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RESUMO

Introducdo A mama é uma glandula sensivel a acdo de hormonas, deste modo, dependendo da fase de
vida da mulher, nomeadamente antes ou apds a menopausa, a prevaléncia de diferentes tipos de lesdes
€ variavel. O carcinoma da mama € 0 que apresenta maior prevaléncia (34,6%) em mulheres
portuguesas. A incidéncia do carcinoma da mama tem vindo a aumentar, sendo que afeta
maioritariamente as mulheres pds-menopausa (75%). No entanto, as mulheres mais jovens apresentam
tendencialmente pior progndstico. A idade, tipo e grau histolégico do carcinoma, metastase ganglionar e
subtipo molecular séo todos fatores importantes para selecdo terapéutica, follow-up e prognostico da

doente.

Objetivo Esta investigacéo pretendeu correlacionar cinco variaveis: idade, metastizagao ganglionar, tipo
e grau histologico e marcadores moleculares, em mulheres com nédulo mamario que foram submetidas

a biépsia maméria e puncao aspirativa de ganglio linfatico axilar.

Material e Métodos A amostra inclui 41 doentes, que realizaram biépsia de nédulo mamario e pungao
aspirativa de ganglio linfatico axilar. As amostras de tecido mamario foram coradas pela técnica de
Hematoxilina-Eosina, permitindo a avaliagao do tipo e grau histoldgico da lesdo. Foram ainda realizadas
técnicas imunohistoquimicas, para determinacdo de marcagdo dos recetores de estrogénio e/ou
progesterona, expressao de HER-2 e de Ki67. Na citologia de ganglio linfatico axilar, metade dos

esfregagos foram corados pela técnica May-Grinwald-Giemsa, e a outra metade pela técnica de
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Papanicolaou. Foi utilizado o Teste Exato de Fisher, com um nivel de confianca de 95%, para um erro
aleatdrio inferior 5%.

Resultados Identificou-se uma relagao significativa entre o grau histolégico do carcinoma e o subtipo
molecular (valor-p=0,047) e com a expressdo de Ki67 (valor-p=0,004). Todas as outras variaveis ndo

demonstraram relacao estatisticamente relevante.

Concluséo Assim, verificou-se que existe uma correlagdo entre o grau histolégico do tumor com a

expressdo do marcador Ki67 e com o subtipo molecular do carcinoma.

Palavras-chave: Mama, Carcinoma da mama, Metastase ganglionar
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INTRODUCAO

A glandula maméria é uma glandula
sudoripara modificada cuja funcgao principal é a
producao de leite, esta é organizada em 15 a 20
lobos, cada um subdividido em unidade ducto-
lobular terminal (UDLT) e em sistema de
ductos™. A unidade ducto-lobular terminal é
constituida pelos I6bulos e pelas porgoes
terminais de cada ducto, constituindo a unidade
secretora e funcional da mama?3. A maioria das
alteracdes fibroquisticas e dos carcinomas tém
origem na UDLT?.

Os lobos mamarios sdo suportados por
tecido conjuntivo denso, rico em colagénio com
maior ou menor componente de tecido adiposo,
extralobular's.  Os

designado  estroma

componentes epiteliais dos l6bulos sao

rodeados por tecido conjuntivo laxo, designado

estroma intralobular, que ¢é sensivel a
hormonas, e por isso, a glandula mamaria pode
apresentar diferentes aspetos considerados
normais, dependendo da fase da vida e idade
da mulhert24,

As lesGes da mama s&o bastante
frequentes na populagdo feminina, sendo o
carcinoma da mama O cancro que apresenta
maior prevaléncia a nivel mundial (30,1%) e em
mulheres portuguesas (34,6%)*57.

O cancro da mama afeta frequentemente
mulheres p6s-menopausa, sendo que 75% dos
casos em Portugal sdo diagnosticados em
mulheres com mais de 50 anos (=50 anos). No
entanto, apesar de ser menos comum em
mulheres mais jovens (15-49 anos), constitui a
neoplasia que mais se verifica nesta faixa etaria
(42,3%)"8. Esta ainda descrita uma associagdo
entre o carcinoma da mama em mulheres mais
jovens a carcinomas mais agressivos e com pior
prognostico. Isto deve-se ao facto de serem
neoplasias associadas a um maior grau

histolégico, subtipos moleculares menos

sensiveis a terapéutica, crescimento tumoral

acelerado e metastizacéo ganglionar

precoce®1°, Além do mencionado
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anteriormente, os programas de rastreio apenas
sdo realizados em mulheres com mais de 50
anos, podendo haver uma relacéo entre a idade
mais jovem e o diagnéstico tardio, feito em fases
mais avancadas da neoplasia. Por outro lado,
as mulheres mais jovens apresentam
parénguima mamario mais denso que pode
ocultar lesdes tanto no diagnéstico clinico como
imagiolégico®81t,

