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RESUMO

O carcinoma da mama é uma doenca heterogénea, a que
correspondem aspectos morfolégicos distintos, comportamentos
biologicos diferentes e implica a escolha de terapéuticas diferentes mais
adequadas a cada pessoa, sendo para isso fundamental uma abordagem
multidisciplinar, em que o diagnostico através da Anatomia Patoldgica é
indispenséavel.

A Anatomia Patoldgica contribui, pelo menos, de trés formas para o
diagnéstico, prognoéstico e terapéutica do carcinoma da mama, sendo
estes: o exame histopatologico, a imunocitoquimica e a hibridizacéo in

Situ.
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INTRODUCAO

Sendo a forma de cancro mais comum na mulher e possuindo taxas de incidéncia
que tém vindo a subir gradualmente, o carcinoma da mama é uma doenca heterogénea a
qgue correspondem aspectos morfologicos distintos e comportamentos bioldgicos
diferentesl. Implica a escolha de terapéuticas diferentes e mais adequadas a cada
pessoa, sendo para isso fundamental uma abordagem multidisciplinar, em que o
diagnostico, prognostico e indicacdo terapéutica através da Anatomia Patoldgica séo
indispensaveis.

O carcinoma da mama pode ser dividido em dois grandes grupos: carcinoma
intraductal ou in situ — confinado aos ductos, sem invasdo do estroma mamario, sem
capacidade de metastizacdo — e o carcinoma invasivo — quando ultrapassa os ductos e
tem capacidade de invadir vasos e metastizar.

Sendo este um artigo de revisao, ndo se optou pela estrutura tradicional, para facilitar a

compreensdo dos conceitos.
HISTOPATOLOGIA

O exame histopatologico permite caracterizar o tipo de neoplasia, bem como a

existéncia ou ndo de metastizacao.
A avaliacdo da invasdo dos ganglios linfaticos é o factor de progndstico de maior
importdncia que se baseia no exame histologico. Os factores a avaliar neste
procedimento s&o: nimero de ganglios envolvidos; tamanho da metastase e extensdo
extraganglionar; presenca de micrometastases e metastases extracapsulares2. Os
procedimentos de colheita e analise que se destacam sdo a técnica do ganglio sentinela
(TGS) e a analise histopatoldgica do esvaziamento axilar (EA).

A TGS implica a identificacdo, extrac¢do e analise intra-operatdria (durante a
cirurgia) do primeiro ganglio a receber a drenagem linfatica proveniente de um tumor.
Teoricamente, em caso de metastase axilar, este sera o primeiro ganglio
comprometido3. Admite-se que se 0 GS ndo possuir qualquer metastase, 0s outros
ganglios também estardo livres e vice-versa. Com a sua identificacdo e analise andtomo-
patoldgica, € possivel predizer se a cadeia ganglionar axilar estd ou ndo comprometida4.

A aplicacdo da TGS tem a mais-valia de permitir uma pesquisa altamente direccionada
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e de ser muito menos dolorosa e invasivo. Apesar disso existe ainda a necessidade de
uma maior comprovacéo cientifica da sua total eficiéncia em casos de micrometastase.

O EA implica a analise de toda a cadeia ganglionar axilar verificando a existéncia ou
ndo de metastizacdo — Figura 1. Tem como vantagem a obtencdo de maior numero de
ganglios e, consequentemente, maior amostra para fundamentar o progndstico. No
entanto, a sua realizagdo pode implicar um risco aumentado de morbilidade pds-
operatdria, reducdo da mobilidade do ombro e linfedema crénico do membro superior
respectivo5. Se ndo for bem processado podem surgir eventuais falhas a nivel da

procura manual de ganglios.

Figura 1 — Zona de esvaziamento linfatico axilar.

A identificacdo do GS pode fazer-se através da utilizacdo de um radioistopo —
normalmente o Técnesio 99 — que € injectado junto ao tumor ou na zona peri-auréolar
que, sendo drenado por via linfatica, vai permitir a localizacdo do GS por detecgédo de
radioactividade. Em alternativa ou concomitantemente pode também ser utilizado o

corante azul-de-metileno6 — ver Figura 2.
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Géngliosentinela
e vasos linfaticos

As valvas permitem que
a linfacircule numso
sentido

Figura 2 — Identificacfo de ganglio sentinela pelo corante azul-de-metileno.

