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Em nosso estudo avaliamos a densidade vascular pelo CD-34 no carcinoma
ductal in situ da mama comparando os tipos comedo e ndo comedo. Foram
selecionados 52 casos de CDIS divididos em dois grupos, segundo o tipo
histolégico. Grupo A: 30 casos tipo comedo e Grupo B: 22 casos tipo néo
comedo. Os subtipos histolégicos encontrados no grupo B foram: cribriforme,
papilifero, solido e micropapilifero. A média de idade do grupo A foi de 52,7 e
de 61,9 para o grupo B. As pacientes avaliadas foram tratadas
cirurgicamente pela mastectomia ou setorectomia. A densidade vascular
média foi calculada, para cada caso, em area de tecido mamario normal e
em area de CDIS, pela média de vasos contados em trés campos de
microscopia optica com aumento de 200X. Para a contagem dos microvasos
foi aplicada a reacdo imunohistoquimica com marcador de endotélio CD-34.
A densidade vascular média foi classificada como baixa ou alta, tendo como
ponto de corte a Médiana, que foi de 15,3 para o grupo com CDIS e 7 para o
grupo com tecido mamario normal. Valores encontrados abaixo ou acima
das Medianas foram considerados como baixa ou alta densidade vascular,
respectivamente. A analise estatistica utilizou a analise de variancia para o
calculo da variavel densidade vascular média e a analise de perfil para a
contagem de vasos. O nivel de significancia utilizado foi de 5%. Houve
diferenca com significancia estatistica da média da densidade vascular
média quando comparamos a area de tecido mamario normal com a area de
carcinoma ductal in situ nos grupos A e B. Também houve diferengca com
significancia estatistica quando comparamos a média da densidade vascular
meédia entre os grupos A e B em area de tecido mamario apresentando
carcinoma ductal in situ. No grupo A, a média da densidade vascular média
foi maior que no grupo B. Nao houve diferenga estatisticamente significante
da média da densidade vascular média entre os subtipos histolégicos do
grupo B.

Palavras-chave: Angiogénese; Carcinoma ductal in situ; CD-34; Densidade
vascular; Mama.
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Our study evaluated vascular density by CD34 in breast ductal carcinoma in
situ comparing comedo and non-comedo types. Fifty two CDIS cases were
divided into two groups according to histological type. Group A: 30 comedo
type cases, and Group B: 22 non-comedo cases. The histological subtypes
found in Group B were: cribriform, papilliferous, solid, and micropapilliferous.
The mean age of Group A was 52.7 and Group B was 61.9. Patients were
surgically treated by mastectomy or sectorectomy. Mean vascular density
was calculated for each case, in normal mammary tissue area and CDIS
area by mean number vessels from three optical microscope fields at 200X.
Endothelial CD-34 marker immunohistochemical reaction was used to count
micro-vessels. Mean vascular density was classified as low or high with the
Médian as cut-off point which was 15.3 for the CDIS group and 7 for the
normal mammary tissue group. Values below or above the Médians were
considered as low or high vascular density respectively. Analysis of Variance
was used to calculate mean vascular density and profile analysis for vessel
counts. A significance level of 5% was used. There was significant difference
in mean vascular density between normal mammary tissue area and area
with in situ ductal carcinoma in Groups A & B. There was also significant
difference in mean vascular density between Groups A & B for areas with in
situ ductal carcinoma. Group A mean vascular density was higher than
Group B. There was no significant difference in mean vascular density

between histological subtypes in Group B.

Key Words: Angiogenesis; Ductal Carcinoma in situ; CD-34; vascular
density; breast.
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1.1. CANCER DE MAMA - ASPECTOS GERAIS

A Organizagcdo Mundial de Saude estima que, por ano,
ocorram cerca 1.050.000 casos novos de cancer de mama em todo o
mundo, o que torna este cancer mais comum entre as mulheres
(MINISTERIO DA SAUDE - 2006). As estimativas do Ministério da Saude
apontam que ocorrerao 472.050 casos novos de cancer no Brasil em 2006.
O principal cancer a acometer a populacao brasileira € o cancer de pele nédo
melanoma, com a estimativa de 116000 casos novos em 2006; seguido por
ordem de frequéncia pelas neoplasias malignas da mama, prostata, pulmao,
colon e reto, estbmago e colo do utero, com previsdo de 49000, 47000,
27000, 25000, 23000 e 19000 casos novos, respectivamente. (MINISTERIO

DA SAUDE - 2006).

A distribuicdo regional no Brasil do cancer de mama néao é
uniforme. Na regido Sudeste é o cancer mais freqlente entre as mulheres,
com risco estimado de 71 casos por 100 mil mulheres. Sem considerar os
tumores de pele ndo melanoma, este tipo de cancer também apresenta a
maior incidéncia entre as mulheres das regides Sul - 69/100.000; Centro-
oeste - 38/100.000; Nordeste - 38/100.000 e 15/100.000 mulheres na regiao

Norte (MINISTERIO DA SAUDE - 2008).

Além da alta taxa de incidéncia, a mortalidade por cancer de
mama ainda se apresenta com indices elevados. A taxa de mortalidade

padronizada por idade, por 100.000 mulheres, aumentou de 5,77 em 1979
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para 9,74 em 2000 e 10,40 em 2003 (RODRIGUES., 1999; MINISTERIO DA
SAUDE., 2003). Enquanto a taxa de mortalidade aumenta no Brasil, em
varios paises do mundo, como os EUA, Canada, lItalia, Reino Unido,
Dinamarca e Noruega a diminui¢do da mortalidade tem sido observada. Esta
diferenca é atribuida ao estadiamento da patologia no momento do
diagndstico. Com base nos dados disponiveis de Registros Hospitalares, no
Brasil, cerca de 60% dos tumores de mama séo diagnosticados em estadio

Il ou IV (MINISTERIO DA SAUDE - 2008).

O rastreamento mamografico tem como objetivo o
diagndstico do cancer de mama nos estadios iniciais. A mamografia € o
método considerado padrdo para o rastreamento com capacidade de
diagnosticar microcalcificagbes e nddulos mamarios. O achado de
microcalcificagcdes esta relacionado com lesbes proliferativas intraductais,

incluindo o carcinoma ductal in situ (CDIS) (MONROW, et al., 2002).

No carcinoma ductal in situ, ou seja, patologia com
proliferacao intraductal e sem invasao estromal, o indice de sobrevida em 16
anos, em pacientes tratadas adequadamente, é de 95% (CLAUS, et
al.,2001; BASEGIO & BASEGIO, 2006). O que pode ocorrer nestes casos é
um supertratamento, em virtude da controvérsia que envolve o manejo
destas lesbes. Dai a necessidade de se estabelecer critérios para
prognoéstico, bem como alternativas terapéuticas que sejam eficazes sem, no

entanto, causar grandes efeitos colaterais para as pacientes.
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classificadas em dois tipos: comedo e ndo comedo. Nas lesdes do tipo
comedo, observa-se extensa necrose envolvendo os espacos celulares. As
células sdo grandes, apresentam pleomorfismo nuclear, com numerosas
figuras de mitose. O material necrético esta frequentemente calcificado
facilitando a sua detecgdo pela mamografia. Acredita-se que a infiltragcao
linfoplasmocitaria periductal traduza um sinal incipiente de microinvasdo do
estroma. Desta forma, apresenta caracteristicas citologicas de maior
agressividade por ter maior indice de proliferagdo celular, maior
probabilidade de evoluir rapidamente para tumor invasor € o encontro de
microinvasao pode ser mais comum (SOUZA.,2000; LEONARD & SWAIN.,
2004; BASEGIO & BASEGIO, 2006). As lesdes do tipo ndo comedo nao
apresentam necrose, as calcificacdes sao inconsistentes, microfocais, e sua
citologia caracteriza-se como de baixo grau (BASEGIO & BASEGIO, 2006).
O CDIS do tipo ndo comedo pode se apresentar por diferentes padrdes
histolégicos: solido, papilifero, micropapilifero, cribriforme, intra-cistico

(ROSEN, 1999).