O carcinoma da mama esta associado a
fatores de risco ndo modificaveis como idade,
género, histoérico familiar e histérico menstrual.
Verifica-se que o0 numero de casos de
carcinoma da mama tem vindo a aumentar, com
provavel relagdo com o aumento da idade da
populacédo e aumento de diagndstico de lesdes,
no entanto, as alteracbes no estilo de vida
também desempenham um forte papel no
desenvolvimento desta patologia,
nomeadamente, dieta rica em gordura e pobre
em fibra, indice de massa corporal elevado,
maior exposi¢do a hormonas, primeira gravidez
tardia, histdrico de amamentacéo, tabagismo e
consumo de &lcool*6:12:13,

O diagnodstico de lesdes da mama é
realizado através do teste triplo, que inclui a
palpagdo da mama no exame clinico,
imagiologia e exame anatomopatoldgico, para
obter um diagnéstico preciso com valor
diagnostico, para selegéo terapéutica e follow-
up da doente. Se forem identificados nddulos na
palpacéo é realizado exame imagioldgico e de
acordo com o nivel de risco de patologia
tendo em

maligna, consideracdo  as

caracteristicas clinicas e imagioldgicas, €
determinada a necessidade de especificar o tipo
de lesdo em causa, por puncao aspirativa por
agulha fina (PAAF) da mama para avaliagdo
citolégica ou por bidépsia da mama para
avaliagao histoldégica em conjugacéo com PAAF
do ganglio linfatico axilar, em casos de atipia
ganglionar no exame imagioldgico. Quando os
trés exames do teste triplo sdo positivos o
diagndstico pode ser dado com uma confianga

aproximada de 1009%'214-17,
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O resultado citologico da PAAF do ganglio
axilar € um importante fator de prognéstico em
mulheres com carcinoma da mama, sendo que,
se a citologia dos ganglios linfaticos for negativa
pode ser indicador de auséncia de metastases
axilares ou a distancia, sugerindo um melhor
progndstico para a doente. Por outro lado, se a
citologia do ganglio for positiva, é indicativa de
pior progndstico, nestes casos é desnecessaria
a realizacdo de ganglio sentinela e deve
realizar-se a dissecagdo axilar completa®18-20,
Estao descritos diversos fatores preditores de
metastase ganglionar axilar, nomeadamente
idade
retroareolar e lateral, tipo histologico, grau

mais jovem, localizagdo tumoral
histolégico mais agressivo e expressdo de
marcadores moleculares como recetores de
estrogénio (RE), de progesterona (RP) e HER-
221—23.

O objetivo desta investigacdo ¢é
correlacionar cinco variaveis, nomeadamente,
idade, metastizagdo ganglionar, tipo e grau
histolégico e marcadores moleculares, em
mulheres com nddulo mamario que foram
submetidas a bidpsia mamaria e PAAF de

ganglio linfatico axilar.

MATERIAIS E METODOS

Amostra

As amostras foram selecionadas no
Centro de Diagnostico Anatomo-Patolégico de
Coimbra, onde foram processadas e analisadas
durante o periodo de sete meses (15 de outubro
de 2018 a 15 de maio de 2019).

A amostra incluia 41 doentes do sexo
feminino, com idades compreendidas entre os
29 e 81 anos, com uma mediana de diagnostico
de 45 anos e média de 50 anos, que foram
submetidas a bidpsia mamaria e PAAF de
ganglio linfatico axilar. Foi avaliada a presenca
ou auséncia de metastase ganglionar, o tipo
histoldgico, o grau histologico e os marcadores
moleculares de rotina do carcinoma da mama
(RE e/ou RP, HER-2 e Ki67).
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Bidpsia da mama

Quando é detetada uma lesédo
imagiologicamente suspeita de malignidade
realiza-se uma biopsia da mama ecoguiada. A
biépsia da mama é vantajosa em relacdo a
PAAF, pois permite distinguir carcinoma in situ
de invasivo, permite a avaliagdo histologica e
realizacdo de técnicas complementares de
imunohistoguimica e moleculares'*.

As amostras de tecido mamario depois de
processadas e incluidas em parafina foram
cortadas a 2 um, coradas no equipamento
Tissue Tek ® DRS TM 2000 pela técnica de
Hematoxilina-Eosina, permitindo a classificagcéo
do carcinoma da mama de acordo com o tipo
histolégico (Classificacdo da Organizagdo
Mundial de Salde)® e o grau histoldgico
(Sistema de Elston e Ellis) (Anexo I).

Foi avaliada a expresséo de RE, RP, HER-
2 e Ki67, pois estes tém valor preditivo para a
selegdo de terapéutica e prognosticol®?4. Para
fins de orientacdo terapéutica, o carcinoma da
mama ¢é dividido em subtipos baseados nos
marcadores moleculares (Anexo Il). Para
realizagdo das técnicas de imunohistoquimica
foram realizados cortes de tecido mamario a 3
um. Foram utilizados tecidos de controlo, para
os recetores de estrogénio e progesterona foi
usado tecido mamario, para o HER-2 foi usado
tecido de carcinoma mamario com expressao
HER-2 1+ e HER-2 3+, e para o Ki67 foi usada
amigdala. Os cortes foram depois secos a 60°C
durante 60 minutos. Usou-se o0 equipamento
Bench Mark GX Ventana e o sistema de

detecao UltraView Universal DAB Detection Kit

(Referéncia Ventana: 760-500) para a
marcacdo imunohistoquimica dos cortes
(Anexo IlI).