O GS é removido cirurgicamente e dividido ao meio se menor que 10 mm ou
seccionado segundo o maior eixo se maior ou igual a 10 mm. A anélise do GS faz-se de
duas formas: corte de congelacéo (realizado no cridstato) e, posteriormente, fixagdo em
formaldeido e processamento histopatologico em parafina. Tanto num como noutro caso
poderd ser utilizada a coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE) e a marcagdo
Imunocitoquimica (ICQ) para a identificacdo de citoqueratinas (clones AE1/AE3 e
MNF116) e consequente detec¢do de micrometéstases - Figura 3.

A avaliacdo intra-operat6ria que indique GS negativo para metastases indicara
que os restantes ganglios axilares ndo estdo comprometidos, ndo sendo por isso
necessario realizar esvaziamento axilar. Caso o resultado seja positivo actua-se no
sentido de extrair os restantes ganglios numa primeira instancia, podendo
posteriormente optar-se pela mastectomia radical, quadrantectomia ou tumorectomia,

consoante a gravidade do caso 7.

Figura 3 — TGS positiva com coloracdo de HE em corte de congelacéo (esq.); no mesmo caso,

TGS com imunomarcacdo para citoqueratinas (clone MNF 116) em corte de congelacéo (dir.).
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Imunocitoquimica
Utilizando anticorpos especificos para uma determinada molécula a ICQ permite

a sua visualizacdo em lamina histoldgica e consequente contextualizacdo tecidual —

Figura 4.
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Figura 4 — Imunomarcacdo para Receptores de estrogénio em fibroadenoma da mama. 100X.

A ICQ pode constituir um contributo adicional na identificagdo de
micrometastizagcdo, no entanto, a sua grande contribuicdo surgiu no passado recente,
quando diversas estratégias comecaram a ser aplicadas para um combate mais eficiente
a neoplasia da mama, nomeadamente a terapéutica por trastuzumab® que implica a
utilizacdo de anticorpos humanizados de hamster chinés dirigidos contra a glicoproteina
transmembranar de 185 kD codificada pelo proto-oncogene HER-28, 9. Estes
anticorpos sdo injectados no doente e, posteriormente, véo ligar-se a referida proteina
HER-2, facultando a sua destruicdo por accdo do sistema imunitario autoctone. Este
mecanismo tem validade pois verificou-se que em 15% a 30% dos casos de carcinoma
da mama, o gene HER-2 se encontra amplificado, conduzindo a producéo de proteina
HER-2 em redundancia o que, consequentemente, torna os mecanismos de estimulacao
do crescimento tumoral demasiado exuberantes10,mas por outro lado, constitui o alvo
perfeito para as terapéuticas dirigidas. A identificacdo da expressdo de HER-2 no
carcinoma da mama por ICQ ¢é indispensavel quando se considera a elegibilidade dos
doentes para a terapéutica com o trastuzumab®11.

Assim, das varias técnicas existentes para a determinacdo do status HER-2, a
mais utilizada é a ICQ (Figura 5) que qualifica a sua expressdo pelo uso de anticorpos
gue reconhecem como antigénio o seu dominio extracelularl2. Posteriormente essa

ligacdo antigénio-anticorpo é amplificada por accdo de um sistema polimérico que
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associa um numero elevado de enzimas ao anticorpo previamente colocado. Em seguida
este complexo é tornado visivel por reac¢do enzimatica, possibilitando assim uma
avaliacdo qualitativa.

Para validacdo da técnica sdo utilizados controlos negativos e positivos (internos

e externos).

— o —

Figura 5 - Pipetagem durante a execuc¢do da Técnica imunocitoquimica

A ICQ possibilita 4 niveis qualificativos: 0; 1+; 2+; 3+ (Tabela 1). Os doentes
com score 0 e 1+ ndo sdo elegiveis para a terapéutica. Os doentes com score 3+ (Figura
6) sdo directamente elegiveis. Os doentes 2+ necessitam de avaliagcdo subsequente por
Fluorescent in situ hibridization (FISH) ou Chromogenic in situ hibridization (CISH)

que determinara se possuem amplificacdo do genel3.

Avaliacao da Classificacao
Padrao de coloracao sobreexpressao de intensidade
de HER2 de coloracao

Marcacao negativa ou observa-se marcacao da membrana

celular em menos de 10% das células neoplasicas. NN g

Marcacao fraca da membrana em mais de 10% das células
neoplasicas. A membrana celular encontra-se Negativa 1+
parcialmente marcada.