O CDIS é considerado lesdo heterogénea sob o ponto de
vista histolégico. Assim, varias classificagdes histolégicas foram postuladas
ao longo dos anos, conforme crescia o numero de diagndsticos desta
patologia. LAGIOS, (1996) dividiu o CDIS em trés grupos: alto, intermediario
e baixo grau nuclear. Em 1997 e 2000 foram publicadas as conclusdes de
duas reunides ocorridas nos EUA sobre o tema CDIS (Consensus
Conference on the Classification of the Ductal Carcinoma In situ) onde foram

definidos os aspectos anatomo-patolégicos a serem utilizados pelo
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patologista no que se refere a esta lesdao, sendo importantes tanto para o
diagnodstico, de suas varias formas, como para planificacdo terapéutica.
Nesta classificacdo o grau nuclear foi dividido em baixo, intermediario e alto
grau; a necrose foi quantificada em comedonecrose, e tipo ndo comedo;
polarizagao celular, outro parametro considerado, foi baseada na orientagao
radial das células; o padrao arquitetural, conforme relatado anteriormente, foi
considerado como comedo, cribriforme, papilifero, micropapilifero, sélido e
intra-cistico (SOUZA., 2000; BASEGIO & BASEGIO, 2006). No tipo
cribriforme a orientagdo radial das células neoplasicas forma lumem
glandular; no papilifero observam-se grandes colunas de tecido fibroso no
interior dos ductos; no sdlido ha preenchimento completo dos ductos com
células neoplasicas e no micropapilifero existem proje¢cdes papilares

digitiformes no interior dos ductos dilatados (LEONRD & SWAIN, 2004).

Outros autores em Nottingham, Inglaterra, desenvolveram
uma classificacdo para CDIS, baseada, primariamente, na presenca ou na
auséncia de necrose. Sao trés as categorias: comedo puro, CDIS com
necrose e CDIS sem necrose (LOGULLO & FRANCO, 2006). A Organizacao
Européia para Investigagdo e Tratamento do Cancer (EORT), propds uma
classificacdo dos CDIS baseada, primeiramente, na diferenciacio
citonuclear em: CDIS bem diferenciado, moderadamente diferenciado ou

indiferenciado (ROSEN, 1999).

Silverstein, et. al.,, (1995), baseando-se em critérios

anatomo-patoldgicos e também no quadro evolutivo das pacientes por eles
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al.,,1981). A maioria dos estudos clinicos envolvendo CDIS com
caracteristicas micropapilares e baixo grau nuclear encontraram as excisoes
sem margens suficientes (LAGIOS & PAGE.,2000). Também é comum a

discusséao sobre os graus nucleares vizinhos 1 ou 2 e 2 ou 3.

Compreender o carcinoma in situ da mama tem sido um
desafio constante devido as suas diversas apresentagdes e classificacdes,
bem como as varias opcdes terapéuticas. Nao é possivel conhecer o CDIS
sem uma base histolégica, ja que as enfermidades assim denominadas,
antes do advento da mamografia, eram uniformemente do tipo palpavel e,
geralmente de alto grau. Os casos eram reconhecidos por bidpsias de
nodulos palpaveis ou de derrames mamilares suspeitos. Na ultima década
do século XX houve um crescimento do diagnéstico das lesdes menores,
que, em geral, eram de baixo grau (LAGIOS, 1990; PAGE, et al., 1995 e
SILVERSTEIN, et al., 1996). Separando alguns subtipos especiais de CDIS,
existe um conhecimento fundamental que as lesbes de baixo grau com
menos de 3,0cm de didmetro, podem ser tratadas de forma adequada com
uma ressecg¢ao ampla cuidadosa. A partir de 3,0cm de diametro e alto grau,

o tratamento mais adequado é a mastectomia.

Houve um grande numero de publicagcbes a cerca de
proteinas receptoras, oncogenes, genes supressores de tumor, ploidia e
atividade proliferativa do CDIS a partir de 1997. Inicialmente, havia uma
expectativa de que estas investigagées pudessem identificar subgrupos de

CDIS com um risco maior de transformacgao invasora ou recidiva local apds o
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tratamento conservador, sobretudo nas pacientes de maior risco. Em parte
estas expectativas se cumpriram, principalmente ao demonstrar uma
correlagcdo entre os oncogenes e os produtos genéticos especificos e os
subtipos de CDIS reconhecidos por analise morfolégica convencional como
de alto grau, CDIS tipo comedo ou ambos. A associagdao mais clara entre um
oncogene e um subtipo de CDIS se observa com o oncogene HER2/NEU e
0 seu produto c-erbB-2, o qual esta associado principalmente aos subtipos
de CDIS caracterizados por células grandes com alto grau nuclear (LEAL, et
al., 1995; SIMPSON & PAGE., 1995 e STEEG et al., 1996). A proteina p53,
estudada principalmente por técnicas de imunoperoxidase nas lesées nao
invasivas, também esta correlacionada com os subtipos de grau nuclear alto
(PAGE, et al, 1982). O'MALLEY, et al.,, (1994) demonstraram que a
expressao amplificada da proteina p53 estava limitada principalmente ao
CDIS do tipo comedo de alto grau. Outros autores tém documentado
relacdes similares entre o CDIS de alto grau, o HER2 e a p 53 (BARNES et
al,1992; STEEG, et al.,1996). Proteinas receptoras de estrogeno e
progesterona se apresentam nos subtipos de CDIS tanto de alto como de
baixo grau (WILBUR & BARROWS, et al., 1993). Estudos sugerem que ha
uma associagao entre o alto grau nuclear e a condigdo de receptores
negativos similar a observada em muitos carcinomas invasivos de alto grau
(LAGIOS & PAGE., 2000). Assim, os subtipos de CDIS caracterizados por
tipos celulares grandes e alto grau nuclear tendem a ser positivos para
HER2/NEU, proteina p53, negativos para receptores de estrogeno,

aneupldéides e podem demonstrar uma fragdo maior de fase S. Estes
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subtipos também estdo associados a necrose do tipo comedo, desmoplasia
estromal periductal e um aumento difuso da densidade dos microvasos
(GUIDI et al., 1994). Ademais, outros marcadores bioldgicos estéao
associados aos CDIS tipo comedo, alto grau nuclear e risco aumentado de

recorréncia (SCHWARTZ et al 1999).

1.3. ANGIOGENESE EM CANCER DE MAMA

A vascularizagdo dos tumores foi reconhecida pela
observacao da dilatacdo de vasos por Fallopio desde 1600 e pelo aumento
do numero de vasos em tumores, verificado por Hunter em 1828. No
entanto, foram os estudos sistematicos de Goldman (1907) e Lews (1927)
que revelaram a sequéncia natural da vascularizagao dos tumores (FOX &

HARRIS, 2004).