Citologia do ganglio linfatico axilar
Para além da biépsia da mama, quando é

detetada uma lesdo imagiologicamente

suspeita de malignidade, realiza-se ecografia
lesédo

da axila homolateral da mama com

suspeita?®?526, Se a ecografia demonstrar
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ganglios com aspetos suspeitos como

espessamento cortical superior a 3 mm,
assimétrico ou excéntrico e auséncia de hilo
adiposo, deve ser realizada PAAF do ganglio
linfatico axilar, para confirmar ou excluir
metastase ganglionar'®.

Metade dos esfregagos foram secos ao ar
e corados no equipamento Tissue Tek ® DRS
TM 2000 pela técnica May-Griinwald-Giemsa.
Os restantes esfregagos foram fixados com
alcool a 95% e corados no equipamento Tissue
Tek ® DRS TM 2000 pela técnica de

Papanicolaou?’.

Analise estatistica

A abordagem estatistica foi feita utilizando
o software IBM SPSS Statistics 25. Sendo
realizado um estudo observacional, descritivo e
transversal. O nivel de conhecimento do estudo
é nivel Il (descritivo-correlacional). Para a
correlacdo das variaveis, usou-se o Teste Exato
de Fisher. Foi utilizado um nivel de confianca de
95%, para um erro aleatério inferior ou igual a

5%.

RESULTADOS

A amostra estatistica incluia 41 casos de
mulheres submetidas a bidpsia de ndodulo
mamario e PAAF de géanglio linfatico axilar.

ldade

Eram conhecidas as idades da maioria das
mulheres com exce¢do de 4. As idades de
diagndstico variaram entre 29 anos e 81 anos,
com uma mediana de diagnéstico de 45 anos e
média de 50 anos. Das mulheres em que era
conhecida a idade (n=37), 18 tinham 50 ou mais

anos e 19 tinham menos de 50 anos.

Diagndstico histolégico

Foi diagnosticado carcinoma da mama em
35 mulheres (85,4%). O carcinoma Not
Otherwise Specified (NOS) foi o diagnostico
mais comum nas mulheres avaliadas, com um
de 28 casos (68,3%),

total seguido do
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carcinoma lobular, com 3 casos (7,3%), foram
ainda diagnosticados 2 carcinomas com
diferenciacdo apodcrina (4,9%), 1 carcinoma
mucinoso (2,4 %) e 1 carcinoma misto (2,4%).
As restantes mulheres (n=6) apresentaram
lesBes benignas, duas destas diagnosticadas
com fibroadenoma (4,9%), duas com processo
inflamatorio (4,9%), uma com adenose (2,4%) e

uma com processo fibroso (2,4%).

Citologia do ganglio linfatico axilar

Das mulheres que foram submetidas a
puncdo aspirativa do géanglio axilar e
diagnosticadas com carcinoma (n=35), 26
(74,3%) apresentavam metastase ganglionar de
carcinoma e 9 (25,7%) apresentavam citologia

negativa para doenga metastética.

Grau Histoldgico

Foi avaliado o grau histolégico dos
carcinomas de todas as mulheres que
apresentavam carcinoma da mama (n=35).
Deste grupo 4 mulheres (11,4%) apresentavam
grau histoldgico I, 19 grau histoldgico Il (54,3%)

e 12 grau histoldgico Il (34,3%).

Marcadores moleculares

Foi avaliada a expressdo de marcadores
moleculares por imunochistoquimica em 33
(27,3%)
diagnosticadas com o subtipo molecular luminal
A, 15 (45,5%) com o subtipo luminal B, dentro

mulheres. Destas, 9 foram

deste grupo 7 (46,7%) apresentavam o subtipo
luminal B/HER-2- e 8 (53,3%) o subtipo luminal
B/HER-2 +, com o subtipo molecular rico em
HER-2 foram diagnosticados 2 casos (6,1%) e
com o subtipo triplo negativo 7 casos (21,2%)
(Anexo V).

Correlacionando as variaveis idade e
diagndstico histoldgico, verificou-se que a
mediana e a média de idades das mulheres que
apresentavam carcinoma da mama e de que
eram conhecidas as idades (n=31) era de 53
anos. Verificou-se ainda que 45,2% das
mulheres com carcinoma tinham até 45 anos

(Anexo V).
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No grupo etario com idade superior ou
igual a 50 anos foi realizado o diagndstico
histolégico de fibroadenoma numa mulher
(5,6%), e nas restantes (n=17) foi feito o
diagnostico de carcinoma invasor NOS em 13
casos (72,2%), de carcinoma lobular invasor em
3 casos (16,7%) e de carcinoma misto lobular e
ductal num caso (5,6%). Na classe de mulheres
com idade inferior a 50 anos (n= 19), as idades
de diagndstico variaram entre 29 e 45 anos. Foi
feito o diagnéstico de um fibroadenoma, o
diagnostico de um processo fibroso (5,3%), de
uma adenose (5,3%) e o diagnostico de
processo inflamatério em duas mulheres
(10,5%). Nas restantes mulheres deste grupo
(n=14), diagnosticaram-se 11 casos (57,9%) de
carcinoma invasor NOS, 2 casos (10,5%) de
carcinoma com diferenciagdo apdcrina e 1
(5,3%) carcinoma mucinoso (Tabela 1).