Marcacao completa fraca/moderada da membrana celular Sobreexpressao

em mais de 10% das células neoplasicas. fraca/moderada 2

Marcacao completa, moderada/forte da membrana em Sobreexpressao

mais de 10% das células neoplasicas. moderada/forte S

Tabela 1 - Algoritmo para a quantificacdo da marcacdo imunocitoquimica

Destes, apenas os amplificados sdo electivos para a terapéutica com

trastuzumab®, juntando-se assim aos 3+.
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Figura 6 - Marcacdo ICQ 3+ com forte destaque na membrana celular.

Hibridizacao in situ

Tal com jé foi referido, a quantidade de proteina HER-2 expressa é avaliada por
ICQ, sendo que por vezes a resposta ndo é conclusiva. Para esclarecimento destes casos,
tendo em conta que a sobre-expressdao € consequéncia de uma amplificacdo do
oncogene, pode ser realizada uma avaliacdo por hibridizacao in situ (HIS). Os casos
sobre-expressos ou amplificados sdo encaminhados para trastuzumab® como terapia
adjuvante e neo-adjuvante em carcinoma da mama primario e metastatico.

A HIS cromogénica (CISH) para o gene HER-2 é um método que utiliza uma
sonda de ADN especifica conjugada com digoxigenina. A técnica é efectuada em
bidpsias ou pecas de tumorectomia, consistindo em: permeabilizacdo das membranas;
desnaturacdo total do ADN; hibridizacdo com sonda; lavagens de estringéncia; deteccéo
ICQ e avaliacgdo. Para validacdo da técnica sdo utilizados controlos negativos e positivos
(internos e externos).

Em cada caso é seleccionada uma area para contagem e a avaliacdo é efectuada
numa ampliagdo de 400x e em mais de 50% das células tumorais. Os casos néao
amplificados apresentam de 1 a 5 pontos por nucleo (figura 7a), os de baixa
amplificacdo de 6 a 10 (figura 7b) e os de grande amplificagdo possuem mais de 10
(figura 7c¢) ou grandes aglomerados (figura 7d). Os casos de baixa amplificacdo sdo

sujeitos a uma avaliacdo do cromossoma 17 para excluir a hipdtese de polissomia.
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Figura 7 - Técnica de CISH para HER-2. a) Caso de carcinoma da mama ndo amplificado

(1000x) b) Caso de carcinoma da mama com baixa amplificagdo (1000x) c) Caso de carcinoma da mama
de grande amplificacdo (1000x) d) Caso de metastase hepatica de carcinoma da mama de grande

amplificagdo (400x), note-se a presenca de controlo interno em células normais.

CONCLUSAO

A TGS permite ndo so identifica-lo como remové-lo e tomar uma deciséo sobre
0s caminhos a tomar em cada caso de neoplasia. A grande vantagem da utilizagéo da
extraccdo Unica do GS em detrimento da remocgdo total de ganglios imediata é
essencialmente a rapidez na recuperagédo e a cura da incisdo. Pode ainda levar a uma
avaliacdo mais correcta sobre se o carcinoma € invasivo ou ndo, dando informacéo
sobre possiveis micrometastases. Se for estritamente necessario realizar o EA, este sera
também um fundamental determinante de prognostico e terapéutica.

Por seu lado, a ICQ apresenta-se aqui como uma arma extremamente potente na
indicacdo terapéutica das doentes com carcinoma da mama. O trastuzumab® implica a
aplicacdo de anticorpos humanizados dirigidos ao dominio extracelular do receptor do
HER-2 e sua consequente destrui¢do imunoldgical4.

Finalmente a HIS surge como Ultima esclarecedora na determinagdo da amplificacdo do
oncogene HER-2 permitindo o encaminhamento terapéutico para trastuzumab® em

carcinoma da mamalb.
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A utilizacdo do trastuzumab®, para além de neo-adjuvante, pode ser aplicada
como terapia adjuvante da radioterapia excedendo as taxas de remissdo obtidas com a
radioterapia como terapia Unica. Alguns estudos experimentais indicam que o
trastuzumab® aumenta a sensibilidade tumoral a radiacdo, e mostram que a terapéutica
combinada com radioterapia diminui o volume tumoral em 15 diasl3. Existem ja
estudos de caso publicados onde esta abordagem resultou na remissdo tumoral de
cancros da mama que ndo responderam ao tratamento apenas com radia¢des 16. Estdo
neste momento a decorrer ensaios clinicos que visam validar esta abordagem

terapéutica, assim como explicar melhor os mecanismos subjacentes.
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