Quando se origina um tumor primario, geralmente, ele é
avascular. Neste estado, o volume do tumor é menor que alguns milimetros
cubicos. O aporte de nutrientes e oxigénio para as células do tumor se da
pela difusdo a partir de vasos sanguineos normais localizados abaixo do
epitélio. Os estudos experimentais revelam que estas lesdes pré-vasculares
se encontram em estado de equilibrio entre a proliferacao e a morte celular
(HANAHAN & FOLKMAN 1996; FOLKMAN., 2000). O primeiro indicio de
neovascularizacdo de um cancer de mama in situ pode ser o surgimento de

uma delgada camada de novos vasos sanguineos periductais. Estudos
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experimentais de tumores em ratos revelaram que o desenvolvimento da
angiogénese é um processo independente que evolui durante a progressao
da carcinogénese e, que no rato, comega no estado pré-maligno (KANDEL
et al, 1994; HANAHAN & FOLKMAN, 1996; FOLKMAN, 2000). No cancer de
mama humano se observa uma expressdo aumentada das proteinas
angiogénicas: fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de
crescimento fibroblastico fundamental (bFGF) e dos Médiadores
angiogénicos: timidina fosforilase e fator tissular. Nos fibroblastos observa-se
uma regulagao para cima do mRNA do VEGF em resposta a hipoxia. Assim,
as células do estroma mamario podem estar envolvidas no fendtipo
angiogénico do cancer de mama (HLATKY et al.,1994; ANAN et al.,1996;
FOX et al., 1996; YOSHIJI et al., 1996). O fendtipo angiogénico pode se
expressar por uma alteragdo no equilibrio entre os reguladores positivos
(bFGF, VEGF) e os reguladores negativos (trombospodina-1, prolactina de
16 kDa, interferons alfa e beta, fator plaquetario 4, angiostatina, endostatina,
interleucina-12) (DICKSON & LIPPMAN., 1992; VOEST et al.,1995;
HANAHAN & FOLKMAN., 1996;). Os reguladores positivos da angiogénese
associados com uma superexpressao do cancer de mama devem se opor a
uma série de fatores negativos (WOJTOWICZ et al.,1994), ou seja, a
alteracao fenotipica pode ser estimulada pela atividade carcinogénica, um
estimulo epitelial com uma resposta do estroma mamario. A expressao do
VEGF no cancer de mama com axila negativa possui valor progndstico
(GASPARINI et al., 1997). No entanto, a atividade angiogénica de um tumor

representa a somatdria de Médiadores favoraveis e contrarios a
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neovascularizagao e a determinagao quantitativa de um fator angiogénico

isolado nem sempre possui valor prognostico (RICE et al, 2002).

A medida que surgem novos capilares, também ha o
crescimento de células do tumor ao redor dos vasos neoformados. Um vaso
capilar pode estar rodeado de trés ou mais camadas de células neoplasicas.
A replicacdo de novos capilares permite a expansao rapida da massa do
tumor (FOLKMAN.,1995). Um cancer de mama com o volume de 1cm® ou
mais pode apresentar uma coloragdo branca ao exame macroscopico
parecendo ser avascular, no entanto o exame microscoépico do tumor revela
uma fina rede vascular entrelacada com células neoplasicas. Os vasos
sanguineos microscoépicos podem ter dificil visualizagdo em corte histoldgico
parafinado de 4um de espessura devido a compressao da luz vascular. No
entanto, as caracteristicas das células endoteliais se ressaltam com
anticorpos contra o fator de Von Willebrand ou CD-34 (FOLKMAN., 2000). A
estimulacdo do crescimento do tumor depois do comego da
neovascularizacdo € atribuida a perfusdo das suas células por um novo
aporte de sangue que permite a oferta de oxigénio e nutrientes e a
eliminacéo de catabdlitos. E possivel que seja importante o efeito paracrino
das células endoteliais sobre o crescimento das células do tumor (HAMADA
et al., 1993). Estudos in vitro indicam que as células neoplasicas crescem
preferencialmente ao redor dos vasos capilares apesar da auséncia de fluxo
sanguineo (NICOSIA et al., 1986). As células endoteliais também produzem
fatores de crescimento, como o fator de crescimento insulina simile 1 (IGF-

1), bFGF, fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF-BB), fator de
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crescimento epitelial fixador de heparina (HB-EGF) e fator estimulante de
colonias de granulécitos-macrofagos. Como um tumor neovascularizado
sofre a acdo de fatores de crescimento e sobrevivéncia, o bloqueio completo
da neovascularizagdo, Médiante um inibidor da angiogénese poderia
determinar o desaparecimento destes fatores (HOLMGREEN et al., 1995;

O’REILLY et al., 1997)

Em tumores animais e humanos a indugao de angiogénese
estd correlacionada com a reducdo significativa da apoptose (CAID &
TANIGAWA., 1997). Observa-se uma diminui¢ao do crescimento do tumor
associada ao bloqueio da angiogénese (LI et al., 1991); ao passo que alguns
casos de cancer que nao recebem tratamento e alcangam grandes volumes,
apresentam um crescimento indolente que parece estar limitado pela
diminuicdo da atividade angiogénica. Este conceito esta sustentado por
estudos experimentais com fibrosarcomas, em murinos, onde foi utilizado a
angiostatina. A inoculagado em ratos de células transfectadas que expressam
niveis elevados de angiostatina ddo origem a tumores de crescimento lento
(uma inibigdo do crescimento tumoral de 77% em comparagdo com células
neoplasicas sem transfeccdo de angiostatina, durante 0 mesmo periodo)

(O'REILLY et al., 1997).

A invasdo do tumor é facilitada pela neovascularizagcao. No
entanto, é possivel ocorrer uma invasdo microscopica do cancer de mama in
situ antes que haja a neovascularizagdo. Assim, uma fina fileira de células

malignas pode formar uma ponte através da membrana basal de um ducto
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acometido pelo tumor (WEIDNER et al., 1991). Ap6s a formagao de novos
vasos, a invasao do tecido conjuntivo vizinho ocorre de maneira acelerada e
os cordbes de células neoplasicas seguem a trajetéria dos vasos
neoformados (NICOSIA et al., 1986). As células endoteliais microvasculares
estimuladas por proteinas angiogénicas (bFGF, VPF/VEGF) aumentam a
expressao das enzimas proteoliticas, como a colagenase IV, o que contribui
para aumentar a capacidade invasora das células endoteliais e das células
do tumor. Baseado nestes dados acredita-se que o tratamento
antiangiogénico poderia inibir a capacidade invasora do tumor (SMOLIN &
HYNDIUK., 1971; LIOTTA et al., 1980; MIGNATTI et al., 1989; RAY &

STETLER-STEVENSON., 1994).

Evidéncias experimentais e clinicas sugerem que 0 processo
de formagao de metastases também depende da angiogénese (DICKSON &
LIPPMAN., 1992). Para que o tumor possa formar metastases, deve
atravessar varias barreiras e responder a fatores de crescimento especificos
(NICOLSON., 1997). Em animais experimentais, s6 se encontram células
neoplasicas circulantes apdés a neovascularizagdo do tumor primario
(LIOTTA et al., 1980). O aumento da angiogénese também se correlaciona
com a quantidade de células neoplasicas que chegam na circulagdo em
humanos (MCCULLOCH et al.,, 1995). Os fatores angiogénicos derivados
dos tumores (bFGF, VEGF) induzem a ativagdo do plasminogénio e das
colagenases nas células endoteliais proliferantes e contribuem com a
degradagdo da membrana basal (MOSCATELLI et al., 1981; NAGY et al.,

1981). A dependéncia angiogénica das metastases também ¢ avaliada pela
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supressao do crescimento metastatico em ratos tratados com inibidores de
angiogénese especificos para o endotélio, como a angiostatina e a
endostatina. Nestes ratos as metastases permanecem latentes em tamanho
microscopico. A laténcia se observa apesar dos inibidores ndo exercerem
efeito sobre as células neoplasicas in vitro (O’'REILLY et al., 1996). Dados
clinicos correlatos também sugerem que o potencial metastatico poderia
depender da angiogénese. Em tumores humanos a neovascularizagao pode
ser determinada quantitativamente através da medida da densidade
vascular. Por este método ja foi observada uma correlagédo direta e
significativa entre a densidade maxima dos microvasos e evolugdao com

metastases em casos de cancer de mama invasivo (WEIDNER et al., 1991).

RICE & QUINN (2002) propuseram que um acumulo gradual
de alteragbes genéticas durante a progressdo de um tumor muito
provavelmente se acompanha de um aumento gradual da capacidade
angiogénica das suas células. Para que a neovascularizagdo evolua é
necessario um intercambio entre o tumor, células inflamatdrias e endoteliais,

fatores de crescimento e a matriz extracelular.