Correlacionando as variaveis idade e grau
histolégico verificou-se que no grupo de
mulheres diagnosticadas com carcinoma com
idade superior ou igual a 50 anos (n=17), 4
(23,5%) apresentavam carcinoma de grau
histologico 1, 9 (52,9%) de grau histolégico Il e 4
(23,5%) grau histoldgico lll. Nos 14 casos de
mulheres mais jovens com carcinoma, em 8
(57,1%) foi feito o diagndstico de carcinoma
invasor de grau histoldgico Il e 6 (42,9%) com
grau lll. Ndo se identificaram carcinomas de
grau histoldgico | neste grupo etario (Tabela 1).

Quanto a relagéo entre as variaveis idade
e subtipo molecular de carcinoma, na classe
etaria =250 anos, verificou-se que 4 doentes
(26,7%) apresentavam carcinoma de subtipo
luminal A, 7 (46,7%) apresentavam carcinoma
do subtipo luminal B, uma doente (6,7%)
apresentava o subtipo HER-2 e 3 doentes
(20,0%) o subtipo triplo negativo. Na classe [15-
49] anos, 4 doentes (28,6%) apresentavam
carcinoma de subtipo luminal A, 5 (35,7%)
apresentavam carcinoma do subtipo luminal B,
uma doente (7,1%) apresentava o subtipo HER-
2 e 4 doentes (28,6%) o subtipo triplo negativo
(Tabela 1).

Correlacionando as variaveis idade e
citologia do ganglio, dentro da classe etaria = 50
anos com carcinoma, 11 mulheres (64,7%)
apresentaram citologia do ganglio positiva e 6
(35,3%) apresentaram citologia negativa. No
grupo de mulheres com idades variando entre
[15-49] anos com carcinoma, 12 mulheres
(85,7%) apresentaram citologia do ganglio
positiva para metastase de carcinoma e 2
(14,3%)

(Tabela 1).

apresentaram citologia negativa

Tabela 1. Carateristicas tumorais de acordo com a classe
etéria dos pacientes
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Carateristicas 15-49 >50 p
Diagnéstico
Histologico

C.NOS 11(57,9%)  13(72,2%)

C.Lobular 0 3(16,7%)

C.Apécerino 21((150’35;/;) 8

.Mucin 1970

g Micio 0 0 1(5,6%) 0,111

Fibr'oadenoma 1(5,3%) 1(5,6%)
2(10,5%) 0

Processo

Inflamatério 1(5,3%) 0

Processo

Fibroso 1(5,3%) 0

Adenose
Grau Histolégico

| 0 4(23,5%)

I 8(57,1%) 9(52,9%) 0,145

! 6(42,9%) 4(23,5%)
Subtipo
Molecular

Luminal A 4(28,6%) 4(26.7%)

Luminal B 5(35,7%) 7(46,7%) 0,942

Her-2+ 1(7,1%) 1(6,7%)

Triplo Negativo 4(28,6%) 3(20,0%)
Citologia Ganglio

Positiva

Negativa 12(85,7%) 11(64,7%) 0,240

2(14,3%) 6(35,3%)
N&o se identificaram diferencas

estatisticamente significativas entre a idade da
mulher e o tipo e grau histolégico do carcinoma,
subtipo molecular, nem quanto a probabilidade
de metastizagdo ganglionar tendo em
consideracdo estes dois grupos etéarios (valor-
p=0,05) (Tabela 1).
Correlacionando as variaveis grau
histolégico e citologia do ganglio, verificamos

