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Toda manha, na Africa, quando surge o sol,
uma gazela acorda. Sabe que devera correr
mais que o ledo para ndo ser morta. Toda
manha, na Africa, quando surge o sol, um
ledo acorda a sabe que devera correr mais
que a gazela ou morrera de fome. Toda
manha, quando o sol se levanta, ndo importa
que vocé seja um ledo ou uma gazela, o

importante € comecar a correr.

“Ogni mattina, in Africa, quando sorge il sole,
uma gazzella si sveglia. Sa che dovra correre
piu del leone, o verra uccisa. Ogni mattina, in
Africa, quando sorge il sole, un leone si sveglia
e sa che dovra correre piu della gazzella o
morira di fame. Ogni mattina, quando il sole si
sveglia, non importa che tu sia un leone o una

gazzella, I'importante € che tu cominci a correre”

(Il leone e la gazzella, Aldo Giovanni)
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RESUMO

Introducao: o diagndstico das lesdes papilares da glandula mamaria continua sendo
uma das areas mais desafiadoras e problematicas da patologia maméria. Em
decorréncia disto tém-se procurado encontrar métodos diagndsticos para aumentar a
sensibilidade e a especificidade no diagnostico pré-operatério das lesdes papilares
da mama. Objetivo: analisar o perfil clinico e diagnoéstico anatomopatolégico de
casos identificados como lesdo papilar em banco de dados de citopatologia
mamaria. Avaliar o desempenho da imunocitoquimica (ICQ), utilizando os
marcadores Ki67 e p63 em material de bidpsia aspirativa por agulha fina para o
diagndstico diferencial de lesbes papilares mamarias. Métodos: estudo retrospectivo
com analise de 1.774 casos de BAAF coletadas do banco de dados de citopatologia
mamaria do laboratério Patologia Mamaria — Ponta Grossa (PR), realizados entre
2003 e 2009, com levantamento de 14 casos de lesdes papilares da mama com
diagnostico citolégico por BAAF. Foi realizado estudo ICQ dos materiais de BAAF
coradas previamente por método de Papanicolaou, utilizando o marcador para célula
mioepitelial p63 e o de indice proliferativo Ki67. Os casos foram separados em dois
grupos de acordo com o0 exame anatomopatoldgico, benigno e atipico/maligno e
executado analise comparativa entre os resultados dos imunomarcadores, de forma
isolada e associada, com os diagndsticos histopatologicos. Resultados: o Ki67
mostrou-se negativo em todas as lesbes benignas e em 25% das lesbes
atipicas/malignas, e positivo em 100% no sub-grupo das lesdes malignas (p=0,001).
O p63 foi positivo em 100% das lesbes benignas e em 50% das lesdes
atipicas/malignas (p=0,085). A analise conjunta do Ki67 e do p63 demonstrou 100%
dos casos benignos com perfil Ki67(-) e p63(+), 100% dos casos malignos com perfil
Ki67(+) e p63(-), os casos atipicos/malignos apresentaram 50% com Ki67(+) e p63(-
), 25% com Ki67(+) e p63 (+), 25% com Ki67(-) e p63(+), nenhum caso com Ki67 e
p63 negativos. A sensibilidade para o diagnostico de benignidade e de malignidade
na associacao Ki67/p63 foi de 100% e a especificidade foi de 75%. Conclusoes: o
uso combinado destes marcadores p63 e Ki67 em BAAF de lesao papilar de mama
auxilia no manejo da orientagédo terapéutica desta doenca. Novos estudos incluindo
um maior numero de casos devem ser realizados para melhor avaliar este método.

Descritores: Mama. Papiloma. Biopsia aspirativa por agulha fina. Imunocitoquimica.
Antigeno KI-67. p63.
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ABSTRACT

Introduction: the diagnosis of papillary lesions of the mammary gland remains one
of the most challenging areas and issues of breast pathology. As a result it has been
to find methods to increase diagnostic sensitivity and specificity in the preoperative
diagnosis of papillary breast lesions. Objective: to analyze the clinical and
pathological diagnosis of papillary lesion cases identified as in database of breast
cytopathology. Evaluate the performance of immunocytochemistry using markers
Ki67 and p63 in material of fine needle aspiration biopsy for the differential diagnosis
of papillary breast lesions. Method: a retrospective analysis of 1774 cases of FNAB
collected database of breast cytopathology laboratory Breast Pathology - Ponta
Grossa (PR), conducted between 2003 and 2009, a survey of 14 cases of breast
papillary lesions diagnosed by citology in FNAB. Study was made with ICC of FNAB
materials previously stained by the Papanicolaou method, using the myoepithelial cell
marker p63 and Ki67 proliferative index. The cases were divided into two groups
according to histopathology, benign and atypical / malignant and performed
comparative analysis between the results of immunomarkers, isolated and
associated with histopathology diagnoses. Results: Ki67 was negative in all benign
lesions and 25% of lesions atypical / malignant and positive in 100% in the sub-group
of malignant lesions (p = 0.001). The p63 was positive in 100% of benign lesions and
50% of lesions atypical / malignant (p = 0.085). A combined analysis of Ki67 and p63
showed 100% of cases with benign profile Ki67 (-) and p63 (+), 100% of cases with
malignant profile Ki67 (+) and p63 (-), atypical/ malignant cases had 50% with Ki67
(+) and p63 (-), with 25% Ki67 (+) and p63 (+), 25% with Ki67 (-) and p63 (+), no
cases with Ki67 and p63 negative. The sensitivity for diagnosis of benignity and
malignancy in association Ki67/p63 was 100% and specificity was 75%.
Conclusions: the combined use of markers p63 and Ki67 in FNAB or papillary
lesions of the breast helps guide terapy in the management of this disease. Further
studies including a large number of cases should be conducted to better evaluate this
method.

Keywords: Breast. Papilloma. Fine-needle aspiration biopsy. Immunocytochemistry.
Antigen KI-67. p63.
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1 INTRODUCAO

A avaliagdo dos métodos de diagnostico das lesbes benignas mamarias é
alvo de muitos estudos relacionados ao risco de desenvolvimento do carcinoma
mamario, assim como as dificuldades do diagndstico diferencial com neoplasias
malignas’.

As lesbes mamarias benignas sao atualmente divididas em duas grandes
categorias: as lesdes nao proliferativas e as proliferativas. Consideram-se como
proliferativas todas as les6es com proliferagéo celular ndo carcinomatosa. As lesées
proliferativas sdo subsequentemente dividas em lesdes sem atipias e com atipias,
sendo que estas podem representar até 5% dos diagndsticos das lesdes benignas
mamarias. As lesdes nao proliferativas sao aquelas com baixo indice de proliferacdo
celular’.

A importancia do estudo destas lesdes estd no aumento do risco relativo para
o desenvolvimento do carcinoma da mama, que varia de um e meio a duas vezes no
caso das lesdes proliferativas sem atipias, até quatro a cinco vezes em se tratando
de lesdes proliferativas com atipias’.

As lesbdes proliferativas sao diagnosticadas pela identificacdo do aumento
moderado a acentuado da multiplicagdo celular, em especial ao longo dos ductos
mamarios’. De acordo com critérios de Dupont e Page? sdo lesdes proliferativas sem
atipias: a hiperplasia ductal sem atipias (moderada e acentuada), o papiloma ou
papilomatose sem atipias, a adenose esclerosante, o fiboroadenoma com alteragdes
complexas e a cicatriz radial. No grupo das lesbes proliferativas com atipias
encontram-se a hiperplasia ductal atipica, a hiperplasia lobular atipica e a
papilomatose com atipias.

Dentre estas lesbes mamarias proliferativas, o papiloma e a papilomatose sao
neoplasias benignas do epitélio ductal da mama, sendo que a avaliagdo morfolégica
destas lesbes continua a ser uma das mais desafiadoras areas da patologia
mamaria®.

Estas lesOes localizam-se, mais frequentemente, na parte central da mama,

nos ductos lactiferos, mas também podem ocorrer perifericamente em qualquer



quadrante. Os papilomas ductais centrais localizados no ducto terminal sao
geralmente Unicos e as lesdes periféricas localizadas em ductos lobulares terminais,
na maioria das vezes multiplas®.

Apresentam baixa incidéncia e acometem mulheres em qualquer idade, sendo
0s papilomas solitdrios mais comuns na sexta década de vida e os papilomas
multiplos na idade entre 40 e 55 anos®. Clinicamente é observada em 72% das
pacientes descarga mamilar uniductal sanguinolenta ou serosa limpida. As lesdes
papilares podem ser encontradas em qualquer quadrante da mama, mas sao mais
comuns as de localizacéo central (86% dos casos), associadas ou nao com massas
ao redor ou sob a aréola®.

A secrecdo mamilar sanguinolenta € determinada pelas alteracoes
degenerativas do papiloma ou pela presenca do carcinoma papilifero®.

Muitas lesdes periféricas sao assintomaticas e detectadas apenas em exames
de imagem rotineiros®.

Os papilomas solitarios e centrais ndo apresentam risco aumentado de
desenvolvimento do cancer mamario. Em contrapartida, os papilomas multiplos tém
uma associacdo com carcinoma ductal in situ e com aumento de risco para o
surgimento de carcinoma invasor®.

As lesbes papilares podem representar desde um papiloma mamario, um
carcinoma papilar in situ e até um carcinoma papilifero, que embora raro (menos de
1% dos carcinomas mamarios e mais encontrados em mulheres idosas), deve ser
considerado no diagnéstico diferencial®.

Macroscopicamente os papilomas estdo localizados em uma dilatacao cistica
que pode conter liquido claro, sanguinolento ou sangue coagulado. Apresentam-se
como um ndédulo mural Unico, saliente na luz e na cor marrom, quando examinado a
fresco. Os papilomas podem ser multiplos ocasionalmente, separados entre si ou
agrupados, friaveis e podendo obliterar toda a luz da cavidade cistica. A capsula do
cisto é formada pela parede do ducto e, em geral, h4 alteracdes reativas®.

O papiloma é formado por numerosas estruturas papilares, cada uma
contendo um eixo vascular no estroma, revestido por células epiteliais cubicas ou
cilindricas e por células mioepitealiais. Projecdes papilares podem se anastomosar
entre si, formando espacos pseudotubulares de diversas formas, com dimensdes

uniformes e aspecto regular. Os nucleos sao normocrémicos com nucléolos pouco



evidentes. As mitoses sdo raras e a lesdo papilar é sempre acompanhada por
células mioepiteliais®*.

Muitas vezes as células mioepitelias sdo de dificil reconhecimento, havendo
necessidade de técnica de imunoistoquimica (IHQ) para marcagao de proteinas que
as identificam, tais como a actina, a calponina, a miosina de cadeia pesada, o CD10,
0 p63 e a CK5/6*

No carcinoma in situ a estrutura papilar € mantida e o eixo fibrovascular é
recoberto, ao menos em parte, por células mioepiteliais, podendo ou nao estar
associada a hiperplasia epitelial. No carcinoma papilifero observa-se a estrutura
papilar, polimorfismo nuclear e aumento do numero de mitoses. A aparéncia
citoldgica é variada e ndo se observam células mioepiteliais®.

A lesdo papilar é raramente detectada pela mamografia, devido as suas
pequenas dimensdes e isodensidade radiolégica com relacdo ao parénquima
mamario®. Na ultrassonografia, embora infrequente, é possivel identifica-la como
area nodular vegetante ou como uma 4&rea localizada de dilatacdo ductal®. A
ductogalactografia (mamografia realizada ap6s injecdo de contraste radiopaco no
ducto que apresenta o derrame) é observada como uma falha de enchimento
arredondada ou como um ponto de parada do meio de contraste. Neste caso é
frequente o diagndstico de neoplasia maligna®.

A avaliacado citolégica da descarga mamilar pode sugerir um quadro de
papiloma, mas a sensibilidade para o diagnéstico de carcinoma é baixa®.

O diagndstico citopatoldgico, transoperatério e histopatoldégico das lesdes
papilares mamarias continua sendo um dos maiores desafios da patologia mamaria,
pois 0 aspecto papilar pode ser observado diversos tipos de lesbes mamarias
benignas e malignas’.