A correlagdo entre a angiogénese e a progressao da
neoplasia também se documentou em tumores animais (ZICHE &
GULLINO., 1982). Por exemplo, um cancer de mama primario pode produzir
uma proteina angiogénica e as metastases formadas posteriormente podem

produzir até seis proteinas angiogénicas (RELF et al.,1997 ).
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WEIDNER et al (1991), foram os primeiros a afirmar que a
determinagdo quantitativa da densidade dos vasos sanguineos
microscopicos era um indicador progndstico independente do risco de
metastases e mortalidade por cancer de mama. Nos cortes histolégicos, os
vasos sanguineos microscoépicos foram destacados Médiante coloragao com
um anticorpo contra o fator de Von Willebrand. Em estudos posteriores,
foram utilizados outros marcadores endoteliais, como o CD31 (HORAK et al.,
1992). Sem estes marcadores endoteliais torna-se muito dificil identificar os
vasos sanguineos microscépicos nos cortes histoldégicos convencionais de
4um de espessura. Estes autores também observaram que os vasos
sanguineos microscoépicos nao se distribuiam de forma homogénea, ou seja,
existiam areas do tumor com maior densidade. A determinacdo da
quantidade dos vasos sanguineos nestas areas se associa com um maior

valor preditivo de sobrevida global.

O quadro 3 reune uma série de trabalhos que demonstraram
uma associagao positiva entre a angiogénese e a agressividade do tumor. Ja
os seis ultimos trabalhos nao reproduziram estes achados. No entanto, como
se pode observar nos comentarios, estes estudos apresentaram limitagdes
na sua metodologia, como tempo de segmento, selegcdo de pacientes,

auséncia da analise da sobrevida global e sobrevida livre de doenca.
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A maioria dos estudos efetuados depois dos resultados
publicados por WEIDNER et al (1991) revela que quanto maior a contagem
de vasos sanguineos microscépicos em areas de maior densidade vascular,
menor a sobrevida global. A diminuicdo da sobrevida geralmente se
correlaciona com o aumento do risco de metastase. Algumas das possiveis
explicagdes bioldgicas para esta correlagao sao as seguintes: a) O aumento
da densidade vascular facilitaria a passagem de células neoplasicas para a
circulagao geral; b) A quantidade de células malignas angiogénicas é
diretamente proporcional a probabilidade de um tumor primario gerar
metastases; c¢) A capacidade de células do tumor produzirem fatores
angiogénicos se associa com a maior probabilidade de crescimento rapido;
d) Alguns fatores angiogénicos (bFGF, VEGF) aumentam a probabilidade
das células neoplasicas ingressarem na circulagao; e) As células endoteliais
do leito vascular do tumor liberam citocinas (interleucina-6) que podem
facilitar as metastases (MOTRO et al.,, 1990; TAM et al., 1994; CHIU et

al.,1996; RELF et al., 1997).

O’REILLY et al (1997), no entanto, demonstram que nao ha
correlacao entre a densidade dos microvasos e a evolugao clinica, o que

determina um conflito de opinides acerca da angiogénese.

Apesar da avaliagcdo da angiogénese ser considerada um
fator de progndstico promissor em carcinoma da mama, os resultados
obtidos em diferentes séries tém sido controversos, provavelmente pelas

dificuldades de reprodutibilidade na quantificacdo dos vasos neoformados.
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Trés anticorpos sdo mais comumente utilizados para identificar os
microvasos a serem quantificados: fator Von Wilebrand, CD-31 e CD-34. O
primeiro foi utilizado nos trabalhos originais e, posteriormente, considerado
menos efetivo que o CD-31 e CD-34 para identificacdo dos vasos. Entretanto
alguns estudos demonstraram que o CD-31 era o anticorpo com menor
desempenho para este fim e que o melhor marcador era o CD-34. Outro
fator que dificulta a reprodutibilidade das séries é a variedade de
metodologias utilizadas na interpretacédo das reagdes imunohistoquimicas

utilizadas na determinacéao da densidade vascular (UZZAN et al., 2004).

1.4 ANGIOGENESE E CARCINOMA DUCTAL IN SITU

Apesar de existirem inumeras publicacbes relacionando
angiogénese e carcinoma ductal invasivo, a literatura é pobre em pesquisas
sobre neovascularizagdo em CDIS. Em relagdo aos marcadores de endotélio
utilizados, ndo ha uniformidade entre os autores, sendo aplicados o fator de
Von Wilebrand, CD-31 e CD-34. Também observamos variagdo no método
de contagem dos vasos, embora a selecdo da area de contagem tenha
obedecido ao critério de selecdo que considera a area de maior numero de
microvasos observada na microscopia optica com um menor aumento (20X
ou 40X), descrita por WIDNER (1991). GUIDI et al (1994), utilizando o fator
de Von Wilebrand como marcador de endotélio e um método

semiquantitativo de contagem de vasos, onde a densidade vascular foi
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mensurada no intervalo de 1+ a 3+ , observaram uma maior associagao
entre o CDIS tipo comedo e a densidade vascular classificada como 3+.
Também observaram aumento da densidade vascular em areas de tecido
mamario que apresentavam desmoplasia do estroma. BROWN et al (1999)
analisaram a expressdao do RNA mensageiro para os seguintes fatores
angiogénicos: Fator de Permeabilidade Vascular (VPF) e Fator de
Crescimento do Endotélio Vascular (VGEF). Encontraram um aumento da
expressao do RNA-m para estes fatores nos casos de carcinoma invasivo,
carcinoma ductal in situ e em linfonodos contendo células neoplasicas.
Observaram ainda que a neovascularizagdo do estroma que envolve os
ductos contendo células neoplasicas precede a invasao, sugerindo uma
interagcdo entre as células neoplasicas, estromais e endoteliais, Médiada

pelas citocinas.

TEO et al (2002) avaliaram a neovascularizagdo de 355
casos de CDIS acompanhados por um periodo de dez anos. Encontraram 32
casos de recorréncia, sendo 20 casos na forma in situ e 12 na forma
invasiva. Utilizaram como marcador de endotélio o fator de Von Wilebrand e
CD-34. Ao avaliarem a densidade vascular média observaram um aumento
da vascularizagao da area com CDIS em relagdao a area de tecido normal.
Também concluiram que o aumento da densidade vascular, mensurada pelo

CD-34, teve correlagao com o aumento de risco de recorréncia.
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Avaliar a densidade vascular pelo CD-34 no carcinoma

ductal in situ da mama comparando os tipos comedo e ndo comedo.
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3.1. SELEGAO DOS CASOS

Foram selecionados, retrospectivamente, 223 laudos de
carcinoma ductal in situ da mama, provenientes do arquivo do Laboratério de
Anatomia Patoldgica do Instituto Brasileiro de Controle do Céancer (IBCC).
Estes casos foram escolhidos a partir do levantamento dos laudos de
Anatomia Patolégica, de pacientes submetidas a tratamento cirurgico,
catalogados no periodo entre 1990 a 2004. O diagndstico de cada caso de
CDIS foi realizado pela analise histolégica através de microscopia 6ptica,
com coloragdo de Hematoxilina-Eosina. Para a confirmagao do diagnéstico
foram selecionados os blocos de parafina e as respectivas laminas
confeccionados na data do diagndstico (figura 1). Cada caso foi avaliado
pelo Servigco de Anatomia Patolégica do IBCC sendo excluidos aqueles que
apresentavam areas de microinvasao ou contaminag¢ao do bloco de parafina
por fungos, totalizando 52 casos que obedeciam aos critérios de inclusao da
pesquisa onde todos os tumores apresentavam carcinoma ductal in situ

puro.
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3.4. ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

As laminas obtidas dos blocos de parafina foram submetidas
a estudo imunohistoquimico utilizando-se anticorpos monoclonais contra o

CD-34. Foram realizadas duas reagdes para cada caso:
= Area com tecido normal — grupo controle.
= Area com tumor — grupo com CDIS.