que no conjunto de mulheres que apresentam
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metastiza¢do ganglionar, uma mulher (3,8%) foi
diagnosticada na biopsia mamaria com
carcinoma de grau histolégico I, 16 (61,5%) com
grau histolégico Il e 9 (34,6%) com grau
histolégico 1ll. Quanto as mulheres que
apresentam citologia de pungéo aspirativa de
ganglio linfatico axilar negativa, 3 mulheres
(33,3%) apresentam carcinoma da mama de
grau histolégico I, 3 (33,3%) de grau histologico
Il e 3 (33,3%) de grau histoldgico Il (Tabela 2).
Ao correlacionar as varidveis grau
histolégico e subtipo molecular verifica-se que 4
mulheres foram diagnosticadas com carcinoma
de grau histoldgico |, destas todas elas
apresentaram um subtipo molecular luminal, 2
(66,7%) com subtipo luminal A, e 1 (33,3%) com
subtipo luminal B. Foi avaliada a expressao de
Ki67 neste grupo, 2 mulheres (66,7%)
revelaram baixa expresséo de Ki67 e 1 (33,3%)
elevada expressao para o marcador. No grupo
de mulheres com carcinoma de grau histologico
Il (n=19), 7 (38,9%) mulheres apresentaram
carcinoma luminal A, 8 (44,4%) carcinoma
luminal B, 1 (5,6%) carcinoma rico em HER-2 e
2 (11,1%) carcinoma triplo negativo. A
expressdo de Ki67, foi avaliada em 16 destas
mulheres, 7 (43,8%) apresentaram baixa
expressao, e 9 (56,3%) apresentaram elevada
expressdo. Nas doentes com carcinoma de
grau histoldgico Il (n=12), nenhuma apresenta
0 subtipo molecular Iluminal A, metade
apresentaram o subtipo luminal B, 1 (8,3%) o
subtipo rico em HER-2 e 5 (41,7%) o subtipo
triplo negativo. Todos os casos de carcinoma de
grau histolégico Ill  apresentaram uma
expressao elevada de Ki67 (Tabela 2).
Verificou-se uma relacdo estatisticamente
significativa entre o grau histolégico e o subtipo
molecular (valor-p=0,047) e entre 0 grau
histolégico e a expressdo de Ki67 (valor-
p=0,004). N&o se identificaram diferengas
estatisticamente significativas entre o grau

histologico e as restantes variaveis (Tabela 2).
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Tabela 2. Carateristicas tumorais de acordo com o grau
histolégico da lesédo

Carateristicas Grau | Grau Il Grau Il p
Citologia
Ganglio
Positiva 1(3,8%) 16(61,5%) 9(34,6%) 0,064
Negativa 3(33,3%) 3(33,3%)  3(33,3%)
Subtipo
Molecular
Luminal A 2(66,7%)  7(38,8%) 0
Luminal B 1(333%)  8(44,4%)  6(50%)
Her-2+ 0 1(5,6%)  1(8,3%) 0,047
Triplo 0 2(1,1%)  5(41,7%)
Negativo

Expresséo de

Ki67

Baixa 2(66,7%)  7(43,8%) 0 0,004
Elevada 1(33,3%) 9(56,3%)  12(100%)

Do grupo de mulheres que foram
diagnosticadas com carcinoma NOS, foi
avaliada a expressdo de marcadores
moleculares em 27. Destas, 9 (33,3%)
apresentavam o subtipo luminal A, 11 (40,7%) o
subtipo luminal B, 1 (3,7%) o subtipo rico em
HER-2 e 6 (22,2%) o subtipo triplo negativo. No
grupo de doentes com diagndstico histolégico
de carcinoma lobular, foram avaliados
marcadores moleculares em 3 casos, dos casos
em que foi possivel determinar o subtipo
molecular, a totalidade (n=2) correspondeu ao
subtipo luminal B (Tabela 3).

Quanto a correlacdo entre a citologia do
ganglio e o subtipo molecular, observou-se que
nas mulheres com citologia de génglio positiva
para metastase, 5 (20%) apresentam carcinoma
da mama do subtipo molecular luminal A, 13
(52,0%) o subtipo molecular luminal B, 2 (8,0%)
0 subtipo HER-2 e 5 (20%) o subtipo triplo
negativo. Nas mulheres com géanglio negativo
para metastase, 4 (50,0%) apresentam
carcinoma da mama do subtipo molecular
luminal A, 2 (25,0%) o subtipo molecular luminal
B, 0 o subtipo HER-2 e 2 (25,0%) o subtipo triplo
negativo (Tabela 3).

N&o se identificaram diferencas

estatisticamente significativas entre o subtipo

17



Citotech Online - Case Review

molecular e a metastase ganglionar ou o tipo

histoldgico do carcinoma (valor-p=0,05).

Tabela 3. Subtipo molecular em fungdo do tipo histolégico do

carcinoma

Tipo Luminal LuminalB HER-2+ Triplo p

Histo- A Neg.

légico

NOS 9(33,3%) 11(40,7%)  1(3,7%)  6(22,2%)

Lobular 0 2(100%) 0 0.341

Apbcrino 0 0 1(50,0%) 1(50,0%) '

Mucinoso 0 1(100%) 0 0

Misto 0 1(100%) 0 0

Citologia

Ganglio

Positiva 5(20%) 13(52,0%) 2(8,0%) 5(20%) 0,319

Negativa 4(50,0%)  2(25,0%) 0 2(25,0%)
DISCUSSAO

De acordo com os dados da GLOBOCAN,
em Portugal, o nimero total de novos casos de
doencas oncolégicas em 2018 foi de 58.1997. O
cancro da mama € o que apresenta maior
prevaléncia e incidéncia no sexo feminino
perfazendo um total 34,6% dos casos num
periodo de 5 anos e 27,1% dos casos
diagnosticados em 2018. A taxa de incidéncia
tem aumentado ao longo dos anos, em provavel
relacdo com o envelhecimento da populagdo e
alteracées no estilo de vida?s.