A dificuldade no diagndstico diferencial entre as lesées papilares benignas e
malignas, decorrente da baixa acuracia dos exames cito-histopatoldgicos
percutaneos e transoperatorios, reflete-se no tratamento clinico-cirdrgico destas
lesbes. Devido a esta dificuldade diagnéstica lesbes benignas de pequeno volume
sdo submetidas ao tratamento cirurgico sem necessidade, embora apenas 17%
destas lesdes apresentem-se como carcinoma papilifero intraductal (in situ) ou

invasor,® 0.



Mesmo sendo um método consagrado para o diagnéstico das lesdes
mamarias, a bidpsia aspirativa por agulha fina (BAAF) apresenta limitacdes para o
diagnéstico diferencial entre o papiloma intraductal e o carcinoma papilifero'".
Alteragbes celulares degenerativas, tais como as decorrentes do infarto das lesdes
papilares, podem ocasionar hipercromasia nuclear e pleomorfismo celular, que
aumentam o risco para os diagnésticos falso positivos. Assim, para melhorar a
sensibilidade e a especificidade do diagnostico das lesbes mamarias papilares, ha
necessidade de se complementar o exame citopatolégico com outros métodos
morfoldgicos®.

O exame anatomopatoldgico transoperatério por congelacdo possibilita o
diagndéstico do papiloma intraductal, mas a dificuldade para o preparo adequado do
material e a dificuldade para se identificar focos de carcinoma, fazem com que haja
preferéncia pelo estudo de material processado em parafina®.

Um dos métodos complementares que pode ser de grande auxilio no
diagnéstico diferencial é a imunocitoquimica (ICQ), que utiliza anticorpos especificos
para identificar antigenos celulares e tissulares por meio de uma reagao antigeno-
anticorpo, revelada por cromégenos e que pode ser observada por microscépio

6tico .



1.1 OBJETIVOS

1.

Analisar o perfil clinico e diagnostico anatomopatoldégico de casos
identificados como lesdo papilar em banco de dados de citopatologia
mamaria.

Avaliar o desempenho da imunocitoquimica, utilizando os marcadores Ki67 e
p63 em material de bidpsia aspirativa por agulha fina para o diagnostico
diferencial de lesGes papilares mamarias.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TUMOR PAPILAR DA MAMA

Os tumores papilares da mama foram classificados inicialmente, em 1905, por
Warren que em seu artigo propunha uma nova classificacdo dos tumores benignos
da mama'®. Anteriormente ao artigo, as lesdes papilares mamérias eram
consideradas malignas e tratadas por meio de cirurgia radical. Este foi o primeiro
estudo que sugeriu a necessidade da multidisciplinaridade na abordagem das
doengcas da mama e nele foi enfatizada a importancia da cooperacdo entre
cirurgides e patologistas'.

Warren classificava os papilomas como lesdes benignas (cistadenoma
papilar) e indicava como tratamento padrao a resseccao da lesdo em substituicdo a
mastectomia.

Em 1951, Haagensen et al”®

revisaram 367 pacientes com lesbes papilares
intraductais benignas das mamas. O estudo determinou as caracteristicas clinicas e
anatomopatolégicas como sdo bem conhecidas atualmente?®.

Os critérios para distinguir os papilomas do carcinoma papilar foram propostos
por Kraus e Neubecker, em 1962'®, e esta classificacdo, com pequenas
modificages, é utilizada até hoje'.

As lesdes papilares das mamas sdao um grupo heterogéneo de lesdes que se
caracterizam pela grande dificuldade do diagnéstico diferencial entre benignidade ou
malignidade'’.

Embora seja uma doenca relativamente rara, as lesdes papilares tém
apresentado uma maior incidéncia nos ultimos 10 anos. Rizzo observou uma
incidéncia de 8,1%, o0 que €& comparativamente superior a incidéncia de 2%
observada em publicagdes mais antigas'®.

A caracteristica comum a todos os tumores papilares é a formagéo do arranjo
papilar, demonstrado como proliferacao epitelial arborescente apoiada sobre um eixo

fibrovascular com ou sem a presenca de células mioepiteliais'®. A correta



caracterizacao da lesdo papilar € necessaria para determinar o curso do tratamento
a ser realizado'.

Sao consideradas lesbes papilares da mama o papiloma intraductal,
papilomatose, papiloma atipico, os carcinomas associados a papiloma e o carcinoma
ductal com ou sem invasdo'®. Lesdes atipicas sem caracteristicas infiltrativas sdo
melhores classificadas como neoplasia ductal intra-epitelial™®. A distingdo entre estes
subtipos nao é uma tarefa f4cil, além de se encontrar diferentes terminologias®.

Quando se utilizam os critérios clinicos dividem-se os papilomas em centrais e
periféricos. Os papilomas ductais centrais localizados em ducto terminal sao
geralmente Unicos e as lesdes periféricas, localizadas em ductos lobulares terminais,
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na maioria das vezes sao multiplas A maior incidéncia de malignidade é

encontrada nas lesdes periféricas quando comparada com as lesées retro-areolares

ou as da porcdo central da mama'””.

2.1.1 Apresentacgao Clinica

As lesbes papilares da mama apresentam baixa incidéncia e acometem
mulheres em qualquer idade, sendo os papilomas solitarios mais comuns na sexta

década de vida e os papilomas muiltiplos na idade entre os 40 e os 55 anos®'®.

Clinicamente € observada, em 72% dos casos, descarga mamilar uniductal
sanguinolenta ou serosa limpida, sendo mais comum nas lesdes centrais (86%) do
que nas lesdes periféricas (29%). Em alguns casos pode-se palpar uma massa ao
redor ou sob a aréola, mas também em qualquer setor da mama®. Dilatacdes ductais
retro-areolares podem ser identificadas pela mamografia e pela ultrassonografia
mamaria'®.

As lesbes de pequeno didmetro e muitas lesbes periféricas séo
assintomaticas e detectadas apenas em exames de imagem realizados como

medida preventiva'®.
2.1.2 Diagnéstico por Imagem

O encontro da lesdo papilar mamaria por método de imagem pode ser
realizado em exames de rotina, na investigacado de massa palpavel ou de descarga



papilar uniductal. Quando visiveis, em mamografia, as lesées uUnicas s&o geralmente
redondas ou ovais, bem definidas e com densidade semelhante a de um cisto
simples. Ja, a papilomatose mudltipla apresenta aspecto de massa nodular ou
microcalficacdes agrupadas’*?°.

Quando observada pela ultrassonografia mamaria visualiza-se area nodular
bem delimitada, no interior de um cisto unicameral ou dentro de um ducto dilatado.
Os papilomas multiplos podem ser identificados dentro de um sistema ductal
dilatado. Papilomas intracisticos ou intraductais apresentam um pediculo
vascularizado que ocasionalmente pode ser identificado ao estudo pelo doppler
colorido'#°,

A mamografia e ultrassonografia, a maioria das lesdes papilares é classificada
pelo Breast Image Reporting and Data System (BI-RADS) na categoria 4?°. Outra
consideracao envolvendo analise dos resultados mamograficos e ultrassonograficos
€ a auséncia de diferenciacao na aparéncia das lesdes papilares benignas daquelas
malignas, quando utilizados estes métodos de diagndstico?’.

Galactografia € o método de escolha para identificar as lesbes papilares
localizadas proximo ao mamilo e que apresentem descarga papilar espontanea.
Contraste iodado é infundido no ducto produtor da descarga e o papiloma sélido
apresenta-se como uma falha de enchimento ou uma interrupgéo abrupta do ducto
dilatado. Papilomas multiplos determinam véarias areas com falhas de enchimento'®.

Um novo método, a ductoscopia, abre uma nova possibilidade na
investigacdo desta doenca, possibilitando a avaliagdo do sistema ductal com a
realizacdo de lavado direcionado ou intervengao terapéutica®.

A ressonancia magnética (RM) da mama é um método altamente sensivel
para a deteccdo de papilomas intraductais, principalmente em mulheres jovens e
com mamas densas, embora na injecdo de contraste o realce da borda da leséo
possa imitar o carcinoma invasivo?®®. Nos casos de carcinoma in situ micropapilar,
que se apresenta apenas como distorcdo do parénquima nos demais exames de
imagem, a RM das mamas auxilia na analise da extenséo da lesédo para determinar
se a cirurgia conservadora pode ser indicada'®. A RM é uma ferramenta (til para
definir a extensdo pré-operatéria da lesdo e para excluir a multifocalidade, cuja

presenca influencia no planejamento cirirgico®.



Embora o auxilio dos métodos de imagem seja grande, nao sao
suficientemente sensiveis ou especificos para diferenciar as lesdes benignas das

malignas nos tumores papilares®'2.

2.1.3 Biodpsia Pré-operatéria e Transoperatoria

As técnicas empregadas para o diagnostico pré-operatério das lesdes
papilares sdo as mesmas para qualquer tipo de apresentacao clinica: a BAAF, a
biopsia por agulha grossa (core biopsy) com ou sem uso de dispositivo para
aspiracdo a vacuo. A técnica utilizada varia de acordo com cada servico e esta
associada & experiéncia adquirida com o método empregado®.

A classificacao precisa das lesdes papilares mamarias, baseada na citologia,
continua a ser um desafio. De particular importancia é a diferenciacao entre lesdes
benignas e malignas, para as quais varios autores descrevem técnicas que buscam
auxiliar nesta determinacdo. Entretanto, € ainda grande a discordancia entre
diagnésticos  citolégicos e os diagnosticos efetuados com o estudo
anatomopatolégico de peca cirtirgica'®.

Embora alguns autores sugiram que a auséncia de atipias no espécime de
core biopsy dos papilomas de mama possibilita o0 acompanhamento sem a
necessidade da remocao cirdrgica, uma estrita correlacdo clinica e radiologica
(mamografia e ultrassonografia) € necessaria para o correto diagnéstico. A
experiéncia do servico é fundamental para a seguranca e a acuracia do
diagnéstico™°.

O exame anatomopatoldgico transoperatério por congelacdo possibilita a
deteccdo do papiloma intraductal, mas apresenta limitagdes técnicas, fazendo com
que haja preferéncia pelo estudo em tecido fixado em formol e processado em
parafina®>. Mesmo no encontro de sinais histopatolégicos de carcinoma papilifero,
principalmente na apresentacéo intracistica, o diagnéstico pode ser suspeitado, mas

nao definitivo®*.
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2.1.4 Macroscopia

O papiloma solitario é geralmente bosselado, macio e friavel, cinza
avermelhado a fresco, localizado dentro de cisto formado por ducto dilatado com
liguido seroso ou hemorragico, por vezes ocupando toda a cavidade, sendo
envolvido pela parede do ducto onde foi formado. Varia em tamanho, desde menor
gue um centimetro até dois a trés centimetros quando localizado nos ductos
lactiferos®.

Papilomas multiplos podem estender-se através de ductos dilatados formando
massas maiores que dois centimetros. As lesdes benignas e malignas ndo podem
ser diferenciadas macroscopicamente, embora as maiores sejam mais sugestivas de
malignidade®.

2.1.5 Microscopia

A estrutura basica microscopica de um papiloma consiste em um eixo de
estroma fibrovascular, que € revestido por uma camada de células epiteliais e
mioepiteliais. As células epiteliais sao colunares ou cubdides e com pouco
pleomorfismo e hipercromasia nucleares e baixa atividade mitética®'* 192024,

O estroma papilar pode surgir de um ou de multiplos focos da parede do
ducto, e alguns papilomas desenvolvem estrutura mais complexa com crescimento
excessivo do estroma e hiperplasia do epitélio ductal, o que pode ocasionar fusdo
dos eixos papilares que nos casos mais acentuados determina formacdo do
papiloma intraductal sélido, onde todo o espaco entre os eixos fibrovasculares é
preenchido pelo epitélio ductal proliferado®'#1920:245

O epitélio do papiloma intraductal contém camada de células mioepiteliais,
que sao alongadas com nudcleo achatado ao longo da membrana basal.
Frequentemente ndo séo visiveis a microscopia convencional, necessitando estudo
IHQ para a sua adequada identificacdo. Estdo ausentes no carcinoma papilifero,
mas nos casos em que ha esclerose intensa a detecgdo pode estar prejudicada. A
auséncia das células mioepiteliais ndo permite o diagndstico conclusivo de

malignidade na les&o papilar®'*1920245
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A colagenizacao do estroma fibrovascular ocorre em alguns papilomas. Se a
colagenizagdo é acompanhada pela proliferacdo de miofibroblastos, estes podem
tornar-se distorcidos e o aspecto morfoldgico pode ser de carcinoma na periferia da
lesdo. Quando a esclerose do estroma é muito intensa a estrutura do papiloma é
eliminada e a lesdo residual torna-se cicatricial com escassos elementos
glandulares, tornando muito dificil a diferenciagdo com fibroadenomas®'41920:243,

As lesbGes papilares malignas acometem mulheres ap6s os 60 anos e
representam cerca de dois por cento dos casos de cancer mamario'>. Embora a
presenca de células mioepiteliais seja utilizada como critério para o diagndstico
diferencial entre carcinoma invasivo e carcinoma in situ, estudos imunoistoquimicos
revelaram que alguns carcinomas in situ podem néo conter tais células®.