= A avaliagdo imunohistoquimica foi realizada em duas

etapas:

3.4.1. Marcacao dos cortes histolégicos com CD-34

A técnica de marcagdo consistiu na pesquisa
imunohistoquimica dos 52 casos, avaliando-se a area de tecido normal e a
area com tumor. O anticorpo utilizado neste estudo foi o CD-34. A reacao
para marcacido de CD-34 foi realizada pelo método indireto da avidina-
biotina-peroxidase, tendo sido as reacbes nas laminas coradas pela
diamonobenzidina e contracoradas pela hematoxilina de Harris (ZVEIBIL,

1995).
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Na técnica indireta de imunoperoxidase, o anticorpo primario
€ incubado com o tecido, seguindo-se esta reagao o uso de um anticorpo
secundario biotinilado ou ligado a fosfatase alcalina, adicionando-se a seguir
o complexo streptavidina biotina-peroxidase ou fosfatase alcalina
peroxidase. A incubagao do anticorpo primario é feita em geladeira durante
toda a noite (over night). Apos isto, foram realizadas a coloragao com o uso
do substrato cromogénico diaminobenzidina (DAB) e a contracoloragdo com
a hematoxilina de Harris. As laminas foram entdo montadas com laminula
usando-se balsamo do Canada para todos os casos (ZVEIBIL, 1995)

(Figura 4).







Materiais e Métodos 57

3.4.2. Contagem de vasos de area contendo tumor e
area de tecido mamario normal

A técnica de contagem se iniciou com a identificagdo da area
com maior numero de microvasos através de um rastreamento do corte
histologico em microscopia optica em pequeno aumento (40X). Ainda com o
pequeno aumento, foram selecionadas duas areas adjacentes a primeira,
que também apresentavam um numero aumentado de vasos. A seguir foram
contados os vasos destas trés areas com maior aumento (200X). O primeiro
campo a ser contado foi aquele identificado no pequeno aumento como o de
maior vascularizagao. A densidade vascular foi obtida pela média aritmética
da contagem dos trés campos (MARTIN et al., 1997; ALVES et al., 1999).
Desta forma, para cada caso, ficou definida a densidade vascular média do

tecido mamario normal e do carcinoma ductal in situ.

3.5. CLASSIFICAGAO DA DENSIDADE VASCULAR MEDIA

A densidade vascular média foi classificada como baixa
ou alta, tendo como ponto de corte a Médiana calculada a partir do conjunto
de valores encontrados para cada caso, de acordo com os trabalhos de
GUIDI et al. (2002); LUDOVINI et al. (2003). Em nosso trabalho
consideramos a Médiana de 15,3 para o grupo com CDIS e 7 para o grupo

controle.
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Valores encontrados abaixo ou acima das Medianas
foram considerados como baixa ou alta densidade vascular,

respectivamente.

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Para a variavel densidade vascular média foi utilizada a
analise de variancia e para a contagem de vasos foi utilizada a analise de
perfil, pois havia interesse em se comparar tipo histologico e amostra

histologica.

Para a variavel idade, onde foram comparadas as médias,
foi utilizado o teste t de Student, e para a comparagao de propor¢des foi
utilizado o teste do qui-quadrado, ja para a variavel tipo de cirurgia foi

utilizado o teste Exato de Fisher.

O nivel de significancia utilizado foi de 5%.
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O céancer de mama representa um grave problema de saude
publica ocupando o segundo lugar entre as neoplasias no Brasil, perdendo
apenas para o cancer de pele ndo melanoma. Além disso, a mortalidade por
cancer de mama ainda permanece alta ao contrario de alguns paises onde
se tem observado uma diminuicdo desta mortalidade. A expectativa para
2006 aponta 48.930 novos casos, com um risco estimado de 52 casos em
cada 100 mil mulheres (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). A probabilidade de
cura, sem duvida, esta diretamente relacionada a precocidade do

diagndstico.

O rastreamento mamografico tem proporcionado o
diagndstico precoce do cancer de mama. A mamografia € responsavel por
aumento significativo no diagndéstico do carcinoma ductal in situ da mama. O
diagndstico e o tratamento do carcinoma mamario em sua etapa inicial, ndo
invasiva, proporciona um indice de cura de aproximadamente 100% (DE
LUCA, 2006). No entanto, o conhecimento e a evolugdo desta patologia

permanecem controversos.

Em relagdo ao tratamento cirurgico, tanto a mastectomia
quanto as cirurgias conservadoras podem ser utilizadas. As variaveis que
norteiam esta modalidade terapéutica sdo a extensao da lesdo, grau nuclear
e arquitetura do tumor. As duas primeiras variaveis ndo podem ser
influenciadas pelo tratamento, enquanto que a ultima é determinada pela
intervencgao cirurgica. A extensdo de margem cirurgica ideal € de 10mm para

alguns autores (SCHWARTZ, et. al., 1999), enquanto que outros definem
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margem ideal como 5mm, baseado no acompanhamento de pacientes
submetidas a setorectomia, com margens cirurgicas de 5mm e mama
irradiada, que nao apresentaram aumento no indice de recidiva local apds 5

anos de seguimento (LAGIOS & PAGE., 2000).

A linfadenectomia axilar ndo deve ser realizada em lesbes
nao invasivas. Veronesi et. al. (2005) encontraram 9 casos de metastases
em 508 biopsias de linfonodo sentinela (1,8%), sendo que em cinco
pacientes s6 havia micrometastase (<2mm). Oito pacientes foram
submetidas a dissecc¢ao axilar completa e em nenhuma delas foi encontrado
linfonodo axilar positivo adicional. A bidpsia do linfonodo sentinela ndo deve
ser considerada como procedimento de rotina no tratamento do CDIS, no
entanto, casos de CDIS com programacéo cirurgica de mastectomia, com
risco de microinvasdao no resultado final da anatomia patoldgica,
principalmente, em tumores grandes ou extensas areas de

microcalcificagdes, a abordagem axilar pode estar indicada.

A radioterapia pode ser utilizada apds as cirurgias
conservadoras como tratamento adjuvante tendo como objetivo o controle
loco-regional da doencga. Apesar das lesbes proliferativas intraductais
constituirem uma gama de patologias pré-malignas, a sua recidiva pode se
manifestar como carcinoma ductal in situ ou invasivo. Estudos prospectivos
randomizados demonstraram uma diminuicdo da recidiva local com a
utilizagao da radioterapia apds a cirurgia conservadora (setorectomia 31,7%,

setorectomia e radioterapia 15,7%). Porém nao houve diferenca na
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sobrevida global (NOFECH-MOZES et al., 2005). Veronesi (1995) observou
o indice de recidiva local de 7% em seguimento de oito anos para pacientes
submetidas apenas a quadrantectomia. O indice prognostico de Van Nuys,
proposto por Silverstein (1995) auxilia na decisdo do melhor tratamento loco-

regional.

A terapia adjuvante sistémica para o CDIS é baseada no
sucesso do tamoxifeno utilizado no tratamento de tumores RE positivo. A
reducao da taxa de recidiva local em tumores invasivos com RE positivo e
axila negativa foi de 2,7% para 0, 53% (LEONARD & SWAIN, 2004). Duas
séries randomizadas e prospectivas avaliaram o efeito do tamoxifeno em
pacientes com CDIS. Enquanto o estudo do NSABP B-24 demonstrou
reducdo, estatisticamente significante, na recidiva local e nenhuma
modificagdo na sobrevida global, o outro estudo UKCCCR n&o demonstrou
beneficio em ambos aspectos. Assim, antes de iniciar a adjuvancia sistémica
com tamoxifeno, €& importante avaliar cuidadosamente os riscos, em
particular as doencas cardiovasculares, e realizar pesquisa de receptor de

estrégeno (RE).

