar ativamente o
tecido a ser colonizado, induzir alteragdes do estroma para
sua implantacdo e levar a angiogénese * )

Neste trabalho, a deteccdo de micrometéstases pelos
dois métodos gerou reestadiamento de 28/190 pacientes
(14,7%), empregando-se o estadiamento dos linfonodos
do novo sistema TNM, do American Joint Committee
Against Cancer (AJCC). O novo sistema inclui categorias
que descrevem o encontro de células tumorais isoladas ou
de pequenos depdsitos celulares metastéticos inferiores a
0,2mm detectados através dos métodos imunoistoquimico
(i) e molecular (m) por reacdo em cadeia da polimerase com
transcricao reversa (RT-PCR). Essas categorias sao: pNO(i-)
e pNO(i+) com histologia convencional (hematoxilina e
eosina) negativa, sendo a pesquisa de células neoplasicas
respectivamente, negativa e positiva pela imunoistoquimica.
Foi incluida, também, a categoria pNO(mol-) e pNO(mol+),
sendo a pesquisa de células neoplasicas, respectivamente,
negativa e positiva por RT-PCR, mas com histologia con-
vencional negativa®. No entanto, na prética oncoldgica, o
encontro de células neoplasicas isoladas ou em pequenos
agrupamentos nos linfonodos pode ter implicacdes tera-
péuticas, como a quimioterapia adjuvante, cuja indicagdo
ainda é controversa.

Em resumo, os dados mostraram que o método da
imunoistoquimica foi superior (13,2%) ao método da
hematoxilina e eosina (7,4%) na deteccdo de metastases
ocultas/micrometastases, e que os dois métodos permitiram
reestadiamento de 28 pacientes (14,7%).
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