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RESUMO

Objetivos: Detectar a presenca de invasio vascular nas bidpsias por agulha grossa de carcinoma de
mama por meio da técnica IHQ (IHQ) com duplo marcador (CD34-pancitoqueratina AE1/AE3);
analisar a sensibilidade, a especificidade, o valor preditivo positivo (VPP) € o valor preditivo negativo
(VPN) com essa técnica e comparar a acurécia do duplo marcador com a técnica da hematoxilina-
cosina (H&E). Métodos: Cortes histolégicos de 74 casos de bidpsias por agulha grossa de pacientes
com cancer de mama foram submetidos 4 coloragio por IHQ com duplo marcador e coloragao por
H&E. Como grupo-controle, utilizou-se os resultados anatomopatolégicos das cirurgias. Resultados:
Invasio vascular ocorreu em 34 casos (45,9%). O teste H&E demonstrou valores superiores a IHQ
quanto a sensibilidade, especificidade, VPP e VPN. Apenas em casos sem metdstases axilares, a espe-
cificidade foi superior no teste com THQ. Conclusao: O teste com maior acuracia para a detecgdo de
invaso vascular nas biopsias foi o da coloracao por H&E. Nos casos sem metéstases axilares, o duplo
marcador mostrou-se superior somente quanto 3 especificidade. Por causa da escassez de material das
bi6psias, a principal suposi¢io ¢ que, no material proveniente das cirurgias, que ¢ mais representativo,
ou em biépsias com maior niimero de fragmentos, o duplo marcador tenha melhores resultados.

ABSTRACT

Purposes: 10 detect blood vessel invasion in breast cancer core-biopsies through the immunohistochemical
double staining technique (CD34 and pancytokeratin AEI/AE3); to analyze the sensitivity, specificity, positive
predictive value and negative predictive value of this technique and to compare the accuracy of double staining
with the hematoxylin-eosin technique. Methods: 74 specimens of breast cancer core-biopsies were analyzed.
Core-biopsy specimens were stained with immunobistochemical (IHC) double staining and with hematoxylin-
eosin (HSE) in different slides for blood vessel invasion research. For the control group, we used anatomopatho-
logical results from previous surgeries. Results: 34 patients (45.9%) presented blood vessel invasion. The HOE
test showed better results of sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV)) and negative predictive value
(NPV). Only in cases without metastatic axillary lymph node, specificity was higher in the ICH test. Conclu-
sion: The HErE is the most accurate method to the detection of blood invasion in core-biopsies breast cancer. In
cases without metastatic axillary lymph node, IHC double staining proved 1o be superior regarding specificity.
Considering the low density of core-biopsy specimens, our hypothesis is that IHC double staining would be the
best choice when used in specimens of surgeries or in core-biopsy with abundant sample of tissue.



INTRODUGAO

A avaliagao dos fatores prognésticos no cancer de mama de-
monstra ser um excelente espelho sobre o comportamento
biolégico dos tumores. A invasio vascular é um parimetro
prognéstico independente para recorréncia locorregional, so-
brevida global e sobrevida livre de doenca'.

Diante da constatagio de invasio linfitica, o trara-
mento tem incluido, cada vez mais, a radioterapia pés-
operatéria’. Para as mulheres submetidas 3 mastectomia
com reconstrugdo imediata pela técnica do expansor, a ra-
dioterapia pés-operatéria pode implicar resultado estético
ruim, com taxa de complicagao aumentada, por causa da
ocorréncia de contratura capsular ou da diminuicao da ex-
pansibilidade da pele’.

Portanto, a identificagio correta de casos positivos para
invasao vascular, previamente a cirurgia, possibilitaria pla-
nejar o tratamento cirtirgico e o tipo de reconstrucio a
serem empregados.

A subjetividade da detecgao de invasio vascular feita
apenas pela técnica da coloragio com hematoxilina eosina
(H&E) tem trazido dificuldades na sua interpretacio, e,
nem sempre, proporciona clara identificagio da invasio,
principalmente em uma amostra reduzida de tecido, como
no caso da biépsia por agulha grossa. A presenca de arte-
fatos de retragio, por causa do processamento do material,
também pode trazer dividas®.