O carcinoma da mama estd associado a
um aumento da incidéncia com a idade, por
75%

em mulheres

séo
idade
superior a 50 anos’824, Apesar de ser uma

conseguinte, dos casos

diagnosticados com
situacdo menos frequente em mulheres mais
jovens, o carcinoma da mama estd a aumentar
e constitui a neoplasia mais comum nesta
classe etaria®. A amostra estudada apresentou
uma distribuicdo diferente da populagdo
portuguesa, sendo que, aproximadamente
metade (45,2%) apresentou carcinoma da
mama com idade inferior ou igual a 45 anos, e
as restantes com idade superior a 50 anos. Esta
discrepancia, entre os resultados obtidos e a
distribuicdo descrita na literatura, pode dever-se

ao facto de ter sido usada uma amostra
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reduzida e de mulheres que ja apresentava

nédulo mamério, aumentando assim a
probabilidade das mulheres apresentarem
carcinoma da mama.

Verificou-se que a maioria das patologias
benignas da mama, com excecédo de um caso,
foram diagnosticadas na classe etaria mais
jovem, indo de encontro ao descrito na
literatura, as mulheres mais jovens tém maior
incidéncia de patologias benignas da mama
comparativamente as mulheres com idade
superior a 50 anos!3?* (Anexo VI).

Em ambas as classes etérias estudadas, o
carcinoma NOS é o mais prevalente, a
semelhanca dos dados da Organiza¢do Mundial
de Salde®. Todos os casos de carcinoma
lobular invasor foram diagnosticados em
de 50

correspondendo a idade média descrita na

mulheres  com mais anos,
literatura (57-65 anos) de doentes com
carcinoma lobular,

Varios autores descreveram
anteriormente uma relacdo entre carcinoma da
mama em mulheres mais jovens e maior
agressividade do mesmo, quando comparado a
mulheres com mais idade®103132, No presente
estudo, apesar de ndo terem sido obtidos
resultados estatisticamente significativos (valor-
p=0,145) na correlagdo da idade com o grau
histolégico, verificou-se que existe uma
tendéncia para as mulheres mais jovens
apresentarem grau histoldgico mais agressivo,
visto todos 0s casos estudados neste grupo
apresentarem grau histolégico 1l ou Ill. Em
ambas as classes etarias o grau histolégico
mais frequente foi o grau Il (n=19). Para além
disso, o carcinoma em mulheres mais jovens
associa-se a subtipos moleculares mais
agressivos, como o subtipo rico em HER-2 e
triplo negativo®. Neste estudo verificou-se que o
subtipo mais comum na classe etaria mais
jovem é o luminal B (35,7%), seguido, em igual
frequéncia, pelo luminal A e triplo negativo
(28,6%).

constituam a maioria deste grupo, verificou-se

Ainda que os subtipos luminais
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uma elevada incidéncia de carcinoma triplo
negativo, este associado a pior prognostico.

Em mulheres de grupo etario mais alto
esta descrita uma relagéo entre o aumento da
idade e o aumento da incidéncia dos subtipos
luminal A e B, e diminuigcao do subtipo rico em
HER-2 e triplo negativo®. Este estudo vai de
encontro a esses dados, apesar de ndo haver
uma variagdo estatisticamente significativa,
verificou-se maior incidéncia dos subtipos
luminal A e B, e menor do subtipo rico em HER-
2 e triplo negativo, em relacdo as mulheres mais
jovens.

O resultado citolégico da PAAF do ganglio
linfatico axilar é um importante fator de
prognéstico em mulheres com carcinoma da
mama e a metastizagdo ganglionar mais
precoce e mais frequente associa-se a
mulheres com idade mais jovens®3!, Na
amostra estudada ndo foi estabelecida relagédo
entre a presenga ou auséncia de metastizagao
e a idade, mas verificou-se que nas mulheres
mais jovens com carcinoma 85,7% dos casos
apresentaram metastizacdo ganglionar,
enquanto nas mulheres com mais idade a

percentagem é de 64,7%.

Foram identificadas metastases
ganglionares em 74,2% dos casos de
carcinoma da mama. Aitken e Osman

demostraram que o0s subtipos lobulares e
mistos de carcinoma estdo associados a
maiores taxas de metastizacdo ganglionar?,
outros autores descrevem ndo haver relagcdo
significativa entre as  variaveis?34, A
semelhanca dos ultimos, neste estudo n&o foi
encontrada relagao entre as variaveis.

A metéastase ganglionar de carcinoma da
mama esta associada a fatores preditivos como
0 grau histologico da lesdo???2 e o subtipo
molecular?®, Observou-se uma relagdo entre
maior grau histolégico e a presenca de
metastase ganglionar, ainda que ndo seja
estatisticamente significativa (valor-p=0,064),
verificou-se que a maioria dos casos de citologia