O quadro 1 mostra de forma didatica as diferengas entre as lesdes no estudo

por microscopia 6tica'®.

Quadro 1 — Caracteristicas histopatoldgicas do papiloma e carcinoma papilifero

CARACT. HISTOPATOLOGICA PAPILOMA CARCINOMA PAPILIFERO
N2 de tipos celulares Dois tipos Um tipo
Nucleo Normocromatico Hipercromético
Metaplasia apécrina Presente Ausente
Padrao glandular Complexo Cribiforme
Tecido conetivo do estroma Proeminente Delicado ou ausente
Ductos adjacentes Hiperplasia intraductal Carcinoma intraductal
Adenose esclerosante As vezes presente Geralmente ausente

Modificado de Ibarra AJ. Papillary lesions of the breast. The Breast Journal. 2006; 12(3):237-51

2.1.6 Implicacoes Clinicas

Os métodos consagrados para o diagnostico das lesées papilares mamarias
sédo a histopatologia, utilizando-se cortes corados com hematoxilina-eosina (HE) e
mais recentemente os métodos IHQs'®.

Ao analisar uma série de casos com tumores papilares benignos, de
malignidade incerta ou malignos, Kil et al ndao observaram alteragbes significativas

quanto aos sintomas clinicos e a idade das pacientes'®.
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A presenga, a auséncia e a distribuigdo das células mioepiteliais € um dos
recursos mais uteis para distinguir entre os varios tipos de tumor papilar da mama.
Sua presenca pode ser de dificil deteccao com a coloracao HE, sendo necesséria a
realizacao de técnica IHQ com a utilizacdo de marcadores especificos para estas
células, tais como a actina de musculo liso, calponina, miosina de cadeia pesada,
p63 entre outros”?%®,

O algoritmo representado no quadro 2 demonstra a abordagem a ser
programada para as lesdes papilares baseada na avaliacdo das células mioepiteliais

nestes tumores.

Quadro 2 - Algoritmo da abordagem a ser programada para as lesbes papilares
baseada na avaliagao das células mioepiteliais

Lesdo Papilar — presenca
de célula mioepitelial

— \

Sim

Linha de nucleos de
células mioepiteliais
em toda a lesdo

Auséncia de células
mioepiteliais em areas
com proliferagdo epitelial

Papiloma
intraductal
benigno

Atipia arquitetural ou
atipia citoldgica de baixo

Atipia citologica de

Apenas células
epiteliais
neoplasicas

grau com proliferagdo
epitelial

J

| <3mm I

alto grau

\l Carcinoma
papilar
intracistico

Sim

>3 mm |

N

Papiloma intraductal
benigno com hiperplasia \[/
epitelial usual

Carcinoma ductal
in situ dentro
papiloma

Hiperplasia
ductal atipica
dentro papiloma

(Modificado de Mulligan AM, O’Malley FP. Papillary lesions of the breast, a review. Adv Anatol
Pathol. 2007; 14:108-19)

Outro fator considerado é a auséncia de metaplasia ap6crina nas lesdes
papilares benignas, mas este detalhe anatomopatolégico ndo é consenso entre os
patologistas®.

Persiste acentuada divergéncia entre os autores sobre o manejo cirurgico dos
casos com diagnostico pré-operatério de lesdo papilar, seja em biépsia por agulha
grossa ou BAAF. Mesmo com incidéncia que varia entre 0 a 36% de lesdes malignas
ou pré-malignas encontradas nas lesbdes papilares com diagnostico pré-operatério
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por puncao, a maioria dos estudos sugere realizar a exerese da mesma para estudo
histolégico de todo o material”81820:304,

A excisao cirurgica dos papilomas mamarios é recomendada por Sakr et al
baseado nos dados encontrados em seu material, que demonstra incidéncia de 8%
de malignidade nas lesdes com diagnéstico pré-operatorio de benignidade em
biopsia por agulha grossa. A presenga de microcalcificagdes e a idade maior que 50
anos foram os fatores independentes relacionados com o risco de malignidade nas
lesdes papilares mamarias*.

Em estudo de Zografos et al, mesmo quando utilizaram bidpsia por agulha
grossa com aspiragdo a vacuo (mamotomia) foi encontrada taxa de substimacéo
diagndstica de 3,6%, embora tenha sido utilizada apenas a andlise por microscopia
otica convencional. Os casos que apresentaram uma lesdo maligna na analise da
peca estavam todos associados a outras lesdes proliferativas como hiperplasia
ductal atipica, neoplasia lobular ou cicatriz radial. Os papilomas puros obtiveram
concordancia total entre a bidpsia pré-operatéria e o estudo anatomopatolégico da
peca cirtrgica®.

Mesmo enfatizando que ndo existe consenso e que mais estudos s&o
necessarios para comprovar a seguranga do método proposto, Kil et al sugerem que
lesbes papilares centrais com até 1,5 cm e com bidpsia por agulha grossa negativa
para malignidade e com auséncia de atipias possam ser apenas acompanhadas.
Quando quaisquer destes parametros sejam discordantes a ressecg¢ao torna-se
obrigatéria'®.

Em analise baseada na revisdo de 21 bidpsias por agulha grossa com
diagnéstico de lesao papilar, onde comparam com o resultado definitivo do exame
anatomopatolégico do material fixado em parafina, Carder et al concluiram que seus
resultados confirmaram a exatiddo da biopsia por agulha grossa nas lesbes
papilares e que as lesdées B3 (lesbes de potencial maligno incerto na classificacao
do National Coordinating Committee for Breast Screening Pathology) ndo precisam
ser necessariamente removidas®.

Em estudo que avaliava a bidpsia por agulha grossa e a mamotomia nas
lesbes papilares mamarias, Ashkenazi et al recomendavam que aqueles casos que
nao apresentem atipias possam ser apenas acompanhados, sem a necessidade da
exerese da lesdo, desde que alguns cuidados sejam tomados: o material
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anatomopatoldgico deve ser analisado por mais de um patologista com experiéncia
em patologia do tecido mamario, os exames de imagem devem ser concordantes
com o resultado do exame anatomopatoldgico, os pacientes devem concordar com
um controle clinico rigoroso e por métodos de imagem repetidos por um periodo de
dois a trés anos e estarem cientes que ndo existe uma recomendagéo definitiva para
a abordagem das lesdes papilares®”.

Quando se analisou publicagdo sobre a abordagem das lesbes papilares
mamarias em trabalho de Jung et al, realizado com avaliagdo pré-operatéria por
agulha grossa foi observado risco de 6,3% da lesédo diagnosticada como benigna,
mostrou-se como maligna no material excisado em cirurgia. Os fatores mais
significativos desta discordancia diagnéstica foram a presenca de nédulo palpavel ao
exame clinico e a observagdo de uma massa a mamografia. Sugeriram que em
pacientes de baixo risco a ressec¢do nao seja realizada, embora devam ser

seguidas cuidadosamente®®.

2.2 BIOPSIA ASPIRATIVA POR AGULHA FINA (BAAF) NAS LESOES
PAPILARES DA MAMA

A primeira publicacdo sobre a BAAF foi apresentada por Martin e Ellis, em
1930, que relatavam suas experiéncias no Memorial Sloan-Kettering Cancer Center
de Nova lorque®. Foi, posteriormente, difundida na Escandinavia por Stewart onde a
técnica foi aceita e realizada em especial pelos citopatologistas*.

Nos Estados Unidos, houve muita relutancia para a aceitacdo do método. De
um lado, os patologistas, inseguros em emitir diagnostico baseado apenas na
aparéncia das células isoladas e do outro, os cirurgides, apreensivos pelo risco do
resultado falso-positivo*'.

Na Europa o ritmo de desenvolvimento da BAAF foi mantido, especialmente
na Suécia. Entre 1967 e 1974, Zajicek e Franzen publicaram os resultados de seus
cuidadosos e abrangentes estudos, compartilhando mundialmente suas
experiéncias*.

Com as mudancas na economia médica nos Estados Unidos, resultando em
aumento dos métodos de controle para a reducao dos custos, incentivou-se a BAAF
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como meétodo diagndstico para os tumores mamarios. Além disso, estudos
prospectivos demonstraram que o trauma local, determinado pela biopsia
percutdnea ndo aumentava o risco de metastase e nao alterava a sobrevida das
pacientes submetidas a BAAF*'.

Em 1977, Bolmgren et al desenvolveram a técnica da bidpsia estereotaxica
para as lesdes néo palpaveis de mama com a utilizacdo de agulha para a coleta de
material. No mesmo ano, estudo de Nordenstrom e Zajicek comprovou que esta
técnica tem a mesma acurdcia da biépsia excisional*’.

A biopsia aspirativa por agulha fina (BAAF) tem sido bem documentada ha
algumas décadas como um procedimento diagnéstico efetivo na avaliagdo das
lesbes mamarias, apresentando alta sensibilidade e especificidade para a deteccéao

do carcinoma mamario'' 242

, embora seja criticada, quando em comparagdao com a
bidpsia de agulha grossa, pela incapacidade de diagnosticar lesbes especificas,
como papilomas, no espectro das lesdes proliferativas da mama®®. A mesma
dificuldade é encontrada na diferenciacao entre o fibroadenoma e o carcinoma de
baixo grau®.

A BAAF pode, mais frequentemente, apresentar material insuficiente para
analise e devido a este fato dificultar o estudo por imunomarcadores (cito-
histoquimicos)**.

O exato diagnéstico das lesdes papilares na BAAF torna-se um desafio pela
superposicao das caracteristicas citolégicas benignas e as proliferacdes epiteliais*" .
As lesdes papilares das mamas compreendem um grupo variado de proliferacdes
epiteliais, que incluem hiperplasia epitelial ductal com componente de alteracédo
microcistica, papilomas solitarios ou multiplos (papilomatose), carcinoma in situ
(micropapilar, solido ou papilar intracistico) e até o carcinoma invasor (papilar puro
ou como componente de carcinoma ductal)*.

O manejo das lesdes papilares mamarias identificadas em diagndstico pré-
operatério permanece controverso*’. A BAAF e a bidpsia com agulha grossa
apresentam armadilhas e a necessidade de remocgao cirurgica de todas as lesdes
papilares deve ser revista®.

A presenca e a quantidade de células mioepiteliais, nucleos bipolares nus em

segundo plano e alteracbes na arquitetura da célula ductal foram, de acordo com
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Tse et al, as Unicas caracteristicas citolégicas uteis e consistentes na distincao das
les6es mamarias com padrao papilar no material coletado através de BAAF*,

Os esfregacos obtidos pela BAAF das lesbGes papilares apresentam alta
celularidade, com grupamentos grandes constituidos pela mistura de tecido, estroma
e células ductais e outros fragmentos menores, com proeminéncia de células
mioepiteliais e ndcleos nus bipolares, e algumas células isoladas®. A presenca de
areas estreladas e fragmentos de tecido com aspecto reticular sugerem lesao
papilar, jA a presenca de estruturas tubulares estda mais relacionada com outras
alteracées proliferativas nao papilares®.

Revisando 23 casos de papilomas e 11 casos de carcinoma papilar no
diagndstico histoldgico, que haviam sido avaliados com BAAF no pré-operatorio,
Gomes-Aracil et al observaram erro significativo na analise comparativa entre os
dois exames, com caracteristicas que se sobrepdem. A presenca de atipias celulares
e fragmentos com papilas longas e delgadas, com bordas ramificadas, sugeriram
carcinoma papilar’.