A técnica da imunoistoquimica (IHQ), utilizando o
sistema de dupla coloragio, tem a capacidade de detectar
simultaneamente dois antigenos tissulares diferentes em
um mesmo corte tecidual’.

Os anticorpos utilizados na IHQ para demonstrar cé-
lulas tumorais sao as citoqueratinas AE1/AE3. Essas tém
sido utilizadas na andlise do linfonodo sentinela, para de-
recgao de micrometdstases’. O CD34 ¢ considerado um
marcador vascular, e tem mostrado utilidade nos casos que
necessitam distingao do limen dos vasos .

A andlise de invasdo vascular no carcinoma mamario
por meio da técnica IHQ com sistema de dupla coloracio,
ainda nao foi descrita na literatura. Essa técnica torna pos-
sivel a visualizacdo dos elementos tumorais e endoreliais,
com coloragoes diferentes, no mesmo corte tecidual.

Com base na hipétese de que o duplo marcador au-
mente a sensibilidade e a especificidade da deteccao de in-
vasdo vascular, o objetivo principal deste estudo ¢ detec-
tar a presenca de invasao vascular nas biépsias por agulha
grossa de carcinoma de mama por meio da técnica IHQ
com o duplo marcador para células endoteliais (CD34) e
para citoqueratinas (AE1/AE3). Os objetivos especificos
consistem de analisar a sensibilidade, a especificidade, o
valor preditivo positivo (VPP) e o valor preditivo negativo
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(VPN) do duplo marcador THQ comparar sua acuricia
com a técnica da coloragao por H&E.

Meétodo

Selecao de pacientes

O presente estudo caracteriza-se observacional, transversal e
retrospectivo. Foram estudadas 74 pacientes com carcinoma
invasor de mama, tratadas com cirurgia para a doenca, no
periodo entre janeiro de 2003 a maio de 2005, que realizaram
bidpsias por agulha grossa para o diagnéstico da doenca e
que tinham o resultado anatomopatolégico da cirurgia dis-
ponivel. Os critérios de exclusio foram: realizacio de outras
técnicas para o diagndstico do cincer, carcinoma de mama
no sexo masculino, realizaao de tratamentos neoadjuvantes,
dados incompletos nos prontudrios e auséncia de tumor no
material examinado.

Preparacao do material

Foram selecionados os blocos de parafina correspondentes is
bidpsias dos 74 casos e coletados dados dos prontuérios refe-
rentes as caracteristicas gerais da populagao. Para o grupo-
controle, utilizou-se os resultados anatomopatolégicos das
cirurgias jd existentes, considerado o padrio-ouro para detec-
¢ao de invasio vascular.

Os blocos de parafina, referentes s biépsias, foram
processados e corados com o duplo marcador IHQ e com
H&E, em laminas separadas.

O mérodo utilizado foi o sistema de dupla coloragao En-
vision da DakoCytomation cédigo n° K1395%, com os anti-
corpos primdrios anti-CD34, na diluigio 1:200 (Mouse an-
ti-human, Dako, clone Q B End 10, cod M7165, lote 077) e
pancitoqueratina AE1/AE3, na diluicio 1:100 (Mouse mo-
noclonal anti-human, Dako, clone AE1/AE3, cé6d. M3515,
lote 020). A diluigao foi previamente testada com base nos
controles positivos e negativos com tecido amigdaliano.

Analise anatomopatoldgica

A leitura das laminas foi realizada por dois examinadores,
ambos sem o conhecimento prévio dos resultados.

O resultado anatomoparoldgico das pegas cirtrgicas
foi considerado o teste padrio-ouro para informacio sobre
a presenga ou auséncia de invasao vascular.

