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Detection of bone marrow micrometastases in patients with primary
breast cancer: correlations with pTNM stage, age and histological grade

I Resumo

A disseminacdo oculta de células tumorais € uma das maiores causas de recaida apds o U ot
tratamento local, e a detecgdo de células epiteliais (micrometastases) na medula dssea de niermos
pacientes com cancer de mama pode ter implicagdes no progndstico. O objetivo deste trabalho
foi detectar micrometastases na medula dssea utilizando técnica de biologia molecular, a cancer de mama

imunocitoquimica (ICC), e correlaciona-la com as caracteristicas clinicas e patoldgicas apre-
sentadas pelas pacientes selecionadas. O aspirado de medula dssea foi obtido de 37 pacientes
portadoras de cancer de mama nos estadios clinicos I, II e IIIA, com indicagdo de tratamento
cirlrgico. A puncdo da medula dssea foi realizada na crista iliaca antero-superior, imediata-
mente antes do procedimento cirurgico, e estocada em tubos tratados com heparina. Para
analise da imunocitoquimica, utilizamos anticorpo monoclonal pancitoqueratina. Nossos resul-
tados mostraram especificidade e sensibilidade para a técnica de ICC. Os casos positivos para
micrometastases incluem 26,3% dos pacientes sem e 72,2% dos pacientes com linfonodos
positivos. Concluimos que a presenca de micrometastases na medula dssea foi estatisticamen-
te significativa quanto ao grau histoldgico do tumor e quanto ao numero de linfonodos axilares
comprometidos. Nas pacientes com axilas livres, consideradas de baixo risco, a presenga de
micrometastases na medula 6ssea permite identificar um subgrupo de pacientes de risco.

l Abstract

As the early occult dissemination of tumor cells is one of the major causes of relapse after

local treatment, the detection of epithelial cells (micrometastases) in the bone marrow of l KC‘)’ wor dS
breast cancer patients may have prognostic implications. The aim of this study was to detect
micrometastases in bone marrow, using a molecular biological method, immunocytochemestry,
and correlate them with prognosis and other clinical and pathological features on the selected
patients. Bone marrow aspiration was obtained from 37 patients at stages 1, II or IIIA, already
with indication of surgery treatment. Bone marrow punch was performed in anterior iliac crest, .
immediately before the breast cancer operation, and stored in heparin-treated tubes. For the Micrometastases
immunocytochemical analysis we used monoclonal antibody pancytokeratin. Our results show

sensitivity and specificity for immunocythemical techniques. The presence of micrometastases

positive cases included 23.6% of the patients without and 72.2% of those with lymph node

metastases. We concluded that the presence of micrometastases in bone marrow had a

statistically significant correlation with the histologic grade of the tumor and with the number

of lymph node metastases. The presence of micrometastases in bone marrow identifies patients

with node negative disease who are at a risk for recurrence.
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I Introducao

A disseminagdo oculta de células tumorais é uma
das maiores causas de recaida apds o tratamento local, e
a detecgdo de células epiteliais (micrometastases) na
medula dssea de pacientes com cancer de mama pode
ter importantes implicagdes no prognéstico ),

A identificagdo das micrometdstases na medula dssea
por técnicas histoldgicas convencionais € baixa. No entanto
podem ser identificadas por métodos de maior sensibilida-
de, como a técnica de biologia molecular, a imunocitoquimica
(ICC)®). As micrometastases representam o tumor
metastatico com dimensdes de + 2mm de didmetro. As
células carcinomatosas que migram para a medula dssea
tornam-se temporariamente quiescentes, o que vem a ser
comprovado pela baixa taxa de proliferacao. Neste esta-
gio as micrometéstases normalmente ndo sdo atingidas nem
afetadas pela quimioterapia®. Acredita-se que mais tarde
elas possam tornar-se proliferativas, estimular a
angiogénese e iniciar o processo de formagdo do tumor
metastético. As micrometastases na medula 6ssea apre-
sentam caracteristicas de tecido epitelial e podem, assim,
ser distinguidas de células hematopoiéticas de origem
mesenquimal®. Na falta de marcador especifico de células
de carcinoma de mama tém sido utilizados marcadores de
células epiteliais normais, como as citoqueratinas (CK), que
sdo proteinas que formam o citoesqueleto de células
epiteliais” ®. Recentemente, estudos clinicos tém demons-
trado que a presenca de células epiteliais neoplasicas
(micrometastases) na medula dssea esta associada a dimi-
nuicao da sobrevida de pacientes com cancer de mama®.
Enquanto o envolvimento de linfonodos axilares historica-
mente tem sido o maior indicador para o estadiamento do
cancer de mama, recentes estudos tém mostrado que a
presenca de micrometdastases na medula 6ssea, associada
ou ndo com metdstases nos linfonodos axilares, pode ser
indicador para disseminagdo a distancia.