Em estudo prospectivo Field e Mark, avaliando BAAF nas lesGes papilares,
observaram que fragmentos de tecido com conformacao estrelada e em malha
associados a fragmentos papilares de tecido apresentavam um elevado valor
preditivo positivo para papiloma mamario (0.93 — 0.98)*.

Em analise retrospectiva de BAAFs utilizadas no diagnéstico pré-operatério e
com diagnostico anatomopatoldgico, Gomes-Aracil et al observaram varios fatores
que caracterizaram diferengas entre o papiloma mamario e o carcinoma papilifero,
desde o aspecto do esfregaco (hemorragico no caso do carcinoma e seroso nos
papilomas) e principalmente das caracteristicas morfolégicas ao estudo citol6gico do
material. Concluiram que em muitos casos a diferenciacao entre lesées benignas e
malignas é possivel baseada apenas no diagnéstico citolégico da BAAF, mas se
houver qualquer davida a bidpsia cirdrgica deve ser realizada™.

Dawson e Multford reavaliaram 29 casos de lesées papilares com diagndstico
pre-operatério por BAAF e observaram que os casos com maior celularidade e
grande numero de células isoladas favoreciam o diagndstico de carcinoma papilifero.
Hiperplasia e estratificacdo nuclear, algumas caracteristicas das células de fundo
(como por exemplo, a auséncia de metaplasia apécrina) ajudaram no diagnéstico

diferencial®'.
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O Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos da América (NCI) ao
elaborar as diretrizes para a BAAF maméria colocou as lesdes papilares da mama
na categoria indeterminada, devido aos critérios de diferenciacao citolégica entre
lesbes benignas e malignas ndo estarem bem estabelecidos®’.

Em estudo prospectivo, Valdes et al demonstraram perda significativa na
determinacao de malignidade nas biopsias pré-operatorias com diagnostico de lesdo
papilar quando usado bidpsia estereotaxica (12%), bidpsia com agulha grossa
guiada por ultrassonografia (35%) ou BAAF guiada por ultrassonografia (30%) e
baseado nestes dados sugeriram a obrigatoriedade da exerese cirurgica das lesdes
papilares diagnosticadas por puncgdo-bidpsia, mesmo na auséncia de atipias no
material®’.

Gendler et al avaliaram casos de puncao-bidpsia utilizando BAAF ou bidpsia
com agulha grossa, guiados por ultrassonografia ou estereotaxia com diagnostico de
lesdo papilar e observaram a presenca de 36% de hiperplasia ductal atipica nos
diagnésticos. Considerando estas observacoes, sugeriram a resseccao cirurgica de
todas as lesdes papilares com diagnéstico em bidpsias percutaneas®.

Ao avaliarem comparativamente, em estudo retrospectivo, BAAF com bidpsia
com agulha grossa, Masood et al ndao encontraram alteracbes significativas no
diagnéstico das lesdes papilares®®. Observacdo que é corroborada por Gendler et
aP?. Cheng et al, em estudo retrospectivo observaram maior acuracia na biépsia por
agulha grossa em comparagdo com a BAAF no diagndstico pré-operatério das
lesdes papilares mamarias®.

Em outro estudo retrospectivo, Sohn et al observaram uma inaceitavel taxa de
malignidade no estudo anatomopatolégico das lesdes papilares mamarias
extirpadas, quando a puncéao-bibpsia realizada apresentava atipias. Sugeriram que
seja usada bidpsia por agulha grossa no lugar da BAAF para reduzir os erros de
amostragem no material. Nos diagnésticos de lesbes papilares mamarias benignas
(auséncia de atipias) em bidpsia por agulha grossa associadas a mamografia padrao
BI-RADS 3 indicaram realizar vigilancia com mamografia seriada. Indicacbes para
exerese cirurgica devem incluir casos de discordancia radiolégica (mamografia,
ultrassonografia ou ressonancia magnética), preferéncia do cirurgido ou da paciente,

e associacdo com outros fatores de risco para neoplasia maligna mamaria®°.
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Estudo publicado por Cheng et al apresentou mudanca diagnostica, de
benigno para maligno, em 9,21% das lesdes papilares estudadas por bidépsia com
agulha grossa e BAAF. Os fatores mais significativos observados nestes casos
foram a idade maior do que 45 anos e a presenca de atipias celulares. Ja o tamanho
€ 0 numero das lesbes ndo apresentaram significancia. Ao discutirem os dados
encontrados consideraram prudente a resseccao cirargica das lesdes papilares
benignas da mama identificadas no diagndstico pré-operatério®. Em estudo
semelhante, Jayaram et al observaram que 49,2% das lesdes papilares se

mostraram malignas na histologia, e sugeriram a excisdo urgente destas®®.

2.3 IMUNOCITOQUIMICA (ICQ) DAS LESOES PAPILARES DA MAMA

A ICQ e a IHQ sao métodos de analise molecular, que utilizando-se da reagéao
antigeno-anticorpo, procuram identificar marcadores especificos de cada célula ou
tecido, observaveis ao microscépio éptico’’.

A primeira técnica de ICQ foi introduzida por Coons et al em 1942 e
compreendia a conjugacao de um anticorpo com um corante fluorescente. O
primeiro composto a ser utilizado foi o isocianato de fluoresceina, sendo substituido
posteriormente por isotiocianato de fluoresceina e por outros de maior facilidade de
conjugacdo, como as enzimas peroxidase, fosfatase alcalina e glicose oxidase®”.

Esta técnica consiste em um conjunto de reacbes especificas, baseada na
interacdo antigeno com anticorpo, que ao final do processo conferem cor ou
eletrodensidade a estrutura em estudo. Esta metodologia permite a conjugacao de
um marcador a um anticorpo, como exemplo proteina ou composto sintético, sem
causar dano a ligacao estabelecida entre o antigeno e o anticorpo, possibilitando a
observagcdo microscopica dos locais ocupados pelos anticorpos e
consequentemente pelo antigeno, seja em um componente normal ou patolégico'.

Este método é utilizado como adjuvante nos estudos de morfologia e na
elucidacdo da natureza bioquimica complexa de uma variedade de doencas
infecciosas e neoplasicas. Por auxiliar na identificagdo da origem anatémica e ou
embriolégica das células por meio da localizagdo de marcadores intracelulares
especificos, é especialmente utilizado nas neoplasias indiferenciadas auxiliando a
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aumentar as possibilidades de diagnéstico na determinagcdo no sitio primario do
tumor8.

A interpretacdo das reacdes dos imunomarcadores nos esfregacos para
estudo citolégico é mais dificil do que no material fixado em parafina. A razao para
esta dificuldade € que o citoplasma das células arrancadas de seu estroma é
frequentemente fragil e difusamente disperso no fundo do esfregaco. Além disso, a
presenga de sangue, soro ou produtos de secrecdo e outros residuos, dificultam a
identificagdo de células coradas positivamente®'.

O tipo de fixacdo dos esfregacos citoldgicos interfere na coloracado 1ICQ. A
recuperagao antigénica ndo é possivel em material fixado ao ar, como os utilizados
na coloracdo de Giemsa, principalmente na identificacdo da proteina Ki67.
Esfregacos citoldgicos fixados em alcool, utilizados quando a técnica € a de
Papanicolau, permite o processamento adequado para a coloracdo ICQ*®.

Bozzetti et al, com o intuito de melhorar a aplicabilidade da ICQ em
esfregacos decorrentes de BAAF dos tumores mamarios, sugeriram que as agulhas
utilizadas na puncao continham em seu interior material celular suficiente para ser
utilizado na ICQ, o que melhorou a acuracia do método na BAAF. O estudo concluiu
que € possivel realizar avaliacao de fatores prognosticos em material de BAAF, mas
ndo comparou com os resultados do exame feito sobre o esfregago ja fixado em
lamina'".

Wong et al demonstraram em estudo realizado em 135 casos de lesdes
mamarias, que a ICQ aplicada em esfregagcos de BAAF auxilia no diagnéstico
diferencial entre lesdes malignas e benignas, principalmente nos carcinomas de
baixo grau®’.

Entre os marcadores ICQs, um dos utilizados como fator prognéstico é o Ki67,
gue se expressa em células proliferativas nas fases G tardia, S, G2 e M, mas néao na
fase Gop do ciclo celular. Pode também ser utilizado para diferenciar tumores
malignos de tumores benignos®'. A expressdo do Ki67 em tecido normal ou lesées
benignas é baixa (< 1,5-2%)°%. Utilizado no diagnéstico diferencial de varias lesdes
proliferativas da linhagem linféide como hiperplasia folicular, linfoma folicular, linfoma
de Burkitt e de Hodgkin. Também pode ser aplicado como fator prognéstico em
linfomas ndo Hodgkin, gliomas, sarcomas de partes moles e mama (neste caso seu

emprego como fator progndstico é controverso)®'.
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Em uma avaliacdo que comparou BAAF e estudo histolégico para o
carcinoma primario da mama, Sianesi et al obteviveram concordancia de 93,3% para
o Ki67, o que demonstrou a aplicabilidade desta imunorreacdo no material de
BAAF®,

Para o diagndstico diferencial das lesées papilares (entre lesdo benigna e
maligna) utiliza-se o p63 que no tecido normal da mama apresenta
imunorreatividade para células basais e co-expressdo como marcador de células
mioepiteliais, presentes no papiloma mamaério, mas ndo no carcinoma papilar’®. O
p63 € um marcador do nucleo da célula mioepitelial e raramente marca o nucleo da
célula epitelial da lesao papilar, nao apresentando reacao cruzada com a célula do
estroma. Por estas razdes é o marcador de escolha para deteccdao de células
mioepiteliais®>. Ainda em avaliagdo das neoplasias mamarias é aplicado na
diferenciacéo de carcinoma ductal in situ e lobular in situ'®. Outras aplicagées podem
ser realizadas em carcinoma de préstata, linfoma n&o Hodgkin, melanoma e
gliombastoma®’.

Preocupados com a reprodutibilidade dos resultados, e, portanto com a
confiabilidade dos exames de ICQ, Confortini et al analisaram resultados de
pesquisa de receptores hormonais € do Ki67 realizados em material de BAAF de
mama dos arquivos do Centro de Centro de Estudos e Prevengdo de Cancer em
Florenga, revisando-os em seis outros centros italianos. Observaram que ndo houve
discordancia com relacao aos receptores hormonais, mas grande discrepancia com
o Ki67 foi encontrada®.

Os motivos da baixa concordancia entre os exames de ICQ na determinacéo
do antigeno Ki67 estariam relacionados a resultados falsos positivos na coloracao
do citoplasma durante o processo de fixacdo e coloracdo, presenca acentuada de
células de gordura e eritrécitos, coloragdo heterogénea do nucleo, a procura de
campos microscopicos que tenham apenas as células malignas e a n&o utilizagéo de
critérios pré-definidos®.

Segundo Confortini et al, para melhorar a qualidade do exame 1CQ e
aumentar a concordancia do diagnéstico entre os laboratérios € necessario a
padronizacdo dos métodos, estabelecer pontos de corte comuns para os resultados

positivos e negativos, promover intercambio entre os laboratérios como controle de
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qualidade dos exames, implementar o uso de sistema computadorizado de analise
das imagens®*.

Na confirmacao diagnéstica das lesdes papilares o uso de imunomarcadores
auxilia tanto nas biépsias percutaneas (BAAF e bidpsia por agulha grossa) como no
estudo anatomopatolégico das pecas cirdrgicas®.

Nos estudos que utilizaram a IHQ como critérios diagnésticos e na distingcao
entre benignidade ou malignidade das lesdes papilares, sejam no diagnéstico pré-
operatério como no anatomopatolégico da peca cirdrgica, podem ser utilizados
diferentes marcadores celulares de superficie. Os mais usados foram CD44, CD10,
p63, actina de mdusculo liso, citoqueratinas CK5 e CK6, sempre buscando a
identificacdo da presenca de células mioepiteliais”'3:19-20:24.28.37

Para definir fatores progndsticos, Bozzetti et al utilzaram exclusivamente 1CQ
nas BAAF realizadas nas lesbes mamarias. Foram realizados dois marcadores, qual
sejam o Ki67 com ponto de corte 8,4% e p53 com ponto de corte 1% das células
analisadas. Os resultados foram satisfatérios, mas a sua aplicabilidade no
diagnéstico pré-operatério néo foi avaliada®.