O critério para definir invasio vascular foi a presenca
de tumor, corado em marrom, no interior do vaso com
a superficie endotelial corada por cor résea. A interface
do vaso deveria ser vista na totalidade do seu contorno
(Figuras 1 e 2)%. Foi utilizado o método qualitativo na
interpretacdo dos resultados, demonstrando a presenca ou
a auséncia de invasdo vascular das amostras.
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Figura 1. Biopsia por agulha grossa de carcinoma de mama. Coloragao com duplo
marcador IHQ. Demonstragao de invasao vascular com émbolo tumoral (marrom) no
interior do vaso (rosa).

Figura 2. Biopsia por agulha grossa de carcinoma de mama. Coloragao com duplo
marcador IHQ. Demonstra auséncia de invasao vascular. Tumor (marrom) e vaso
(rosa) paralelos.

RESULTADOS

A idade média do grupo (n = 74 casos) foi de 58,1 anos, com
desvio-padrio de + 14 anos. A média de idade entre as pa-
cientes com e sem invasio vascular foi 56,8 e 59,1 anos, res-
pectivamente. A média de tamanho tumoral foi de 2,7 cm
(0,2 a 11 ¢m) e do nimero de linfonodos acometidos de 3,5.
O tamanho tumoral médio no grupo com invasio vascular foi
3,1 cm, e no grupo sem invasao foi 2,3 cm. Quanto ao nime-
ro de linfonodos metastdticos, o grupo com invasao vascular
mostrou média de 6,3 linfonodos acometidos, contrastando
com o grupo sem invasdo, com 1,2 linfonodos acometidos.
Houve dois casos com micrometdstases, correspondendo a
2,7% da amostra.

A caracterizacio da amostra quanto ao tipo de cirurgia
realizada, metéstases axilares tipo e grau tumoral estd de-
monstradas nas Tabelas 1 e 2.

O estadiamento patolégico dos tumores distribuiu-se
da seguinte forma: 1 27%, I1a 33,8%, IIb 23%, 111a 14,9%
e I1Ib 1,3%. O nimero médio de fragmentos das bidpsias

foi de 5 (entre 3 e 7).
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Tabela 1. Caracterizagao da amostra.

Caracteristicas n %

Metdstase axilar
Sim 35 47,3
Nao 39 52,7

LA: linfadenectomia axilar; LSN: linfonodo-sentinela.

Tabela 2. Caracterizacdo da amostra.

Caracteristicas n %

Grau tumoral

1 6 9,8
2 30 49,2
3 25 41

CDI: carcinoma ductal invasor; CLI: carcinoma lobular invasor.

No Griéfico 1 esta representada a distribuigao da po-
pulagio estudada conforme a deteccao de invasao vascular
com as trés técnicas: padrdo-ouro (cirurgia com H&E),
biépsia com H&E e biépsia com IHQ. As Figuras 1 e 2
demonstram os cortes histolégicos das bidpsias por agulha
grossa coradas por meio da técnica IHQ utilizando o du-
plo marcador (CD34 e citoqueratina AE1/AE3).

Numero de casos

Cirurgia H&E

Biopsia H&E
Métodos de analise

M Com invasdo

Grafico 1. Distribuicdo dos casos conforme detecgdo de invasao vascular nas trés
técnicas estudadas.

Bidpsia IHQ

M Sem inva@

Percebe-se, por meio do Gréfico 1, que a andlise da
peca de cirurgia, com a colora¢ao de H&E, por ser o teste



considerado padrio-ouro para essa detecgio, apresenta
maior nimero de casos diagnosticados com invasio vas-
cular que as outras técnicas. Tanto a bi6psia corada com
H&E, quanto com IHQ detectam niimeros aproximados
de casos com invasdo vascular, mas a deteccio ¢ inferior
ao padrio-ouro.

De maneira geral, comparando-se as duas técnicas com
o padrao-ouro, em relagio a detecgio de invasio vascular,
a que mais se aproximou dos valores reais foi a coloragio
com H&E, o que pode ser visto na Tabela 3. A especifici-
dade foi a mesma nos dois testes e os outros valores foram
superiores na técnica com H&E, porém sem significincia
estatistica. Ambos os testes ndo apresentaram resultados
satisfatérios na sensibilidade e na especificidade.

Tabela 3. Andlise dos testes com H&E e IHC nas biopsias quando compara-
dos ao padrao-ouro (cirurgias com H&E).