l Método

Foram estudadas 37 pacientes atendidas nos Hospi-
tais Universitarios Clementino Fraga Filho e Moncorvo Fi-
lho, ambos da Universidade Federal do Rio de Janeiro. As
pacientes eram portadoras de carcinoma de mama palpa-
vel, estadios clinicos I, II e IIIA, sem nenhum tratamento
prévio de quimioterapia e/ou radioterapia, e foram opera-
das no periodo compreendido entre janeiro de 1999 e agos-
to de 2000. Todas as pacientes apresentavam-se sauda-
veis, sem sinais clinicos de progressdo da doenga no tem-
po de inclusdo do estudo. O protocolo de pesquisa foi sub-
metido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho/Faculdade
de Medicina/UFRJ. Apos o consentimento informado, por
escrito, foram selecionadas pacientes para estudo de
micrometdstases no aspirado de medula dssea. Todas as
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37 pacientes foram submetidas a tratamento cirtrgico
(mastectomia a Patey e/ou segmentectomia com
linfadenectomia axilar), e a pega cirlrgica foi examinada
para tumores e linfonodos. A puncdo da medula dssea foi
realizada em centro cirlrgico, com as pacientes
anestesiadas imediatamente antes. Apds a assepsia e a
anti-sepsia da regido da crista iliaca antero-superior, fo-
ram aspirados 5ml de sangue da medula 6ssea em uma
seringa de 10ml contendo heparina. Nao foram registradas
complicagbes na execugdo da técnica. A reagdo de
imunocitoquimica consistiu na identificacdo especifica de
células epiteliais humanas, em amostras de sangue de
medula dssea, onde foram retiradas 1 x 10° células leuco-
citarias e centrifugadas. Para eliminar a autofluorescéncia
produzida por peroxidases enddgenas das células da me-
dula 6ssea, as laminas foram incubadas com diamino
benzidina 0,5mg/ml e perdxido de hidrogénio a 0,03%. O
anticorpo primario utilizado foi o monoclonal antipanci-
toqueratina (Sigma). Ele reconhece um epitopo comum
as citoqueratinas 1, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 18 e 19. Sendo de
amplo espectro, reage especificamente com uma ampla
variedade de células do tecido epitelial reativo e neoplasico.
Nao reage com tecido humano nao-epitelial.

Para revelagao da reagdo utilizou-se soro anti-IgG
de camundongo marcado com isotiocianato de fluores-
ceina (FITC). Para a lamina de controle negativo ndo foi
utilizado o anticorpo primario. Como controle positivo
foram utilizadas as linhagens estabelecidas de carcino-
ma de mama humano MCF-7 ou MDA-MB-435S. A obser-
vacao da ICC foi realizada em microscopio de
imunofluorescéncia (Zeiss modelo MC 100). Todas as |&-
minas foram analisadas por dois ou mais pesquisadores,
sem que houvesse conhecimento prévio da resposta cli-
nica e dos resultados histopatoldgicos das pecas cirurgi-
cas de cada paciente.

Utilizamos o teste qui-quadrado para investigar a
associagao entre micrometdstases e outros progndsticos
variaveis.

I Resultados

Na amostra estudada, a idade mediana foi de 51
anos (31 a 75 anos), sendo que 56% das pacientes esta-
vam na pos-menopausa e 46%, na pré-menopausa. Cer-
ca de 78,4% das pacientes foram submetidas a mastec-
tomia com linfadenectomia axilar e 21,6%, a
segmentectomia mais linfadenectomia axilar.

O tamanho da lesdo variou de 0,5 a 6cm no seu
maior diametro, e a média do tamanho dos tumores foi
de 2,88+ 1,1cm.

Quanto ao estadiamento do tumor primario, foi ob-
servado que 27% apresentavam estadio T1; 67,6%, es-
tadio T2; e 5,45%, estadio T3.

Na avaliagdao do envolvimento dos ganglios axilares,
49% exibiam metastases, enquanto 51% ndo apresen-
tavam axila comprometida.



Em relagdo aos subtipos histoldgicos, observaram-
se 32 (86,5%) casos de carcinoma ductal infiltrante, dois
(5,4%) de lobular, dois (5,4%) de papilifero e um (2,7%)
caso de medular.

Micrometastases foram identificadas em 18 pacien-
tes: cinco (26,3%) das 19 pacientes com linfonodos ne-

Figura: Célula neopldsica presente na medula ossea de paciente
com carcinoma de mama, positiva para citoqueratinas reveladas
com /[sotfocianato de fluoresceina (FITC)

gativos e 13 (72,2%) das 18 pacientes com linfonodos
positivos.