Leal et al, em estudo sobre carcinoma ductal intracistico (CDI), analisaram a
determinacao de Ki67 em BAAF e também no material incluido em parafina,
avaliaram a positividade deste marcador no CDI isolado que foi de 8,8% (3,7 a
22,1%), no CDI associado a carcinoma ductal in situ de 9,8% (3,6 a 16,7%) e CDI
associado a carcinoma invasor de 11,2% (3,0 a 18%). Nao observaram diferenca
significativa na analise dos dados®.

Para melhorar o diagndstico citolégico nas BAAFs das lesbes papilares,
considerada por muitos como zona cinzenta, Midulla et al realizaram estudo
retrospectivo de 37 casos com resultados citolégicos incertos e com diagnéstico
firmado com a histologia. Utilizaram estudo ICQ com Ki67 e bcl-2, encontraram
resultados altamente significativos (p<0,001) para positividade nos casos malignos
com o Ki67. Com bcl-2 néo foi observada henhuma associagao®’.

Ao revisar biopsias percutdneas com diagnéstico de lesbes papilares em trés
centros de patologia e submeter o material a avaliacdo com estudo IHQ (painel
utilizando p63, calponina e citoqueratina 5-6 (CK 5-6)), Douglas-Jones et al
observaram uma melhora altamente significativa na acuracia do diagnéstico pré-

operatério, de 44% na avaliacdo convencional corada pela hematoxilina-eosina, para



22

91% no exame com IHQ, ao se comparar com o diagndstico definitivo do material
removido cirurgicamente®®.

Em estudo IHQ de material de biépsias percutanea com agulha grossa, Shah
et al utilizaram CK 5-6, calponina e p63. Embora ndo tenham definido os critérios
adotados para a positividade destes imunomarcadores, a analise dos dados
demonstrou que a associagdo da microscopia 6tica convencional e a IHQ foi capaz
de aumentar o valor preditivo positivo, o valor preditivo negativo, a especificidade, a
sensibilidade e acuracidade do diagnéstico. Embora ndo houvesse no estudo analise
estatistica que avaliasse a significancia do método empregado, os autores
concluiram que lesbes papilares mamarias com bidpsia percutanea sem sinais de
atipias histolégicas (associadas ao painel de IHQ) e sem sinais suspeitos ao estudo
radiolégico ndo requerem excisao cirlirgica, apenas controle®®,

Ao avaliarem material submetido a processamento em parafina cujo
diagnéstico era de lesao papilar, Troxell et al reafirmaram a dificuldade na
diferenciacao das lesdes papilares benignas e malignas, mesmo no exame da peca
cirurgica, e propuseram teste com IHQ utilizando actina de musculo liso (que
identifica presenca de actina nas células e, portanto ndo exclusiva de células
mioepiteliais), painel de marcadores de células mioepiteliais (caponina, p63 e P-
cadherina) e CD44 (marca componentes epiteliais e mioepiteliais das lesdes
papilares). Consideraram positivos os exames com expressao 1+. Concluiram que a
associacao de caponina com p63 sdo mais efetivos para auxiliar nos casos onde
encontra-se dificuldade no distinguir a presenca de malignidade nas lesdes
papilares®®.

Hill et al avaliaram, em estudo, a presenca de células mioepiteliais em
biépsias por agulha grossa em lesdes papilares com IHQ, utilizando o p63, calponina
e miosina de musculo liso, no diagnostico diferencial entre lesbes benignas e
malignas. Observaram alta sensibilidade e especificidade na determinagdo das
células mioepiteliais com a marcagcdo pelo p63, sem reacdo cruzada com
miofibroblastos ou musculo liso da parede vascular. Apesar desta capacidade de
determinacao da célula mioepitelial, os autores ndo recomendaram a sua utilizacao
na forma isolada devido a apresentar uma coloragdo nuclear muito descontinua,
sugeriram a sua associacdo com calponina ou miosina de mausculo liso. A

diferenciacao entre carcinoma in situ e invasor nédo foi recomendada pelos autores
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em material de puncao bidpsia, devido a amostragem do material ndo conter
adequadamente as margens da lesdo?.

Propondo um novo painel de IHQ, Moritani et al associaram trés grupos de
imunomarcadores para diferenciar carcinoma intraductal papilifero de papiloma
intraductal com hiperplasia ductal, em material fixado em parafina. Na composicéao
do painel foram utilizados marcadores de células mioepiteliais (p63, calponina e
CD10), marcadores neuroenddcrinos (cromogranina A e sinaptofisina) e
citoqueratinas de alto peso molecular (CK 34BE-12). Concluiram os autores que
apresentam alta probabilidade de malignidade quando dois dos seguintes critérios
estiverem presentes: auséncia de células mioepiteliais (<10% de positividade),
citoqueratina de alto peso molecular negativa (<10%), marcadores neuroenddcrinos
positivos (>10%).

Em revisédo realizada por Moriya et al, sobre avancos em IHQ, os autores
reafirmaram que a utilizacdo dos marcadores de células mioepiteliais (p63,
calponina, miosina, CD10, actina de musculo liso) ndo sao suficientes quando
utilizados de maneira isolada na diferenciacdo das lesdes papilares benignas e
malignas’®, afirmacao corroborada por Schenka et al’'. A utilizacdo de citoqueratinas
(CK 5-6 e CK 34BE12) foi bastante seletiva na avaliacao das lesdes papilares e na
hiperplasia ductal atipica”.

Quando avaliaram lesbes papilares com diagnostico pré-operatério realizado
com biopsia de agulha grossa e compararam com resultado de exame
anatomopatoldgico, Tse et al utilizaram trés marcadores IHQs (receptores de
estrogeno, citoqueratina 14 e p63) conseguindo reduzir de 79% para 30% a
discordancia entre os exames. Observaram, entretanto que os falsos positivos e os
falsos negativos nao foram totalmente eliminados’?.

Estudo prospectivo realizado por Harton et al com obtengdao de BAAF de
lesbes papilares no que foi avaliada a expressédo do p63 e comparada com o estudo
do material ressecado e fixado em parafina. Analisaram a imunorreacao citoquimica
separadamente nas células agrupadas (clusters) e nas células isoladas obtendo os
mesmos resultados dentro do mesmo material. Concluiram no artigo que as lesdes
malignas e benignas apresentam uma significativa diferengca na coloracdo do p63
nas laminas de BAAF. Também afirmaram que o uso da ICQ com p63 quando
aplicada nas BAAFs, nas quais o diagnéstico ndo pode ser conclusivo quando
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baseado apenas na morfologia, aumenta a especificidade e os valores preditivos
positivos e negativos*®.

No futuro, o desenvolvimento de novos marcadores especificos para
descarga ou lavado mamilar, podem aumentar a deteccdo das lesbes papilares
mamarias malignas antes da cirurgia®*.
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3 METODO

Projeto de pesquisa avaliado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia
Universidade Catdlica do Parand, protocolo CEP 5372 e aprovado através do
parecer nimero 0003492/09 de 04 de novembro de 2009.

Estudo retrospectivo com analise de 1.774 casos de BAAF, coletados entre
janeiro de 2003 e setembro de 2009 no banco de citopatologia mamaria do
laboratério de Patologia Médica em Ponta Grossa (PR), com levantamento de 32
casos de lesdes papilares da mama com diagnostico através de Bidpsia aspirativa
por agulha fina (BAAF). Material e diagnésticos revisados no mesmo laboratorio,
validados 14 casos como amostra da pesquisa.

Dados e histéria clinica, exame fisico e exames complementares levantados
dos prontuarios dos pacientes. Para a analise e classificagdo dos exames de
mamografia e ultrassonografia mamaria foram utilizados os critérios do sistema
Breast Image Reporting and Data System (BI-RADS) do Colégio Americano de
Radiologia, versao 2003"°.

Realizado estudo imunocitoquimico (ICQ) do material contido nas laminas de
BAAF utilizando o marcador para célula mioepitelial p63** (marca DAKO Clone 4A4)
e o indice proliferativo Ki67'" (marca DAKO Clone MIB-1). Exame (coloracéo)
realizado no laboratério referéncia de Anatomia Patoldégica do Hospital A. C.
Camargo, Sao Paulo - SP. Interpretacado das laminas e emissédo do diagnéstico 1ICQ
realizados no laboratério Patologia Médica, Ponta Grossa - PR.

Foram revisadas as laminas dos exames anatomopatoldégicos dos casos
removidos cirurgicamente referentes as BAAF (com recorte dos blocos quando
necessario), estudadas em microscépio 6ptico Olympus modelo BX41 no laboratério
Patologia Médica em Ponta Grossa - PR.

Foram critérios de inclusdo, BAAF com diagndstico pré-operatério de lesao
papilar, realizadas entre janeiro de 2003 e setembro de 2009, e cujas pacientes
tenham sido submetidas a resseccéo cirurgica com analise histolégica do material.

Foram critérios de exclusdo pacientes cujas laminas de BAAF tenham sido

coradas apenas pelo método de Giemsa®®, os casos que todas as laminas de BAAF
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tenham sido consideradas insatisfatrias na revisdo pelo patologista do laboratério
de anatomia patolégica e os casos em que houve descolamento do material fixado
da lamina no processo de coloracao da ICQ.

Realizou-se a coleta do material da BAAF a méao livre nos casos de nodulos
palpaveis ou guiada por ultrassonografia nas lesées nodulares impalpaveis. Utilizou-
se agulha hipodérmica descartavel 25 x 7 mm (22 gauge) ou 40 x 8 mm (21 gauge)
acoplada a seringa descartavel de 20 ml e como dispositivo auxiliar para realizacao
da aspiragdo usou-se a pistola de Cameco**’*. O esfregago do material aspirado foi
realizado em numero variavel de laminas, com minimo de seis, e 0 material fixado
em &lcool 70-90% ou secos ao ar*?’*. Para a anélise ICQ foram utilizadas apenas os
materiais fixados no alcool, sendo o0s secas ao ar (coradas pelo método de Giemsa)
excluidos do estudo®®.

Descricdo da técnica de coloragdo por imunocitoquimica empregada’:

a) hidratagcdo das laminas em agua corrente;

b) bloqueio da peroxidase enddgena: banho por cinco minutos em Peréxido

de hidrogénio/Metanol (50% Peréxido de Hidrogénio 10 volumes, 50%
metanol);

c) lavagem em solucéo salina tamponada (PBS);

d) blogueio de proteinas: 20 minutos com Bloqueador de Proteinas

(DAKO);

e) incubacdao do anticorpo primario por duas horas a temperatura

ambiente (Ta) em camara umida;

f) lavagem em PBS;

g) incubacdo com anticorpo secundario (Advance HRP Link -DAKO) por 30

minutos (Ta);

h) lavagem em PBS;

i) incubacdo com polimero ( Advance HRP enzyme- DAKO) por 30

minutos(Ta);

j) lavagem em PBS;

K) revelacdo da reacdo com cromdgeno diaminobenzidine (DAB) por cinco

minutos (Kit Liquid DAB+ Substrate Chromogen System; DakoCytomation,
Carpinteria, California);

l) lavagem em agua corrente;
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m) contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris por dois minutos;

n) lavagem em agua corrente por cinco minutos;

0) desidratacdo em alcool, Xilol, montagem em meio permanente (meio de
montagem sintético para IHQ).

Na avaliacdo dos dados obtidos pela ICQ, o material marcado com Ki67 foi
definido como negativo quando o marcador foi expresso em até 10% das células
analisadas e positivo quando o niimero de células marcadas foi maior que 10%*>.
A analise do p63 foi realizada separadamente nas células soltas e nos
agrupamentos celulares, sendo considerado positivo quando foram marcadas 25%
ou mais células no material avaliado (maior que 1+)?”**%, Foi realizada analise dos
resultados dos imunomarcadores individualmente e comparativamente. Estes
resultados foram relacionados com os diagnosticos anatomopatolégicos dos blocos
cirurgicos.