7 H&;E bi(’)psia

) IHC biépsia )

VP+: valor preditivo positivo; VP—: valor preditivo negativo.

No Grifico 2, encontramos a associacio entre invasio
vascular, detectada nas cirurgias com H&E, e o compro-
metimento dos linfonodos axilares por metdstases. Pode-se
perceber que os casos com metéstases nos linfonodos axi-
lares apresentam freqiiéncia maior de invasio vascular
(85,3%), comparado aos casos sem metdstases (14,7%).

w
2 100%
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E 60%
[=2]
g 40%
g 20%
& 0%

Invasdo + Invasao -

Invasao vascular

BN+ BN-

Grafico 2. Associagdo entre invasdo vascular, detectada nas cirurgias com H&E
(padréo-ouro) e metéstases axilares.

Apés estratificagao dos grupos por presenca ou auséncia
de metdstases axilares, como pode ser visto nas Tabelas 4 e
5, nos casos com metdstases axilares o teste com IHQ per-
sistiu com resultados inferiores a0 H&E, quando compa-
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rados ao padrio-ouro (H&E nas cirurgias). Nos casos sem
metdstases axilares, o duplo marcador mostrou-se superior
quanto a especificidade (82,4%), como estd demonstrado
na Tabela 5. Entretanto, no restante dos casos, a coloracio
com H&E ainda foi o método de melhor acuricia, apesar

de ndo demonstrar bons resultados de sensibilidade, espe-
cificidade, VPP e VPN.

Tabela 4. Andlise de sensibilidade e especificidade dos testes nos casos com
metastase em linfonodos axilares.

H&E blopsla IHC biépsia
Sensbilidade 1029 (345%)  9/29 (31%)
Espec1ﬁc1dade 4/6 (66, 7%) 3/6 (50%)
: o 1012833%)  912(75%)
4/23 (17,4%) 3/23 (13%)
appe o s 0,005 ~0,089
p 0,957 0,373

VP+: valor preditivo positivo; VP—: valor preditivo negativo.

Tabela 5. Andlise de sensibilidade e especificidade dos testes nos casos sem
metastase em linfonodos axilares.

H&E blopsna IHC bidpsia
Sensibilidade ~ 3/5 (60%) 1/5 20%)
Espec1ﬁc1dade 27/34 (79 4%) 28/34 (82, 4%)
BT R G 117 (14,3%)
VP-— 27129 (93,1%) 4/32 (12,5%)
Rabiphs Sl gigeh 0,020
p 0,060 0,898

VP+: valor preditivo positivo; VP—: valor preditivo negativo.

A média de idade para os casos com metéstases axilares
foide 57,9 anos (DP + 13,6) e para os casos sem metdstases
58,7 anos (DP +14,4), com p = 0,916. A média de idade
para os casos com e sem invasio vascular detectada nas
cirurgias com H&E foi de 56,9 anos (DP +12,8) e 59,1
anos (DP +15), respectivamente (p = 0,494).

DISCUSSAO

A invasio vascular ¢ considerada um fator prognéstico no
carcinoma de mama para recorréncia locorregional, sobre-
vida global e sobrevida livre de doenga'. Estd presente em,
aproximadamente, 28% a 59% dos casos, conforme referén-
cias da literatura”"’. No presente estudo, encontramos invasio
vascular em 45,9% da populagio estudada, compativel com
a literatura.

As caracteristicas da populagio estudada nio diferiram
das publicagdes que investigam fatores prognésticos por
meio de técnicas IHQs para carcinoma de mama. A média

Rev Bras Mastol. 2008 Jan-Mar;18(1):18-23
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de faixa etéria foi de 58,1 anos e o carcinoma ductal inva-
sor foi o tipo mais freqiiente (83,8%), concordando com
os dados disponiveis'. A média de idade das pacientes com
invasio vascular nio diferiu significativamente da média
geral (56,8 anos), assim como o tipo e o grau tumoral mais
freqgiientes (carcinoma ductal invasor e grau II)'. Na mesma
populagdo, a média de tamanho dos tumores (2,7 cm) e do
ntimero de linfonodos acometidos (3,5) também estiveram
de acordo com os resultados descritos na literatura''.