Apesar do CDIS apresentar um progndstico favoravel, os
indices de recorréncia determinam variacbes em relacdo a escolha
terapéutica, mesmo porque esta recidiva pode se apresentar na forma de
carcinoma invasivo em 50% dos casos. Existem inumeros fatores
prognésticos em cancer de mama descritos na literatura, sendo o

comprometimento de linfonodos axilares um dos mais importantes na
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avaliagao do carcinoma ductal invasivo (ROSEN, 1999). No entanto, este
fator ndo pode ser aplicado ao CDIS em virtude de estar presente em
apenas 1,8% dos casos (VERONESI et al., 2005). Assim, os marcadores
moleculares assumem importancia relevante na avaliagdo prognostica do
CDIS, sendo os receptores hormonais e o HER 2/NEU os mais importantes.
Outros marcadores como a proteina p53 e a densidade vascular tém sido

destacados (LEONARD & SWAIN., 2004).

A neovascularizacido € necessaria para o crescimento de
tumores a partir de um determinado volume, assim como para a sua
progressao. Este processo € regulado por uma gama de fatores
angiogénicos e anti-angiogéncios controlados pelas células neoplasicas e
estromais. A caracterizacdo de marcadores endoteliais especificos no CDIS
tem importancia ndo apenas como fator prognéstico, mas também como
orientagao terapéutica na utilizagdo de agentes anti-angiogéncios (NOFECH-
MOZES et al.,, 2005). Os marcadores sao importantes ao destacarem o
endotélio dos microvasos, permitindo a mensuragdo quantitativa ou

qualitativa da angiogénese.

Em 1991, Weidner e colaboradores propuseram que a
atividade angiogénica do cancer de mama era definida e mensurada pela
densidade dos microvasos e que tinha um potencial valor prognéstico. Este
trabalho estimulou pesquisadores a avaliarem o valor progndstico e
aperfeicoarem a metodologia. Os resultados de inumeras pesquisas

sugerem que o cancer de mama apresenta uma atividade angiogénica
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heterogénea e que os tumores com maior vascularizagdo sao mais
agressivos e mais frequentemente associados a resultados de pior
prognoéstico (UZANN, et. al., 2004) Em seu trabalho original, Weidner (1991)
utilizou o fator de Von Wilebrand como marcador do endotélio dos
microvasos. Posteriormente foram utilizados o CD-31 e o CD-34, sendo que
o ultimo tem demonstrado ser o mais sensivel na deteccdo de células
endoteliais (LUDOVINI, et. al.,, 2003). TEO et. al (2003) também
demonstraram em sua publicagao a superioridade do CD-34 em relagao ao

fator de Von Wilebrand em predizer o risco de recorréncia no CDIS.

Ao contrario, alguns autores nao correlacionaram a
densidade vascular com o valor progndstico do cancer de mama. O
desencontro dos dados se deve a soma de variaveis relevantes no que se
refere a metodologia aplicada as pesquisas: o marcador aplicado nos cortes
histolégicos para destacar o endotélio, a determinagao da area de contagem
de vasos no tumor, 0 método de contagem dos microvasos, a experiéncia do
observador e o ponto de corte utilizado na analise estatistica, quando
empregados de formas variadas dificultam a reprodutibilidade uniforme dos

resultados encontrados (FOX & HARRIS., 2004).

Embora as pesquisas relacionadas a angiogénese e cancer
de mama sejam abundantes, no que se refere as lesdes proliferativas

intraductais, a escassez de trabalhos prevalece.
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5.1 DISCUSSAO DA METODOLOGIA

5.1.1. Selecao dos casos

De 223 casos de CDIS foram considerados somente 52
casos que preenchiam os critérios histolégicos para carcinoma ductal in situ
puro. Os casos restantes foram excluidos por apresentar areas de invasao
ou microinvasdo da membrana basal ou contaminagdo dos blocos de
parafina por fungos. Estas dificuldades sdo encontradas em trabalhos
retrospectivos, diminuindo a chance de aproveitamento de um maior numero

de casos.

5.1.2 Tratamentos cirurgicos realizados

O tratamento cirurgico nao foi considerado variavel relevante
neste estudo, porém observamos uma equivaléncia entre a mastectomia e a
setorectomia, sendo que nos casos de CDIS tipo comedo a mastectomia foi
mais frequente, conforme observado nas citacbes da maioria dos

pesquisadores (SILVERSTEIN, 1998; LEONARD & SWAIN, 2004).

5.1.3. Caracteristicas histologicas do tumor

Os casos selecionados foram divididos em dois grupos:
grupo A, comedo e grupo B, ndo comedo. No grupo B foram encontrados os
subtipos: sélido, papilifero, micropapilifero e cribriforme. Os casos de CDIS
intra-cistico encontrados apresentavam areas de microinvasao, portanto nao
foram incluidos. Esta divisdo seguiu os critérios histolégicos consensuais a

respeito das lesdes proliferativas intraductais (LOGULLO & FRANCO, 2006).
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5.1.4. Estudo imunohistoquimico e classificagcao da
densidade vascular

Como critério de avaliagdo da angiogénese elegemos a
densidade vascular, amplamente utilizada por diversos pesquisadores, para
mensuracdo da neovascularizagdo, tanto no cancer invasivo quanto nas
lesbes intraductais (GUIDI et al.,, 1994; LUDOVINI et al., 2003 ). Como
marcador molecular para destacar o endotélio dos microvasos e
proporcionar a sua contagem, WEIDNER (1991) propés o fator de Von
Wilebrand em seu trabalho original. Posteriormente, outros pesquisadores
também utilizaram este marcador para mensurar a neovascularizagdo em
cancer de mama (GUIDI et al., 1994; FOX HARRIS., 2004; NOFECH-
MOZES et al., 2005). Além deste marcador, o CD-31 e o CD-34 foram
aplicados em outras pesquisas (GUIDI et al., 1994; ALVES et al., 1999;
SAPINO et al., 2001; KIDWAI et al., 2002). HANSEN et al. (1998) publicaram
estudo que se propbs avaliar as diferengas de métodos de avaliacdo da
neovascularizacdo em cancer de mama. Afirmaram que as coloracdes
utilizando os trés marcadores moleculares foram eficazes, embora o fator
Von Wilebrand tenha corado menos os vasos de menor calibre em
comparagao com os outros marcadores. Também observaram que o CD-31
e 0 CD-34 sao similares ao apresentar alta especificidade em corar as
células endoteliais de cortes histoldgicos com a presenga de carcinoma
ductal invasivo. No entanto, segundo estes autores, o CD-31 ocasionalmente
cora as células inflamatdrias, o que pode camuflar as células endoteliais em

alguns casos. Este evento também foi observado e relatado por GUIDI et al.
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(2002). Em nossa pesquisa utilizamos o CD-34, defendido por muitos
autores por apresentar maior sensibilidade nas reagdes imunohistoquimicas
que identificam o endotélio vascular (HANSEN et al., 1998; ALVES et al.,

1999; TEO et al., 2003).

Em relagdo a selecédo da area de contagem dos microvasos,
bem como do método aplicado para quantificar a densidade vascular,
utilizamos os critérios mais frequentemente apontados na literatura, que sao
baseados no estudo classico de WEIDNER (1991). Este pesquisador avaliou
a neovascularizagao utilizando o campo de maior contagem para mensurar a

densidade de microvasos.