Para analise o material foi dividido, de acordo com o resultado do exame
histopatoldgico, em benigno (lesées proliferativas sem atipias e as neoplasias
benignas), atipico (lesdes proliferativas com atipias ou as de comportamento incerto)
e maligno (diagnéstico de neoplasia maligna). Em decorréncia do pequeno numero
de casos e para aumentar a expressdao da amostra, foram agrupados segundo
critérios clinicos os casos atipicos e malignos. Os resultados foram avaliados
utilizando-se desta diviséo.

Na analise estatistica os resultados obtidos no estudo foram expressos por
médias, medianas, valores minimos, valores maximos e desvios padrdes (variaveis
quantitativas) ou frequéncias e percentuais (variaveis categéricas). Para avaliar a
associacao entre variaveis categoricas foi considerado o teste exato de Fisher. A
comparacdo de grupos definidos pelo tipo de lesdo, em relacdo a variaveis
quantitativas, foi feita usando-se o teste t de Student para amostras independentes
ou o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, quando apropriado. Para avaliacao da
qualidade dos marcadores, foram estimados os valores de sensibilidade e
especificidade. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados
foram organizados em planilha Excel e analisados com o programa computacional
Statistica v.8.0.
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4 RESULTADOS

Na analise do banco de dados da citopatologia mamaria do laboratério
Patologia Mamaria de um total de 1.774 casos foram localizados 32 com diagndstico
citolégico pré-operatério com bidpsia aspirativa por agulha fina (BAAF) de tumor
papilar, representando 1,8% (figuras 1 e 2). Foram excluidos 18 casos seguindo os
critérios determinados no método da pesquisa, perfazendo o total da amostra de 14

casos.

Fonte: Lab. Patologia Médica

Figura 1 — Fotomicrografia de lesdo papilar demonstrando eixo conjuntivo
arborescente com revestimento parcial por células epiteliais (coloracao
de Papanicolau, 100x)
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Fonte: Lab. Patologia Médica

Figura 2 — Fotomicrografia de material obtido de bidpsia aspirativa por agulha fina
de lesao papilar com eixo conjuntivo revestido por células colunares
monomb©érficas (coloracao de Papanicolaou, 400x)

A distribuicao temporal dos dados concentra-se em 2008 e 2009, nos anos
anteriores desde 2003 uma parcela significativa dos casos foi corada apenas pelo
método de Giemsa o que é inviavel ao estudo ICQ (figura 3).

Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano
2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

Fonte: o autor.

Figura 3 — Distribuicao anual dos exames
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De acordo com o diagnéstico definitivo obtido pelo exame anatomopatol6gico
dos segmentos mamarios removidos cirurgicamente, as lesdes foram divididas em
trés grupos: seis benignas (42,86%), cinco atipicas (35,71%) e trés malignas
(21,43%) (figura 4).

Diagndstico

Atipica; 35,71%

Fonte: o autor

Figura4 -  Agrupamento das lesGes papilares de acordo com o resultado
anatomopatoldgico

No grupo estudado todos os casos (100%) foram do sexo feminino e
apresentaram idade mediana de 51 anos (30-82 anos) e média de 53,5 anos, com
desvio padrao de 13,4 anos. Quando se separou os dados de acordo com resultado
anatomopatoldgico da pega cirurgica observou-se um aumento progressivo da média
da faixa etaria correspondendo a 48,5 anos para as lesdes benignas, 54,4 anos para
as lesdes proliferativas com atipias e 59,6 anos para as lesées malignas (figura 5).
Esta diferenca foi mais visivel quando se dividiu as lesées em dois grupos, as lesdes
benignas com 48,5 anos de média, e 0 grupo das lesbes com atipias e as lesdes
malignas com média de idade de 56,3 anos. A analise estatistica ndo demonstrou
significancia com valor de p=0,240 (teste t de Student para amostras independentes)

(figura 6).
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Figuras 5 e 6 - Distribuicdo das faixas etarias de acordo com o diagnéstico

A presenca de histéria médica familiar foi positiva para cancer de mama em
cinco casos (35,7%), negativa em seis casos (42,9%) e em trés casos (21,4%) o
histérico nao estava disponivel (figura 7). Na anélise de acordo com o resultado do
exame anatomopatoldgico da peca cirurgica, a presenca da histéria médica familiar
positiva no grupo atipico/maligno foi de 33% e no grupo benigno em 60% dos casos.
Dados analisados através do teste exato de Fisher ndo mostrou significancia com
p=0,567.

O uso de terapia de reposicdo hormonal na pdés menopausa estava sendo

anatomopatoldgico das lesbes papilares

realizada em apenas dois casos (28%) no momento do diagndstico (figura 8).

Figura 7 - Associacao da histéria médica familiar cAncer mama com as lesbes
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Fonte: o autor

Figura 8 — Associagao da terapia de reposicdo hormonal com as les6es papilares
(Numero de casos; NI — ndo informado; SIM — em terapia de reposicao
Hormonal; NAO — sem terapia de reposicdo hormonal)

Os casos avaliados foram distribuidos, 12 (78%) estavam localizados na
mama esquerda e dois (22%) na mama a direita (figura 09).

Mama

M Direita (22%)

M Esquerda (78%)

Fonte: o autor

Figura 09 — Distribuicdo dos casos de lesao papilar biopsiadas por BAAF segundo
a lateralidade da mama
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A distribuicdo das lesGes nodulares nos quadrantes mamarios mostrou seis
casos na porcao central (42%), cinco casos em quadrantes laterais (36%) e trés
casos em quadrantes mediais (22%) (figura 10). As lesbes centrais foram
representadas na maioria pelas lesées benignas (83,3%) e as lesdes periféricas
pelas lesdes atipicas e malignas (87,5%). A analise estatistica agrupando as lesdes
periféricas e comparando com as da porcao central, mostrou significativa relacao
entre as lesdes papilares benignas e a localizacdo central, e as atipicas/malignas
com a localizacao nos quandrantes periféricos com p=0,026 (teste exato de Fisher)
(figura 11).

Distribuicao por quadrantes

N W O

[EnY

QQLL QMM PC

Fonte: o autor

Figura 10 — Distribuicdo das lesdes papilares nos quadrantes mamarios (QQLL —
quadrantes laterais; QQMM — quadrantes mediais; PC — porgéo central)
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Figura 11 — Distribuicao das lesbes papilares nos quadrantes mamarios de acordo
com o0 exame anatomopatoldgico

A avaliacdo por meio da mamografia apresentou suspeita para malignidade
em quatro casos (35%) (figura 12), enquanto o uso da ultrassonografia mamaria
classificou como suspeito (classificacdo de BI-RADS 4A, B ou C) treze casos (93%)
(figura 13).

Mamografia BI-RADS USG Mamas BI-RADS
4 10
2 5
0 — A A 0 AT AT AT AN AR,
ND BR BR BR BR BR BR BR BR BR BR BR BR BR BR BR BR
0 1 2 3 4A 4B 4C 5 0 1 2 3 4A 4B 4C 5
Fonte: o autor Fonte: o autor
Figura 12 — Classificagdo mamografica (BI-RADS) Figura 13 — Classificacéo ultrassonografica (Bl-
das lesbes papilares da mama RADS) das les6es papilares da mama

(BR - classificacao BI-RADS) (BR - classificacao BI-RADS)
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As lesbGes papilares estudadas ao exame de ultrassonografia mamaéaria
apresentaram um diametro médio de 1,26 cm (0,5 — 4,0 cm). As lesdes benignas
com diametro médio de 1,0 cm (0,6 — 1,8 cm) , as com atipias diametro médio de
1,06 cm (0,5 — 1,6 cm) e as malignas com 2,03 cm de diametro médio (0,8 — 4,0 cm)
(figura 14). Quando agrupou-se os dados das lesdes atipicas e malignas obteve-se
um diametro médio de 1,4 cm (0,5 — 4,0 cm), que comparados com os valores das
lesbes benignas nao houve significancia estatistica (p=0,524 — teste paramétrico de
Mann-Whitney).

Diametro da lesao (cm)
2,03
— ,06
p=0,524
Benignas Atipicas Malignas

Fonte: o autor

Figura 14 — Diametro médio das lesbes papilares a ultrassonografia e sua relagao
com o agrupamento anatomopatolégico

Foi elaborada uma tabela que se encontra junto aos anexos, contemplando
todos os parametros analisados no estudo, posicionando os dados lado a lado para
possibilitar uma analise global e simultanea dos resultados encontrados, inclusive
agrupando as lesdes atipicas e malignas e comparando com as lesdes benignas.

Na andlise dos resultados dos exames |ICQ as pacientes foram separadas em
dois grupos de acordo com o diagndstico anatomopatoldgico da pega cirurgica apds

a resseccao: as lesdes benignas e as lesdes atipicas e malignas.
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Quando se separou os resultados do Ki67 em faixas de percentagem nuclear
(tabela 1) e analisou-se os resultados agrupando as lesbes atipicas e malignas,
comparando com lesdes benignas, observou-se alta significancia (p=0,001) com a
expressao do marcador sendo maior nas lesdes ndo benignas que foram agrupadas.

Tabela 1a— Distribuicdo do indice de positividade do Ki67 e os agrupamentos
citopatologicos das lesdes papilares

] LESAO
Ki67 — INDICE
Maligna + Atipica Benigna
1: Até 10% 2 6
25% 100%
2:10a 25% 2
25%
3:25a50% 4
50%
4:50 a75%
5:75a100%
TOTAL 8 6

Tabela 1b - Resultado do Ki67 nos agrupamentos citopatolégicos das lesdes

papilares
Ki67 Maligna/atipica Benigna Valor de p*
Negativo (até 10%) 2 (25%) 6 (100%)
Positivo (> 10%) 6 (75%)
TOTAL 8 (100%) 6 (100%) 0,01

*Teste exato de Fisher

Tabela 1c — Analise estatistica da positividade do Ki67 a ICQ nas lesbes papilares

LESAO N MEDIA  MEDIANA MINIMO MAXIMO DESVIO  VALOR
PADRAO DE p
Benigna 6 2,0 1,0 1,0 5,0 1,7
Maligna/atipica 8 23,1 25,0 5,0 40,0 12,5 0,001

Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05
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O Ki67 foi negativo em todas as lesdes benignas e em dois casos (25%) do
grupo com lesbes atipicas e malignas (figura 15). As lesdes benignas nao
apresentaram expressao nuclear do Ki67, detectavel em mais de 10% das células e,
portanto nenhum caso foi considerado como positivo segundo critério de corte
empregado. No grupo de casos com atipias e malignos, seis casos (75%) mostram
positividade do Ki67. Na analise isolada observou-se que 100% dos casos malignos
expressam o Ki67 positivo (figura 16).

Fonte: Lab. Patologia Médica

Figura 15 — Fotomicrografia de material tratado pela imunocitoquimica com
anticorpo Ki67 de lesdo papilar demonstrando grupo de células com
um nucleo positivo corado em castanho. Exame considerado como
negativo (400x).
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Fonte: Lab. Patologia Médica

Figura 16 — Fotomicrografia de material tratado pela imunocitoquimica com
anticorpo Ki67 de lesédo papilar demonstrando alta positividade para o
marcador com varios nucleos positivos corados em castanho, padrao
considerado como positivo (400x)

A sensibilidade estimada do Ki67 foi de 75% (probabilidade de resultado
positivo no Ki67 dado que a lesdo é maligna/atipica). A especificidade estimada do
Ki67 foi de 100% (probabilidade de resultado ausente ou raro no Ki67 dado que a
lesdo é benigna).

A ICQ com uso de p63 para marcacdao de células mioepiteliais esta
representada nas figuras 17 e 18 quando realizada nas células isoladas e nas
figuras 20 e 21 nos agrupamentos celulares. Foi avaliada expressdo do marcador
nos agrupamentos celulares, observando-se a distribuicdo entre os dois grupos
estudados (benignos e atipicos + malignos) cujos resultados encontram-se
relacionados na tabela 2. Nao houve diferenca estatisticamente significativa na
expressao do p63 entre os diversos tipos de lesao (p=0,228) (tabela 3).