de ganglio positiva para metastase ganglionar
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(96,1%) apresentavam um tumor primario com
grau histolégico 1l ou lll, indicando que maior
grau histolégico esta correlacionado com maior
probabilidade de metastizagdo ganglionar?22,
Em relacéo ao subtipo molecular, o seu impacto
como fator preditivo de metastizagdo ganglionar
é mais controverso, He et al., demonstraram
gque os subtipos luminal apresentavam maior
risco de metastizacdo quando comparados com
0 subtipo triplo negativo®. Neste estudo, a
semelhanca de outros?!, ndo foi encontrada
relagdo significativa entre o subtipo molecular e
a taxa de metastizacdo, ainda que se tenha
observado que doentes com carcinoma de
subtipo luminal B apresentavam mais
frequentemente metastases ganglionares.
Constatou-se que existe uma relagdo
entre o grau histologico do tumor e a expressdo
de Ki67, marcador de proliferagdo tumoral
(valor-p=0,004). A expressao da proteina Ki67
permite a avaliagdo do indice de proliferagéo
tumoral, sendo que expresséo inferior a 20%
indica baixo indice de proliferagdo e expressao
a 20%

proliferativo'®35, Zhen et al. mostraram que o

superior indica elevado indice
marcador molecular Ki67 se correlacionava
positivamente com o grau histolégico, estes
concluiram ainda que os subtipos moleculares
que apresentavam positividade para RE e/ou
RP, relacionavam-se inversamente com o grau
histolégico®®. Com os dados obtidos neste
estudo verificamos que existe uma relacdo
entre o grau histoldgico e o subtipo molecular do
tumor (valor-p=0,047). Observa-se a relagdo
inversa descrita pelos autores anteriormente
referidos, a totalidade dos carcinomas com grau
histolégico | sdo do subtipo luminal, que
apresentam um melhor prognéstico. Quanto
aos carcinomas de grau histoldgico I,
apresentam distribuicdo por todos os subtipos
moleculares, mas a maioria (83,2%) sao
luminais. Em relagdo aos carcinomas de grau
histolégico Ill, nenhum apresenta o subtipo
molecular luminal A, metade apresentaram o

subtipo luminal B, seguido de uma grande
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percentagem (41,7%) do subtipo triplo negativo
e do subtipo rico em HER-2 (8,3%), os subtipos
moleculares apresentados nos carcinomas de
grau histologico lll, sdo todos menos sensiveis
as terapéuticas direcionadas comparativamente
ao subtipo luminal A, estando por isso,
associados a um pior prognostico.

Segundo a Organizacdo Mundial de
Salde, aproximadamente 70 a 80% dos
carcinomas NOS evidenciam positividade para
recetores hormonais e cerca de 15% para HER-
229, estes dados véo de encontro aos resultados
obtidos, 74,1% das mulheres diagnosticadas
com carcinoma NOS mostravam expressao
para RE e/ou RP e 25,9% para HER-2.

O carcinoma lobular geralmente apresenta
um progndéstico mais favoravel, associado a
baixo grau histolégico, positividade para
recetores hormonais e baixo indice
proliferativo®®. Neste caso, verificou-se que a
totalidade das doentes diagnosticadas com
carcinoma lobular expressavam RE e/ou RP e
uma expressdo de HER-2. Contrariamente ao
descrito na literatura, das duas mulheres em
gue foi determinada a expressdo de Ki67,
ambas evidenciaram elevado indice de
proliferacdo, contudo o ndmero de casos
estudados com este tipo de carcinoma foi
reduzido para poder relacionar as variaveis.

Quanto aos carcinomas de subtipo
apocrino, as doentes avaliadas apresentavam
auséncia de expressao de recetores hormonais
e uma delas apresentava expressdo de HER-2,
estas informacdes s&@o concordantes com o
descrito, sendo que os carcinomas apécrinos
apresentam geralmente positividade para HER-
2 e auséncia de recetores hormonais®.

Na literatura, o subtipo luminal A é descrito
como o0 mais comum, seguido do subtipo
luminal B, do triplo negativo, e do subtipo rico
em HER-2%-41, Na amostra estudada verificou-
se que o subtipo luminal B (45,5%) e o triplo
negativo (21,2%) aparecem com elevada
frequéncia comparativamente a literatura. O

subtipo luminal A é o segundo mais frequente

(27,3%) e o subtipo rico em HER-2 o menos
frequente (6,1%).

CONCLUSAO

A patologia da mama tem um forte impacto
na populacdo feminina, em especial o
carcinoma da mama, pois € o carcinoma mais
comum nas mulheres portuguesas e
mundialmente, e é evidente um aumento do
mesmo em mulheres mais jovens.

Com este estudo, foi possivel averiguar
gue existe uma relacdo entre o grau histoldgico
do carcinoma da mama e a expressdo da
proteina Ki67, e entre o grau histologico e o
subtipo molecular do carcinoma, indicando que
carcihnomas da mama com maior grau
histologico apresentam maior indice
proliferativo e menor sensibilidade a terapéutica
direcionada.

Apesar de ndo ser estatisticamente
significativa, observou-se uma tendéncia para
os carcinomas de maior grau histolégico,
associados a maior expressdao de Ki67,
apresentarem maior risco de metastizagdo
ganglionar. A elevada expressdo do marcador
Ki67 é carateristico do carcinoma de subtipo
luminal B, sendo este o subtipo molecular que
apresentava com mais frequéncia metastizagdo
ganglionar e o mais frequente em mulheres
mais jovens, embora sem significAncia
estatistica.