Pela analise do grau histoldgico, obtido através dos
critérios de Bloom e Richardson, 31% dos tumores eram
bem diferenciados; 34,5% moderadamente diferencia-
dos e 34,5% pouco diferenciados. Cinco pacientes nao
foram avaliadas (Tabela).

l Discussao

Em nossos resultados, a técnica de imunocitoquimica
apresentou sensibilidade adequada a identificacdo de uma
célula epitelial tumoral em meio a um milhdo de leucoci-
tos totais de medula dssea, além de apresentar especifi-
cidade, pois ndo identificou resultado positivo quando
avaliadas amostras de medula dssea de individuos sau-
daveis. O marcador utilizado para as células tumorais dis-
seminadas foi o anticorpo monoclonal antipancito-
queratina. Do total das 37 pacientes incluidas no estudo,
18 (48,6%) apresentaram micrometastases na medula
Ossea. Este dado, apesar de elevado, encontra-se dentro
da faixa observada em outros estudos® !, No nosso es-
tudo, a média de idade por faixa etaria do acometimento
de cancer de mama foi de 51 anos, compativel com os

Tabela - Caracteristicas clinicas e patoldgicas das pacientes com cancer

de mama, e correlagdo da presenca de células neoplasicas na medula dssea,
pela reacao de positividade com a citoqueratina
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dados relatados na literatura. A comparagdo entre o ta-
manho tumoral e o resultado da imunocitoquimica na
medula 6ssea demonstrou que a média do tamanho dos
tumores foi de 2,88cm, com uma variacao de 0,5 a 6¢cm.
Nas pacientes que apresentaram positividade para
micrometastases na medula 0ssea, foi de 3,16cm, e nas
pacientes que ndo apresentaram micrometastases na
medula dssea, foi de 2,45cm. Esta diferenga nao foi sig-
nificativa para os resultados da imunocitoquimica. No
entanto é descrito na literatura que tumores maiores tém
tendéncia a apresentarem um numero maior de
metastases nos linfonodos axilares. Das dez pacientes
com T1, apenas trés apresentaram positividade para
citoqueratinas na medula 6ssea; das 25 com T2, 12 (48%)
a apresentaram; e as duas pacientes com T3 apresenta-
ram esta positividade. Esta diferenca ndo é estatistica-
mente significativa, mas mostrou uma tendéncia de tu-
mores maiores apresentarem micrometastases na me-
dula dssea em comparagdo com o tamanho dos tumores
menores. Esta divergéncia talvez decorra do pequeno
nimero de nossa amostragem. Ao compararmos o nu-
mero de linfonodos comprometidos e o resultados das
micrometastases na medula 6ssea, nossos resultados
demonstraram uma incidéncia significativamente maior
(72,2%) de positividade para citoqueratinas na medula
dssea nas pacientes que apresentaram nimero maior de
comprometimento linfonodal do que nas pacientes com
axila negativa (26,3%).

Apds a consolidacdo da cirurgia conservadora da
mama como método de escolha nos estadios iniciais, a
grande controvérsia atualmente estd voltada para o ma-
nejo da axila. A dissecgdao axilar possui um grau de
morbidade significativo, sendo grande o interesse pela

I Referéncias bibliograficas

busca de um método que evite o esvaziamento axilar
nas pacientes com axila negativa**). Apesar disso, ainda
persiste como o principal fator progndstico no cancer de
mama, com importancia fundamental para a escolha da
terapia adjuvante. Contudo ocorre uma proporcao alta
de pacientes com linfonodos axilares negativos perten-
centes a um grupo de baixo risco que ira recair da doen-
ca. No nosso estudo, das 37 pacientes incluidas, 19 apre-
sentavam linfonodos negativos e, destas, cinco (26,3%)
foram positivas para micrometastases de medula dssea,
resultado que concorda com a literatura‘?,

A identificagdo de raras células epiteliais na medula
0ssea nas pacientes com cancer de mama pode repre-
sentar risco para metastases. A presenca de micrometas-
tases aumenta o risco de recaida de pacientes nos esta-
dios I, II ou III®,

I Discussio

A citoqueratina pode ser utilizada como marcador
para imunocitoquimica, pois apresentou sensibilidade e
especificidade. A presenca de micrometastases foi esta-
tisticamente significativa quanto ao grau histoldgico do
tumor e quanto ao numero de linfonodos axilares com-
prometidos. Ndo houve correlacdo significativa entre os
parametros prognosticos como idade, estado menopausal
e tamanho tumoral. A despeito do pequeno nimero de
pacientes avaliadas, a expectativa é de que a deteccdo
de micrometastases na medula 6ssea venha a represen-
tar uma importante contribuicdo para a avaliagao prog-
ndstica dos tumores iniciais.
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