O diagnéstico do carcinoma de mama, no Brasil, ain-
da ocorre em estagios mais avancados''. Entretanto, neste
estudo, foi verificada freqiiéncia alta de diagndstico nos
estdgios iniciais I e 11 (83,8%), provavelmente por causa
dos critérios de exclusio dos casos com tumores maiores
de 5 cm, que realizaram tratamento neoadjuvante como
primeira opgao. Portanto, o estdgio III, considerado avan-
cado, esteve presente em apenas 12 casos (16,2%) sub-
metidos 2 cirurgia como tratamento inicial. Apesar de o
diagnéstico ter sido de tumores menores, observou-se por-
centagem de mastectomias de 63,2%, provavelmente pelo
nmero de tumores entre 3 e 5 cm, tumores multicéntricos
ou de localizacio central na mama, cuja indicagdo para a
cirurgia radical inclui esses fatores citados na decisio do
tratamento''.

A utilizacao da técnica de IHQ nas bi6psias por agulha
grossa para investigar fatores prognosticos tem sido des-
crita em varios estudos'2'3. Badoual e# /. descreveram a
comparagio entre os achados da biépsia por agulha grossa
e da cirurgia na determinagao dos fatores prognésticos do
cancer de mama. Constataram que houve concordancia
entre as duas técnicas em 73,6%, tanto para o diagnds-
tico do carcinoma quanto para a caracterizagao do tipo
tumoral. O grau histolégico e a determinagao dos recep-
tores hormonais também mostraram boa concordancia'?.
Em um outro trabalho, com 500 pacientes, foi constatado
que a determinagdo da invasao vascular por meio das duas
técnicas (biopsia por agulha grossa e ressecgao cirtrgica)
concordou em 69% dos casos, visto que o maior problema
para anélise dos fatores prognésticos pela técnica da biop-
sia por agulha grossa ¢ a quantidade limitada de material,
que pode nio representar adequadamente as caracteristi-
cas do tumor®. No entanto, Sharifi ez 2/. nao encontra-
ram concordincia na detecgio de invasio vascular entre
as duas técnicas™.

Pelo presente estudo, constatou-se que a invasao vas-
cular nio ¢ descrita na maioria dos laudos anatomopatolé-
gicos das bidpsias por agulha grossa, mesmo quando pre-
sente. A principal razio pode estar relacionada as amostras
escassas de material disponivel para H&E, técnica essa
que nio permite a distingao inequivoca do ltmen vascular
e do tumor.
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Quanto ao uso da dupla coloragiao THQ, existem poucos
estudos com carcinoma mamério na literatura. Barbareschi
utilizou marcadores vasculares CD31 e fator VIII para ava-
liar a presenga de invasio vascular em casos de carcinoma
ductal invasor'. Prasad et al. associaram o uso de citoque-
ratina e da actina derivada de musculo liso para diferenciar
células malignas de células mioepiteliais'®. Anos mais tarde,
Kidogawa et al. utilizaram AgNORs e MIB-1 em 42 casos
submetidos A cirurgia de carcinoma mamdrio para determi-
nar a atividade proliferativa do tumor'.

O uso especifico da dupla coloragao com CD34 e da
pancitoqueratina AE1/AE3 nio estd relatada na literatura
disponivel, tanto para a mama quanto para outras patolo-
gias. Entretanto, a utilizagio do CD34 tem ocorrido na
investigagio de angiogénese tumoral” e as citoqueratinas
tém sido utilizadas para a detecgao de tumores epiteliais®.
A constatacio da falta de estudos nessa drea e a crescente
importancia da invasio vascular como fator prognéstico
foram os principais motivadores deste trabalho.

A invasio vascular tem sido investigada, na pratica
atual, pela técnica da coloragao por H&E. Todavia, por ser
um método subjetivo, nem sempre permite a clara distin-
¢do entre o lamen vascular e o tumor, dificultando, assim,
seu valor clinico. Faz-se necessirio testar novos métodos
de avaliacio da presenca de invasio vascular.