Em nossa pesquisa, inicialmente detectamos a area com o
maior numero de vasos, observado a microscopia Optica, com o aumento de
40X. Ainda com o pequeno aumento, selecionamos duas areas adjacentes a
primeira, que também apresentavam um numero aumentado de vasos. A
seguir contamos os vasos destas areas através de um aumento de 200X. A
densidade vascular média foi entdo obtida pela média aritmética das trés
contagens. ALVES et al., (1999), afirmaram que ndo ha diferenga estatistica
significativa entre o indice determinado pelo campo de maior numero de
microvasos como aquele determinado pela contagem média dos trés
campos. Entretanto, Martim et al. (1997) demonstraram que esta abordagem
pode ser diferente de acordo com o anticorpo utilizado. Usando o CD-34,
houve uma melhor associagdo de angiogénese e sobrevida tanto com o

campo de maior contagem como na contagem média dos trés campos.
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Os diferentes métodos de mensurar a densidade vascular
representam uma dificuldade na reproducao dos resultados em diferentes
trabalhos. Além das duas formas de contagem descritas anteriormente, a
densidade de microvasos pode ser determinada pela area que representa o
maior numero de microvasos, comparando os trés campos selecionados no
aumento de 40X e pela contagem de Chalkley. Este ultimo método utiliza
uma grade com 25 pontos aplicada a 6ptica do microscopio. A contagem dos
microvasos é feita nas trés areas do tumor com maior vascularizagao. Ha
uma menor variagao dos resultados entre diferentes observadores quando
este método é aplicado. A acuracia da avaliacido da densidade vascular é
semelhante quando o método de contagem empregado é o de Chakley ou o
método da média de densidade de trés campos (HANSEN et al., 1998;

GUIDI et al., 2002; LUDOVINI et al., 2003).

HANSEN et al.(1998) se referem ao método da contagem
média dos trés campos como 0 que mais se aproxima ao método de Chakley

em termos concordancia entre os observadores.

Outro problema relativo a quantificagdo em angiogénese diz
respeito aos pontos de corte que, na literatura sdo bastante variaveis. Da
mesma forma que para outros marcadores, por enquanto nao existe
consenso sobre o “melhor ponto de corte” para angiogénese. Alguns
autores encontraram cerca de 80 a 100 microvasos/mm? quando se utilizou

o fator de Von Wileband como marcador (ALVES et al., 1999).
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Ao contrario deste autor, GUIDI et al (2002) e LUDOVINI et
al. (2003) utilizaram o valor da Médiana como o ponto de corte entre baixa e
alta densidade vascular. Os casos que apresentaram o valor da DVM menor
que a Médiana foram classificados como baixa densidade vascular,
enquanto que os casos que apresentaram o valor da DVM maior que a
Médiana foram reconhecidos como alta densidade vascular. Em nosso
estudo também utilizamos a Médiana como ponto de corte, conforme
proposto pelos autores acima. No grupo controle a Médiana encontrada foi
7, enquanto que no grupo que apresentava CDIS a Médiana foi 15,3. Desta

maneira ficou estabelecido o ponto de corte para os dois grupos.

5.1.5. Analise estatistica

A anadlise estatistica foi realizada pela Profa. Dra. Lidia
Raquel de Carvalho, professora titular do Departamento de Bioestatistica da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP que utilizou para a variavel
densidade vascular a analise de varidncia e para a contagem de vasos a
analise de perfil. Para a variavel idade foi utilizado o teste t de Student, e
para a comparacao de proporcdes foi utilizado o teste do qui-quadrado. Ja
para a variavel tipo de cirurgia foi utilizado o teste Exato de Fisher. O nivel

de significancia utilizado foi de 5%.
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5.2 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.2.1 Frequiéncia de idade nos grupos A e B

Observamos que a média de idade no grupo A foi de 52,7
anos, enquanto que no grupo B foi de 61,9 anos. De acordo com LEAL et al.
(1995) e BASEGIO & BASEGIO (2006), a média de idade do diagndstico do
CDIS é de 54 a 56 anos. Entretanto, Teo et al. (2003) encontraram uma
meédia de idade de 65 anos. Em nosso trabalho, quando comparamos os
grupos A e B, observamos uma predominéncia de mulheres com menos de
50 anos no primeiro grupo. Este dado esta de acordo com Lagios & Page
(2000) e Leonard & Swain. (2004) ao afirmarem que os tumores que
apresentam maior agressividade e pior prognostico sdo frequentemente

encontrados em mulheres com menos de 50 anos.

O aumento do diagnostico do CDIS nos ultimos anos se
relaciona ao emprego da mamografia como método de rastreamento para
cancer de mama. A Organizagao Mundial de Saude recomenda a realizagao
da primeira mamografia aos 35 anos de idade e as mamografias
subsequentes a partir dos 40 anos. No Brasil, o Ministério da Saude
preconiza a primeira mamografia aos 35 anos, mamografias com intervalo
bianual a partir dos 40 e anual a partir dos 50 anos. A padronizagcéo do
rastreamento mamografico repercute diretamente no estadiamento do
cancer de mama no momento do diagndstico. As microcalcificagées,

frequentemente associadas ao carcinoma ductal in situ, s6 podem ser
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detectadas pelo exame de mamografia. Portanto, a realizacdo deste exame
em mulheres com menos de 50 anos de idade, proporciona o aumento de
diagndstico do CDIS nesta faixa etaria. Em nossa opinido, com o
refinamento da técnica de mamografia e melhor qualificagcdo dos
observadores, havera um aumento da incidéncia de CDIS em pacientes

mais jovens, possibilitando assim diminuigao das taxas de mortalidade.

5.2.2 Tratamento cirurgico realizado nos grupos A e B:
cirurgia conservadora x mastectomia

Em nossos resultados observamos uma maior freqiéncia de
mastectomia no grupo A (60% dos casos). Ao contrario, no grupo B, houve
um predominio de setorectomia (68,2% dos casos). A diferengca entre os
procedimentos nos dois grupos teve significancia estatistica. Estes achados
sao concordantes com a literatura, que propde a mastectomia como
tratamento de escolha nos casos de CDIS de alto grau, tipo comedo, que se
apresentam como lesdes extensas, portanto com maior risco de recidiva
local. O tratamento conservador, por sua vez, deve ser indicado para as
pacientes que apresentam melhor progndéstico, com o devido esclarecimento
dos riscos de recorréncia. (LAGIOS, 1990; SCHWARTZ et. al., 1999;

LEONARD & SWAIN., 2004).

Em nossa pesquisa algumas pacientes foram submetidas a
avaliagcado da axila, porém nao houve acometimento de linfonodos nos caos
avaliados. Atualmente a avaliagao da axila em carcinoma ductal in situ pode

ser feita através da bidpsia do linfonodo sentinela em situagdes especiais,
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como tumores grandes ou microcalcificagcdes extensas ou ainda quando a
conduta cirurgica for a mastectomia. A linfadenectomia axilar s6 seria

realizada em casos de comprometimento do linfonodo sentinela.

5.2.3 Freqliencia dos tipos histolégicos

Os 52 casos de carcinoma ductal in situ puros, encontrados
em nosso levantamento, apresentaram a seguinte distribuicdo histoldgica:
58% do tipo comedo; 17% cribriforme; 15% papilifero; 6% sélido e 4%
micropapilifero. Em concordancia com estas propor¢cbes, BASEGIO &
BASEGIO 2006) referem uma série de 175 casos de CDIS, relacionando o
tipo histolégico com o tamanho do tumor e microinvasdo. Em seu trabalho a
freqUuéncia do tipo comedo foi de 54%; cribriforme — 17%; micropapilifero —
12%; soélido — 10% e papilifero — 7%. Destes, o tipo histolégico mais
associado a microinvasao foi o comedo. Em nossa pesquisa ndo avaliamos
esta variavel, visto que foi critério de exclusdo para selecdo dos casos de
carcinoma ductal in situ puros. Apesar de termos encontrado trés casos de
carcinoma intracistico, a sua exclusao foi determinada pelo encontro de

microinvasao na revisao do diagnostico.

5.2.4 Proporgao da média da densidade vascular média
dos grupos A e B nas areas de tecido mamario
normal

Em nossa pesquisa, a média da densidade vascular média

nas areas livres de doenca nao apresentou diferengca estatisticamente
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significante quando comparamos os grupos A e B. De acordo com RICE &
QUINN (2002), para haver o aumento da neovascularizagao a partir de areas
pré-malignas é necessaria a interacdo entre o tumor, estroma, células
endoteliais e inflamatérias e a matriz extracelular, e que os vasos
neoformados se originem dos vasos pré-existentes que irrigam o tecido

normal.