E importante referir que este estudo
apresenta algumas limita¢gdes como o reduzido
tamanho da amostra (n=41). Para replicagdo do
estudo no futuro, deve-se aumentar a amostra

estatistica.
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Anexo |. Sistema de Elston e Ellis para avaliagédo do grau histolégico

Carateristica Histoldgicas Pontuacédo

Formacdo Glandular

Maioria do tumor (>75%) 1
Grau moderado (10-75%) 2
Pouco ou nada (<10%) 3

Grau de Pleomorfismo Nuclear

Células pequenas e uniformes 1
Aumento moderado do tamanho e variabilidade 2
Evidente pleomorfismo 3
indice Mit6tico

Variavel consoante o campo microscépico 1-3
Grau Histolégico Final

Grau | 3-5
Grau I 6ou7
Grau lll 8o0u9

Nota: Adaptado de Colditz G, Chia KS. Invasive breast carcinoma: Introduction and general features.
Em: World Health Organization Classification of Tumours. 42 Edigdo. 2012.
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Anexo Il. Subtipo molecular de carcinoma da mama de acordo com a sua expressao de

marcadores moleculares9.24

Subtipo Molecular

Marcadores Moleculares

Luminal A
Luminal B
Rico em HER-2
Triplo Negativo

RE
+/-
+/-

RP
+/-
+/-

RE e/ou RP
+
+

HER-2

+/-

Ki67

+/-
+/-
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Anexo lll. Protocolo da técnica de imunohistoquimica

RE

RP

HER-2

Ki-67

Desparafinacéo

EZ Prep 10x (Ventana ref: 950-102)

Lavagem entre etapas

Reaction Buffer 10x (Ventana ref: 950-300)

Lamela liquida

LCS (Ventana ref: 650-010)

Recuperagéo CC1 Standard CC1 Standard CC1 Curto CC1 Standard
antigénica - - - -
60min - 95°C 60min - 95°C 30min - 95°C 60min - 95°C
(Ventana ref: 950- (Ventana ref: 950- (Ventana ref: 950- (Ventana ref: 950-
124) 124) 124) 124)
Incubacéo do Estrogen Receptor Progesterone HER2/neu (4B5) Ki-67 (30-9) Rabbit

anticorpo (ER) (SP1) Rabbit Receptor (PR) Rabbit Monoclonal  Monoclonal Primary
Monoclonal Primary (1E2) Rabbit Primary Antibody, Antibody, CONFIRM.
Antibody, Monoclonal VENTANA. (Ventana Ref: 790-
CONFIRM. (Ventana Primary (Ventana Ref: 790- 4286)
Ref: 790-4324) Antibody, 4493) -
- CONFIRM. -
26min — 37°C (Ventana Ref: 790- 28min — 37°C 20min — 37°C
2223)
28min — 37°C
Contraste Hematoxilina (Ventana ref: 790-2208)

8min

P6s-Contraste

Bluing (Ventana ref: 760-2037)

4min

Lavagem de laminas em agua com detergente

Desidratacgdo, diafanizagédo e montagem
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Anexo IV. Frequéncia de subtipos moleculares de carcinoma da mama

15
45,5%
15
9

s 27.3%
o
l% 7
2 21,2%
L
[

5

2
6,1%
0 .
Luminal A Luminal B HER-2 + Triplo Negativo

Subtipo Molecular
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Anexo V. Frequéncia de idades de mulheres com carcinoma da mama

Idade
S— S— — N Vélido 31
Idade Frequéncia Frequéncia Frequéncia N Omisso 10
Absoluta Relativa Relativa Média 52.81
Acumulada Mediana 53,00
29 1 3,2 3,2 Percentis
31 1 3,2 6,5 25 38,00
33 1 3,2 9,7 50 53,00
35 1 3,2 12,9 75 67,00
36 1 3,2 16,1
38 3 9,7 25,8
39 1 3,2 29,0
40 1 3,2 32,3
41 1 3,2 35,5
42 1 3,2 38,7
45 2 6,5 45,2
50 1 3,2 48,4
53 1 3,2 51,6
54 2 6,5 58,1
56 1 3,2 61,3
58 1 3,2 64,5
61 1 3,2 67,7
63 1 3,2 71,0
65 1 3,2 74,2
67 1 3,2 77,4
70 1 3,2 80,6
72 1 3,2 83,9
73 2 6,5 90,3
78 1 3,2 93,5
79 1 3,2 96,8
81 1 3,2 100,0

Total 31 100,0
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Anexo VI. Distribuicdo de lesdes benignas e malignas da mama em funcéo da idade

90 -
% 5 Cancer
Total
70 -

Localized benign
604 Fibroadenoma

50
40
30
20
104

T T 1
31-40 41-50 51-60 >60

Age (years)

<20 21-30

Nota: Adaptado de Colditz G, Chia KS. Invasive breast carcinoma: Introduction and
general features. Em: World Health Organization Classification of Tumours. 42 Edigdo.
2012.