A invasio vascular teve forte correlagdo com as metds-
tases axilares neste estudo (85,3%), embora ocorra uma
parcela de casos com invasao vascular, mas sem metdsta-
ses linfonodais (14,7%). Quanto ao nimero de linfonodos
metastaticos, o grupo com invasao vascular teve média
de 6,3 linfonodos acometidos, contrastando com o grupo
sem invasio, com 1,2 linfonodos acometidos. Este resul-
tado demonstra a importancia da invasio vascular como
fator independente de pior progndstico'®.

Woo, em 2002, mostrou que a invasao vascular esteve
associada 3 queda significativa da sobrevida em 12 anos,
mesmo quando as metdstases axilares estavam ausentes
(p < 0,001)°. O ntimero de ganglios axilares envolvidos estd
diretamente associado a pior sobrevida’, portanto, mesmo
sem a disponibilidade de informagao das pacientes quanto
3 sobrevida, constatou-se correlagdo significativa entre a
deteccio de invasio vascular e os achados de metdstases
ganglionares. Em publicagao feita por Lee, foi constatada
a presenga de invasao linfovascular em 19% dos casos sem
metdstases axilares, confirmando os achados deste estudo
(14,7%). Constataram-se, ainda, que esta invasao esteve
associada a tumores e grau histolégico maiores, além da
idade jovem. A diferenca na sobrevida esteve associada a
presenga ou  auséncia de invasao vascular'®.

Comparando-se os grupos com e sem invasao vascular,
percebe-se que nio houve diferenca significativa quanto ao
tamanho tumoral, ao grau histolégico e a idade.



O padrao-ouro para detecgio de invasio vascular é rea-
lizado no exame anatomoparolégico da pega cirtirgica com
H&E. A técnica com duplo marcador, em que se discrimi-
na o endotélio vascular do tumor pela presenca de cores
diferentes, ndo se mostrou superior a0 H&E. A principal
explicagdo para esse resultado é que a amostra tumoral nos
fragmentos de bidpsia nio foi suficiente para anilise. E ne-
cessario que quantidade mais representativa do tumor seja
avaliada a fim de que o diagnéstico seja fidedigno a respeito
da presenca ou da auséncia de invasio vascular. Isso leva 3
conclusio de que somente o exame da pega cirtrgica pode
fornecer dados completos dos fatores prognésticos referentes
ao tumor. A bi6psia por fragmento apresenta falhas, princi-
palmente se for considerada para determinacio de detalhes
qualitativos, como ¢é o caso da invasio vascular.

Na anilise dos casos sem metéstases axilares, o duplo
marcador mostrou-se superior quanto 2 especificidade, en-
tretanto, no restante dos casos com metdstases, a coloragio
com H&E ainda foi o método com melhor acuricia, ape-
sar de nao demonstrar resultados satisfatérios. Portanto,
o duplo marcador teria maior valor na confirmacio dos
casos positivos para invasao vascular somente em pacientes
sem acometimento dos linfonodos axilares.

Para finalizar, a coloragio por H&E nas bidpsias foi a
técnica que apresentou melhores resultados para a detec-
¢ao de invasio vascular no cincer de mama comparado a
ITHQ com o duplo marcador, apesar de os resultados nio
serem semelhantes ao teste padrio-ouro (resseccao cirdr-
gica com coloragao por H&E).

Concluindo, a principal hipétese que surge, com base
nos resultados deste estudo, é que, no material provenien-
te das cirurgias, o duplo marcador ITHC talvez apresente
melhores resultados, pois, como ji foi demonstrado ante-
riormente, pode-se distinguir claramente células tumorais
de células endorteliais com a técnica da dupla coloracio.
Entretanto, tendo em vista o alto custo deste teste, sua
aplicabilidade torna-se restrita. Talvez essa técnica sirva
como um auxiliar no caso de davidas quanto aos casos
falso-positivos com 0 H&E, quando os artefatos estao pre-
sentes como fatores confusionais para a adequada anilise.
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