A concordéancia entre a densidade vascular média da area
com tecido normal em ambos os grupos ratifica a hipotese de ndo haver

aumento de vascularizagdo em tecido mamario normal.

5.2.5. Proporgado da média da densidade vascular média
entre as areas de tecido mamario normal e

carcinoma ductal in situ nos grupos A e B
Ao compararmos a média da densidade vascular média
entre a area livre de doenga e a area com tumor nos grupos A e B
observamos um aumento da neovascularizagao. WEIDNEIR (1991) ja havia
demonstrado o crescimento de microvasos em tecido mamario com
carcinoma ductal invasivo. Rice et al (2002) observaram que o aumento da
vascularizagao tem inicio nas lesées pré-malignas a partir da interagéo das
células patoldgicas, estroma, células endoteliais e células inflamatérias.
Desta forma, segundo estes autores, a acédo de fatores anti-angiogénicos e
fatores angiogénicos produzidos pela matriz celular proporcionam o
surgimento de novos microvasos, a partir dos vasos pré-existentes,
oferecendo condicbes de oxigenagcdo e nutricdo necessarias para a

progressao da doenca.
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O aumento da neovascularizagdo de carcinomas invasivos
da mama tem sido amplamente divulgado. Nossa pesquisa demonstra que
quando se compara area de tecido mamario com CDIS e area de tecido

mamario normal também existe um aumento da neovascularizacao.

5.2.6. Proporgao da média da densidade vascular média
entre os grupos A e B nas areas com CDIS

Guidi et al (1994), ao avaliarem a densidade vascular em
carcinoma ductal in situ, correlacionaram o tipo comedo com uma maior
contagem de vasos. RICE et al (2002) demonstraram que o potencial
invasivo do CDIS tipo comedo foi associado ao aumento da densidade dos
microvasos. Ao contrario, Teo et al (2003) afirmaram em sua pesquisa que o
aumento da densidade dos microvasos ao redor dos ductos acometidos pelo
CDIS nédo esteve associado ao desenvolvimento de recorréncia.
SCHNEIDER et al (2005) observaram que a alta densidade vascular em
cancer de mama invasivo também foi correlacionada com aumento de
metastase a distdncia, menor tempo livre de doenca e menor sobrevida
global, demonstrando a agressividade destes tumores relacionada a

neovascularizagao.

Em nosso trabalho, ao compararmos a média da densidade
vascular média entre os grupos A e B, nas areas acometidas por CDIS,
verificamos diferenca estatisticamente significante entre os grupos. No grupo
A, a média da densidade vascular média foi maior que no grupo B,
demonstrando uma intima relagdo entre neovascularizagdo e tumores
agressivos, dados estes de acordo com GUIDI et al(1994) e RICE et al

(2002).
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5.2.7 Percentual entre baixa e alta densidade vascular
nos grupos Ae B

A partir do calculo da Médiana, utilizada também por GUIDI
et al (2002) e LUDOVINI et al. (2003), como ponto de corte para qualificar a
densidade vascular entre baixa e alta, observamos em nosso trabalho, que
no grupo A 70% dos casos apresentaram alta densidade vascular, enquanto
que no grupo B apenas 22, 7% apresentaram alta densidade dos
microvasos. GUIDI et al (2002) detectaram uma diferenga significativa entre
a presencga de invaséo linfatica quando compararam as pacientes com alta e
baixa densidade vascular em casos de cancer invasivo. 53% das pacientes,
em seu estudo, apresentavam invasdo linfatica e tinham alta densidade
vascular, enquanto que 38% das pacientes nao apresentavam invasao

linfatica e tinham baixa densidade vascular.

Quando se considera a Médiana como ponto de corte para
definir alta ou baixa densidade vascular a correlagdo entre agressividade do
tumor e alta densidade vascular se mantém. Em nossa pesquisa a alta

densidade vascular foi mais frequente em tumores tipo comedo.

5.2.8 Proporg¢ao da média da densidade vascular média
entre os subtipos histolégicos do grupo B

Dos vinte e dois casos de carcinoma ductal in situ nao
comedo apenas cinco apresentaram alta densidade vascular, sendo trés do

subtipo cribriforme e dois do papilifero. Ao compararmos a meédia da
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densidade vascular média entre os subtipos ndo observamos diferengca com
significancia estatistica. A média de DVM nao ultrapassou 15,3 (ponto de
corte) em nenhum dos subtipos. O risco de microinvasao atribuido a estes
espécimes de CDIS tem sido menor do que o apresentado pelo tipo comedo
(BASEGIO & BASEGIO, 2006). Acreditamos que as caracteristicas
citolégicas e arquiteturais comuns a estes subtipos traduzam minima
agressividade, responsaveis pelo potencial invasivo reduzido e pelo padrao

de baixa densidade vascular.

A importadncia do estudo do carcinoma ductal in situ da
mama, se deve ao aumento da incidéncia desta patologia, provavelmente,
relacionado ao diagnéstico pelo o exame mamografico. As campanhas de
prevencdo secundaria contra o cancer de mama, a disponibilizagcdo do
exame de mamografia para uma parcela maior da populagdo e o
refinamento da técnica de realizagao e interpretagcdo do exame, em conjunto,
determinam uma maior frequéncia de achados mamograficos associados as
lesdes proliferativas intraductais, em particular, as microcalcificagoes.
Portanto a fisiopatologia, risco de recorréncia e formagcdo de metastases
devem ser melhor entendidos. As modalidades terapéuticas visando maior
seguranga para a paciente sem, no entanto, causar grande prejuizo

cosmético, merecem melhor padronizacao.

A nossa proposta foi estudar a angiogénese no carcinoma
ductal in situ da mama. Apesar da limitacdo numérica da amostra, foi

possivel demonstrar a diferenga da neovascularizacido entre as areas de
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tecido mamario normal e areas de CDIS, utilizando o CD-34 como marcador
do endotélio vascular. A dificuldade em relagdo a obtencdo de um numero
maior de casos esta relacionada ao fato do estudo ser retrospectivo, que
determinou a exclusdo de um numero consideravel de casos. O marcador de
endotélio utilizado foi eficaz ao realcar as paredes dos microvasos

permitindo a contagem para o calculo da densidade vascular média.

A avaliacdo da densidade vascular no CDIS, em nossa
pesquisa, se relacionou com a agressividade da doenca. Também tem sido
considerada como fator progndstico e preditivo de recorréncia desta
patologia por outros autores. No futuro, podera ser utilizada na selegao de

pacientes para a terapia com drogas que modulam a neovascularizagao.

Trabalhos prospectivos analisando a neovascularizagado nas
lesdes proliferativas intraductais devem ser realizados no sentido de avaliar
a sobrevida global e tempo livre de doencga. As diferencas destas variaveis,
medidas pela densidade vascular média, também podem ser pesquisadas
na comparacao das lesdes proliferativas intraductais e carcinoma ductal

invasivo.
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Os resultados encontrados em nossa pesquisa nos

permitem as seguintes conclusoes:

1) Houve diferenga com significAncia estatistica da média
da densidade vascular média quando comparamos a area de tecido
mamario normal com a que apresenta carcinoma ductal in situ nos grupos

A e B;

2) Houve diferenca com significancia estatistica quando
comparamos a média da densidade vascular média entre os grupos A e B
em area de tecido mamario apresentando carcinoma ductal in situ. No grupo

A, a média da densidade vascular média foi maior que no grupo B;

3) O grupo A apresentou maior frequéncia de alta

densidade vascular que o grupo B, com significancia estatistica;

4) Nao houve diferengca estatisticamente significante da
média da densidade vascular média entre os subtipos histolégicos do

grupo B;
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