39

Tabela 2 — Avaliacédo da positividade do p63 em agrupamentos celulares das lesdes
papilares mamarias

P63 — CLUSTERS LESAO BENIGNA LESAO ATIPICA/MALIGNA
CELULARES
1: 0% - 1(12,5%)
2:12a24% - 3 (37,5%)
3:25 2 49% - -
4:50 a 74% - 1(12,5%)
5: > 74% 6 (100%) 3 (37,5%)
TOTAL 6 8

Tabela 3 — Avaliacdo da positividade do p63 em células isoladas das lesdes
papilares mamarias

p63 — CELULAS ISOLADAS

LESAO N MEDIA MEDIANA  MINIMO MAXIMO DESVIO VALOR
PADRAO DE p*

Benigna 6 35,0 30,0 30,0 50,0 8,4

Atp/malg 8 241 20,0 1,0 75,0 25,4 0,228

* Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05

A ICQ realizada nas células isoladas e nos cluters celulares apresentaram o
mesmo resultado. O p63 foi positivo nos seis casos das lesdes benignas e em quatro
(50%) dos casos, atipicos e malignos e negativos em todos os casos benignos e em
quatro (50%) dos casos, atipicos e malignos. A analise de hipéteses ndo determinou

diferencas significativas nos resultados dos dois grupos (p=0,085) (tabela 4).

Tabela 4 — Analise estatistica da positividade do p63 em agrupamentos celulares
das lesdes papilares mamarias

63 clusters LESAO
P Maligna/atipica Benigna
1+ (até 25%) 4 0
100,00% 0,00%
>1+ (>25%) 4 6
40,00% 60,00%
TOTAL 8 6

Teste exato de Fisher p=0,085
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A sensibilidade estimada do p63: 100% (probabilidade de resultado “>1+” no
p63 dado que a lesdo é benigna). A especificidade estimada do p63: 50%
(probabilidade de resultado “1+” no p63 dado que a lesao é maligna/atipica).

-
-
&
Fonte: Lab. Patologia Médica
Figura 17 — Fotomicrografia de material tratado pela imunocitoquimica com

anticorpo p63 de lesdo papilar demonstrando raras células isoladas
coradas fortemente em castanho, considerado com negativo (400x).

t ""' > % .4_

A.

ﬂ"z. ,cﬁq

_‘. 1)' o

H"" -\ ¥,

e P :

N . ]
‘ *
. + b
Fonte: Lab. Patologia Médica
Figura 18 —  Fotomicrografia de material tratado pela imunocitoquimica com

anticorpo p63 de lesao papilar demonstrando grande numero de
células isoladas coradas fortemente em castanho, considerado como
positivo (400x)

Realizou anélise conjunta da ICQ do Ki67 e p63 que mostrou todos os casos

benignos com Ki67 negativo e p63 positivo. Os casos atipicos e malignos
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apresentaram 50% com Ki67 positivo e p63 negativo, 25% com Ki67 e p63 positivos,
25% com Ki67 negativo e p63 positivo. Nenhum caso com Ki67 e p63 negativos
(tabela 5).

Tabela 5 — Andlise conjunta do resultado do estudo ICQ com os marcadores Ki67 e
p63 nas lesdes papilares mamarias

BENIGNA  ATIPIAS MALIGNA  Total BENIGNA A+M p.
Ki-67 (+) p63 (-) 1(20%) 3 (100%) 4(29%) 4 (50%) 0,25
Ki-67 (+) p63 (+) 2 (40%) 2 (14%) 2 (25%)
Ki-67 (-) p63 (+) 6 (100%) 2 (40%) 8 (57%) 6 (100%) 2 (25%) 0,25
Ki-67 (-) p63 (-) 0 (0%) 0 (0%)
Total 6 5 3 14 6 8

Avaliou-se a existéncia de relagdo entre os dois marcadores e observou-se
um coeficiente de correlagéo (r) de -0,59 e com p=0,027, mostrando significancia na
correlacdo inversa (pelo valor negativo de r) entre os elementos em analise. O

grafico de dispersao (figura 19) demonstra estes resultados.
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Fonte: o autor

Figura 19 — Correlacdo inversa entre os imunomarcadores Ki67 e p63 na ICQ das
lesbes papilares mamarias

A andlise dos dados demonstrou que todos os casos benignos, tém o mesmo
perfil ICQ com Ki67 negativo e p63 positivo e que todos os casos malignos tém
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resultado positivo em pelo menos um dos marcadores. Nenhum caso negativo nos
dois marcadores foi observado. Considerando-se a associacdo dos dois marcadores
no diagnostico de benignidade, a sensibilidade do método, ou seja, a probabilidade
de lesédo benigna apresentar um perfil p63(-) e Ki67(+) esta estimada em 100%. A
especificidade, que avalia a probabilidade de uma lesdo maligna/ atipica ter um

perfil diferente deste, esta estimada em 75%.

- - AVax
Fonte: Lab. Patologia Médica

Figura 20 — Fotomicrografia de lesdao papilar. Material tratado pela
imunocitoquimica com anticorpo p63 demonstrando bloco de células
epiteliais ductais desprovido de positividade para células mioepiteliais,
exame considerado como negativo (400x)
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Fonte: Lab. Patologia Médica

Figura 21 — Fotomicrografia de lesdo papilar. Material tratado pela
imunocitoquimica com anticorpo p63 demonstrando bloco de células
epiteliais ductais contendo na periferia células mioepiteliais coradas
fortemente em castanho, exame considerado como positivo (400x).

A sensibilidade para o diagnostico de benignidade, considerando os dois
marcadores juntos é 100% (probabilidade de p63 positivo e Ki67 negativo, dado que
a lesdao € benigna). A especificidade para o diagnéstico de benignidade,
considerando os dois marcadores juntos é 75% (probabilidade “outros resultados”,

dado que a leséo é maligna / atipica).
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5 DISCUSSAO

Sao grandes as dificuldades no diagndstico pré-operatério das lesdes
papilares da mama, sejam por meio de BAAF ou de bidpsia percutanea por agulha
grossa, dificuldades estas também encontradas na bidpsia transoperatéria®’ %'’
Estes problemas demonstrados nos estudos que envolvem as lesbes papilares
mamarias levaram a busca de uma alternativa que pudesse auxiliar, para separando
0s casos onde a exerese cirurgica fosse obrigatéria daquelas que poderiam ser
apenas acompanhados clinicamente. Outra consideragdo importante é a
possibilidade de transformacdo maligna da lesdo papilar mamaria durante o
controle?'.

No estudo realizado em uma populagéo de 1774 BAAF de mama, os 32 casos
encontrados representaram 1,8% das biopsias realizadas com uma incidéncia
comparavel a encontrada na maioria dos estudos que analisam lesdes papilares da
mama, variaveis entre 1,7% e 2,0%, embora um estudo tenha mostrado que esta
incidéncia pode chegar até a mais do que 8%'®. A incidéncia encontrada neste
estudo estd, portanto, de acordo com a média dos estudos desta doenca.

A amostra estudada apresentou perda elevada de casos, em especial 0s
exames mais antigos, que foram fixados ao ar, o que impossibilitou 0 estudo ICQ**.
Algumas laminas tiveram a sua qualidade danificada pelo processo de coloracéao
para fixagdo do imunomarcador, o que determinou descolamento do material,
principalmente em laminas que estavam armazenadas hi mais tempo. Portanto, os
14 casos validados foram mais numerosos nos ultimos anos da amostra.

Com o objetivo de avaliar os dados pesquisados os casos foram divididos em
trés grupos: lesdes benignas (papiloma intraductal — 42,86%), lesdes atipicas
(lesdes proliferativas com atipias e as lesées de comportamento incerto — 35,7%) e
as lesdes malignas (21,43%). Como estas lesdes atipicas tém indicacao de remogao
cirlrgica', estes casos foram agrupados com as lesdes malignas para buscar uma

maior representatividade do material.
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Ao se comparar as caracteristicas do material com o de outros estudos, foi
observada uma correlagdo aproximada na distribuicdo dos casos atipicos (33% na
literatura para 35,17% no material) e dos casos malignos (17% para 21,43%),
demonstrando semelhanca nas amostras.®'%2°.

Ao se comparar a média da idade entre o grupo com resultado definitivo de
lesdo benigna e o grupo formado pelas lesbGes atipicas e malignas observou-se
maior média etaria no grupo atipico/maligno (48,5 e 56,5 anos), porém esta
diferenca das médias nao mostrou significancia estatistica (p=0,24). Portanto, este
dado ndo apresenta relevancia quando observado isoladamente. A amostra em
estudo apresentou faixa etaria mais baixa que a relatada nas publicagdes,
geralmente apds os 50 anos, para os casos de lesdes papilares da mama'®#.

A analise da HMF para carcinoma de mama neste estudo ndo mostrou
relacdo com o resultado definitivo do estudo anatomopatolégico (p >0,05), o que
corresponde ao encontrado nas revisdes sobre este assunto, onde foi relatado que
apenas 20 a 49% dos casos de cancer de mama apresentam histéria familiar desta
neoplasia, ou seja, a maioria sdo casos isolados"””.

Foi observada a predominancia das lesbes em mama a esquerda (78%) e a
presenca de apenas dois casos (28% dos casos que informaram este dado) em uso
de terapia hormonal substitutiva.

A localizacao da lesdo na mama quando dividida em dois grupos, sendo um a
porcdo central da mama e outro as porgdes periféricas. Este dado foi relacionado
com o grupo de lesdes benignas e o grupo de lesdes atipicas/malignas. As lesdes
benignas estavam em 83% dos casos localizadas na por¢ao central e apenas 12,5%
das lesbdes atipicas/malignas diagnosticadas nesta localizacdo. Observou-se 0
inverso com as lesdes de distribuicao periférica. Esta diferenca na distribuicao dos
dois grupos mostrou significancia estatistica (p=0,026) e dever ser considerada no
planejamento terapéutico da lesdo papilar. Este resultado era esperado, pois a
maioria das lesdes malignas é encontrada fora da regido retroareolar'®.

Quando foram avaliados os resultados do diagnéstico por imagem, a
mamografia detectou apenas sete dos quatorze nodulos (50%), e a ultrassonografia
mamaria s6 nao visualizou um nodulo, sendo observada a lesdo papilar em 93% dos
exames realizados, mostrando uma maior efetividade deste exame'®®. A quase

totalidade dos diagnésticos (93%) foi BI-RADS quatro, semelhante com as
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observacdes realizadas por Mulligan®® e Bode?'. O exame mamografico mostrou-se
falho na deteccao das lesdes papilares da mama no atual estudo.

A anélise do tamanho das les6es demonstrou um didmetro médio progressivo
entre as lesées benignas, atipicas e malignas, de conformidade com as publicacdes
que avaliaram este parametro®®°. Foram analisadas estatisticamente, separadas em
dois grupos, as benignas com didmetro médio de 1,0 cm e as atipicas/malignas com
1,4 cm. O resultado da andlise demonstrou auséncia de significancia estatistica.
Quando se observou apenas as lesdes malignas esta diferenca de didametro médio é
ainda mais visivel (2,03 cm).

Na busca de uma melhora na avaliagdo pré-operatéria das lesdes papilares
mamarias e como método complementar ao estudo citolégico convencional das
BAAF realizadas, foi proposto o uso de ICQ, que com uso de marcadores
imunoldgicos especificos, poderia auxiliar na selecdo dos casos que devem ser
removidos cirurgicamente e daqueles que poderiam ser apenas acompanhados.

Esta dificuldade foi presente em muitos estudos, retrospectivos na grande
maioria, que buscaram solugdes, utilizando este mesmo processo de ICQ, e que nao
conseguiram apresentar uma concluséo positiva que possibilite 0 acompanhamento
Seguro1 1,27-8,43,60,67-8,71 )

A escolha do imunomarcador foi principalmente amparada na deteccao das
células mioepiteliais, ausentes ou com baixa expressdo nas lesdes papilares
malignas e sempre presente nas lesdes benignas’®'31920252837 Daste grupo de

381 Todos os

marcadores, optou-se pelo p63 com alta sensibilidade nesta deteccao
estudos que utilizaram marcadores de células mioepiteliais, de maneira isolada ou
associando alguns destes marcadores (p63, CD10, calponina, actina de musculo
liso, P-cadherina), reforcaram que a determinacao isolada das células mioepiteliais
por ICQ ou IHQ nado sao suficientes na separacao das lesdes papilares benignas e
maligna826-7,65,68-71 )

Embora exista relacdo que possibilite a separacao entre as lesdes benignas
que expressam os marcadores de células mioepiteliais e lesbes malignas nas quais
estas células estdo ausentes ou sdo raramente detectadas, ndo apresentam uma
relacdo segura nas biopsias percutdneas pré-operatoérias e o resultado no exame

anatomopatoldgico da peca cirdrgica, tanto por problemas na expressao do
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marcador de 1CQ ou IHQ, como na amostra coletada que ndo contempla toda a
lesdo a ser analisada®®.

A afericao do p63 pode ser feita nas células isoladas e nos agrupamentos
celulares e realizou-se a determinacdo do imunomarcador nas duas formas
separadamente, que mostrou o mesmo resultado, comparavel ao trabalho de Harton
et al.

A positividade do marcador p63 é considerada como maior que 1+ (maior ou

igual a 25% das células coradas pela ICQ)*"*3%,

Realizou-se a avaliagéo
considerando o valor real dos dados determinados em percentagem e aplicando um
teste paramétrico, nao foi observada significancia estatistica nesta analise.

A alta sensibilidade do p63 nas lesdes papilares benignas (100% na analise
realizada neste estudo) nao foi suficiente para separar as lesdes benignas, que
poderiam ser apenas acompanhadas, das atipicas/malignas, devido a baixa
especificidade (de apenas 50%) do método. Exatos 50% das lesdes
atipicas/malignas apresentaram o mesmo resultado das lesdes benignas.

Estes dados confirmaram a analise de grande parte dos trabalhos sobre

puncdo-bidpsia de lesdes papilares mamérias?® 766"

, que afirmaram ser a
marcacao das células mioepiteliais por imunomarcador isoladamente insuficiente
para selecionar os casos que poderiam ser apenas acompanhados, separando
daqueles que necessitariam andlise anatomopatolégica de toda a lesao.

Para aumentar a acuracia do método de BAAF associado a ICQ na tipificagao
das lesbdes papilares mamarias, foi proposta a associacdo de um marcador que
detectasse a proliferacéo epitelial da lesédo; optado pelo Ki67. Com esta associacéo
de marcadores que identificam expressbes diferentes nas células das lesdes
papilares, busca-se uma alternativa para determinar um teste que seja capaz de
diferenciar as les6es benignas daquelas de potencial maligno.

Nos resultados encontrados na determinacao do Ki67 houve concordancia em
que todas as lesbes benignas apresentaram expressao abaixo do plano de corte

11’66). Quando se analisaram os

(10% das células marcadas pelo imunomarcador
casos atipicos/malignos esta separacdo nao foi tdo clara, visto que 25% destas
lesGes foram negativas para o Ki67. Estes dados foram menos especificos que os
encontrados por Sianesi et af®, aonde apenas 6,7% das lesdes malignas nao

apresentavam positividade para este marcador. Apenas salienta-se que no material
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de Sianesi ndo havia casos atipicos, todos eram representados por carcinoma
invasor.

Quando foram tabulados os dados da expressao do Ki67 nas laminas em
estudo utilizando os numeros proporcionais absolutos das células positivas, esta
diferenca de expressao entre as lesées benignas e as atipicas / malignas mostrou
alta significancia estatistica, o que demonstrou a aplicabilidade do método. Estes
dados foram idénticos aos obtidos por Midulla et al (2002)°”.

O Ki67 nas lesbes papilares mamarias mostrou sensibilidade de 75% e
especificidade de 100%, dados que embora provocadores, ndo possibilitaram segura
separacdo entre as lesdes benignas e atipicas/malignas para fins de conduta
definitiva.

Os dados de p63 e Ki67 encontrados neste material reforcaram a afirmacéao
da grande parcela dos autores, de que uso de marcadores isolados ndao sao
suficientemente seletivos para separar as lesées benignas das malignas e das com
atipias (lesdes proliferativas mamarias com atipias)?® 7987072,

Mesmo utilizando painéis de ICQ nas BAAFs e de IHQ nas biépsias de agulha
grossa pre-operatérias, ndo existe consenso sobre a determinacdo da conduta em
realizar ou ndo a exérese cirurgica de toda a lesdo para um adequado estudo
anatomopatolégico®'!+18:21:27-37.45.48.52-3.60-1.6571.76. "pyavido a esta dificuldade é que foi
proposto este estudo, com associacdo ainda nao relatada na literatura, sendo
utilizado p63 e Ki67 em BAAF de lesbes papilares da mama.

O perfil ICQ das lesdes benignas apresentou em 100% dos casos positividade
para p63 e negatividade na expressdo do Ki67, e as lesbes comprovadamente
malignas nos anatomopatoldgicos da peca cirurgica demonstraram uma relagéao
também de 100% com a ICQ com p63 negativo e Ki67 positivo. Esta associacao de
forma inversa com os marcadores em estudo, em que quanto maior a expressao do
p63 menor a do Ki67 e vice-versa, foi analisada em estudo estatistico de correlagao
o qual demonstrou significancia estatistica.

A dificuldade na interpretacdo dos dados foi presente nas lesbes atipicas ou
de comportamento incerto que fazem parte do material em estudo. Destas lesdes
40% apresentaram o mesmo perfil das lesbes benignas (p63 positivo e Ki67
negativo), e quando foram agrupadas as lesdes atipias com as malignas o indice
reduziu para 25%.
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Na analise dos resultados, a associacdo do p63 com o Ki67 na BAAF das
lesbes papilares mamarias mostraram sensibilidade de 100% para as lesdes
malignas, mas especificidade de 75%. Quando se analisou a sensibilidade para o
diagnéstico das lesGes benignas, usando esta mesma associacdo de
imunomarcadores, esta é de 100%, mas com especificidade de 75%.

Quando se transferiram as informacdes obtidas no estudo para o contexto
clinico apresentaram-se dificuldades. Observou-se que o perfil p63(+) e Ki67(-)
continha todos o0s casos benignos, mas também 25% das lesbes do grupo
atipico/maligno (e 40% das lesbes atipicas ou de comportamento incerto), e portanto
ao propor-se tratamento conservador estas lesées de comportamento incerto nao
seriam ressecadas.

Avaliaram-se outros parametros do estudo e ndo foram encontrados, nestes
casos de lesdes atipicas com perfil ICQ igual ao dos casos benignos, diferencas que
permitissem selecionar estes pacientes das demais portadoras de lesdées benignas
quanto a idade, histéria médica familiar para cancer de mama, BI-RADS na
mamografia e ultrassonografia mamaria, localizacdo em quadrantes centrais ou
periféricos.

Quando se avaliou o auxilio da ICQ na conduta das lesdes papilares
mamarias diagnosticadas por BAAF, observou-se que ao propor agdao apropriada
para as lesbes com perfil maligno estar-se-ia tratando de maneira exagerada estas
pacientes em 25% dos casos, representadas por lesbes atipicas ou com
comportamento incerto, que receberiam tratamento para neoplasia mamaria
maligna. Optando-se apenas por acompanhar aquelas que apresentaram perfil
benigno a ICQ, deixar-se-ia de tratar 40% das portadoras de lesdes atipicas ou de
comportamento incerto, as quais seriam melhor conduzidas por resseccao completa
da Ieséo1°’37’52'56’64’72.

Portanto os casos com perfil ICQ em BAAF de lesbes papilares com Ki67(-) e
p63(+) poderiam ser acompanhados rigorosamente com avaliacao clinica e exames
de imagem, mas apenas em situacOes especiais e com a concordancia expressa
das pacientes.

Quando da abordagem cirurgica, portadoras de perfil Ki67(+) e p63(-) devem

ser consideradas como provavelmente malignas e abordadas com rigorosos critérios
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oncoldgicos. As demais pacientes com outras associagdes de Ki67 e p63 podem ser
submetidas a exerese simples dos nédulos por nao incluirem as lesdes malignas.

Embora o perfil ICQ com Ki67 e p63 nas BAAFs das lesbes papilares
mamarias auxilie na orientacao terapéutica destas pacientes, elas seriam melhor
avaliadas com a remocao cirlrgica para que seja evitado prejuizo no tratamento
necessario.

Devido ao pequeno numero de casos incluidos neste estudo (14 casos),
Nnovos ensaios precisam ser realizados com maior numero de lesdes para buscar

uma representatividade estatistica que possibilite a avaliacao segura do método.
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6 CONCLUSOES

Pelo presente estudo podemos concluir:

1.

As lesdes com diagnostico benigno foram mais numerosas na porgao
central da mama, as lesbes com diagnostico atipico/maligno foram
encontradas em maior numero nos quadrantes periféricos da mama. A
ultrassonografia mostrou-se mais efetiva para identificar as lesdes
papilares mamarias que a mamografia.

A analise do estudo ICQ dos materiais de lesdes papilares mamarias com
os imunomarcadores Ki67 e p63 apresentou sensibilidade 100% na
identificagdo das lesbes malignas e benignas e especificidade de 75%
para estas mesmas lesoes.

O uso combinado destes marcadores em BAAF de lesédo papilar mamaria
auxilia na orientagdo terapéutica desta doenca, mas novos estudos
incluindo um maior nimero de casos devem ser realizados para melhor

avaliar este método.
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Normas adotadas e base de dados consultados.

. Normas adotadas

a. Normativa de Vancouver
b. Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (NBR 14.724).

. Base de dados consultados

a. MEDLINE
b. SicELO
c. Biblioteca Cochrane.

. Ferramentas de consulta empregadas

a. BIREME (Biblioteca Virtual em Saude, Organizagdo Pan-americana da
Saude)

b. Portal da CAPES (Portal Brasileiro da Informacao Cientifica, Ministério
da Educacéo do Brasil)

c. PubMed (United State National Library of Medicine, National Institute of
Health)

d. Google (www.google.com.br).

. Dicionarios consultados

a. Vocabulario ortografico da lingua portuguesa, quinta edigdo, 2009
(disponivel em http://www.academia.org.br/abl)

b. Dicionario Houaiss de lingua portuguesa, versao online (disponivel em
http://houaiss.uol.com.br)

c. Acordo ortografico da lingua portuguesa, 2008 (disponivel em
http://www.academia.org.br/abl).
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Anexo 1 — Dados epidemiol6gicos e morfologicos dos casos em estudo
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Total
BENIGNA ATIPIAS MALIGNA (100%) BENIGNA A+M p.
Idade (anos) | (mediana) 50 48 59 50 55
(média) 48,5 54,4 59,6 48,5 56,3 | 0,240
HMF CA
mama sim 3 (60%) 1(20%) 1(20%) 3 (60%) 2 (40%)
ndo 2 (33,3%) 3 (50%) 1(16,6%) 2 (33,3%) 4 (66,6%)
NI 1 1 1 1 210,567
TH reposi¢ao | sim 0 0 2 0 2
ndo 4 (57,2%) 3(42,8%) 0 7 0
NI 2 2 1 2 3
Quadrantes | central 5 (83,3%) 1(16,6%) 0 5 (83,3%) 1(16,6)
periféricos 1(12,5%) 4 (50%) 3(37,5%) 1(12,5%) 7 (87,5%) 0,026
Mamografia | BI-RADS 0 0 1 1 0 2
BI-RADS 1-3 3 3 0 3 3
BI-RADS 4 2 (40%) 1(20%) 2 (40%) 2 (40%) 3 (60%)
USG
mamaria BI-RADS 1-3 1 0 0 1 0
BI-RADS 4A | 3 (37,5%) 4 (50%) 1(12,5%) 3 (37,5%) 5 (62,5%)
BI-RADS 4B | 2 (40%) 1(20%) 2 (40%) 2 (40%) 3 (60%)
Diametro
lesdao (média) cm 1 1,06 2,03 1 1,42 | 0,524
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Termo de consentimento livre e esclarecido e/ou Termo de compromisso para uso de dades.

Presence de TCUD assnado pelo pesquisador Fabio Posticliore Mansani com andlise co material armazenado de janero
de 2003 a setembro de 2009. i

Conclusges

Apravado sob o guesite ético.

Davico g0 exposto, ¢ Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR, de ecorde com as exigéncias das Resoluciies Nadonais
196/96 e demals relacionadas @ pesquisas envolvende seres humancs, em reurigo reslizeda no dis: 04/11/2009,
manifesta-se por Lonsiderer u projetu Aprovado,
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