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REVISAO DE LITERATURA

Epidemiologia e Mecanismos Etiopatogénicos

z

O cancer de mama € a neoplasia maligna mais comum entre os canceres
ginecoldgicos'. Representa mais de 1/5 da totalidade de casos de cincer no mundo®. E a
causa mais comum de morte por cancer em mulheres, no Brasil e no mundo3, liderando

entre as causas de morte em mulheres entre 40 e 55 anos”.

Nos ultimos trinta anos, mundialmente, houve aumento da incidéncia do cancer
em mulheres. Essa evolugdo € atribuida ao envelhecimento global da populacdo nos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento®. Outros fatores sdo a mudanca de habitos
adquiridos pela civilizagdo industrializada ocidental, como sobrecarga de calorias na
alimentacdo, favorecendo a obesidade, gestagcdes tardias, aumento do consumo de dlcool

entre as mulheres e exposicdo a diversos poluentes”.

Estudos apontam um aumento de 33% na incidéncia do cincer de mama, na
ultima década. Estimativas mais recentes sugerem que o nimero de casos € maior em
paises em desenvolvimento, quando o envelhecimento da populacdo ndo € considerado.
O quadro se modifica quando a idade € considerada, notando-se maior nimero de casos
em paises desenvolvidos, onde se observa maior expectativa de vida®. Estimaram-se, no
ano de 2005, 211.240 novos casos e 40.410 mortes pela neoplasia, somente nos Estados
Unidos®. Entretanto, mais da metade de novos casos de cincer de mama ocorridos no

. . . . 2
mundo foram diagnosticados em paises em desenvolvimento®.

A incidéncia do cancer de mama estd associada ao nivel socioecondmico e a
urbanizagio. E maior em mulheres de melhor nivel educacional e que habitam a zona
urbana. A semelhanca de hdbitos, de cultura e fatores reprodutivos, como baixa
paridade, primeira gestacdo tardia, baixo indice de amamentacdo, utilizacdo de
horménios exdgenos, maior consumo de dlcool e maior acesso a mamografia,

oferecendo diagnstico mais precoce, justificam essa afirmativa’.



A mortalidade do cancer de mama decaiu, nas dltimas duas décadas, em quase
todos os paises economicamente desenvolvidos, em razdo de avancos no diagndstico
precoce e tratamento do mesmo. Pelos mesmos motivos, a sobrevida nesses paises,
também € maior. Por outro lado, nos paises em desenvolvimento, ndo foi observada
uma mudanca significativa da mortalidade®. A proporcdo entre as taxas de incidéncia e
mortalidade revela uma probabilidade 24% maior de morrer de cancer de mama em

. )
paises menos desenvolvidos™’.

O cancer de mama possui uma etiologia complexa. Envolve fatores genéticos,
ambientais e hormonais, como histéria familiar, mutacdes genéticas, idade avangada,
.~ , .- . 1
exposicao prolongada a estrogenos, etilismo e tabagismo 0,
Os fatores hormonais tém papel fundamental, sendo a exposicdo endégena ou
exdgena ao estrogeno e progesterona, o principal estimulo para a atividade mitética do

tecido mamario'’.

O papel do estr6geno na etiologia do cancer de mama € discutido através de
observacgodes epidemioldgicas e experimentais. Esses estudos revelam maior incidéncia
da neoplasia no sexo feminino, em portadoras de tumores estrégeno-dependentes, como
o carcinoma de endométrio, além de comprovarem o estimulo desse hormdnio sobre o
crescimento de células tumorais in vitro € a menor incidéncia do tumor em mulheres
submetidas a ooforectomia antes dos 50 anos. Nota-se ainda, retardo de crescimento
tumoral em mulheres submetidas a suspensao da producdo hormonal, através de terapia
anti-estrogénica, adrenalectomia ou ooforectomia. Outra evidéncia da influéncia do
estrogeno na etiologia do cancer de mama € a observacdo do tumor em homens

transsexuais que fazem uso de hormodnio exdgeno ou em homens acometidos por

carcinoma de préstata metastatico em tratamento”.

Virias formas de exposi¢do prolongada ao estrégeno t€m sido relacionadas com
a susceptibilidade ao cancer de mama, incluindo situagdes de exposi¢do enddgena,
como a menarca precoce, menopausa € primeira gestacdo tardias, obesidade e
exposicoes exogenas, como a terapia de reposi¢do hormonal e a utilizagdo de

. . 10,11
contraceptivos hormonais .



O inicio precoce da menstruacdo e a menopausa tardia prolongam o periodo de
exposicdo ao estrogeno. Para cada ano de atraso do inicio da menstruacio, o risco de
cancer de mama diminui em 5% e para cada ano de atraso da menopausa o risco

aumenta em 3%'°.

A gestacdo exerce um papel protetor sobre a mama, reduzindo o risco de
neoplasias. Essa protecao aumenta quanto maior o nimero de gestacdes. Mulheres que
tiveram pelo menos uma gravidez a termo tém risco reduzido para cerca de 25%. A
protecao € maior quando a gravidez ocorre mais cedo. Um estudo revela diminuicao em
30% do risco de contrair a doenca em mulheres com primeira gestacao vidvel antes dos
vinte anos em relacdo a mulheres com primeira gestacdo apds a idade de 35 anos'’.

A amamentacdo, provavelmente, também exerce um efeito protetor. A duragdo
da amamentagdo e a menor idade da mulher t€ém importancia relevante'’. Porém, outros
estudos tém associado a prolactina, hormonio envolvido na secrecdo do leite materno, a

modesto aumento no risco de desenvolvimento da neoplasia'’.

A obesidade aumenta as concentragcdes de estrégeno. Mulheres menopausadas
obesas t€m um risco 50% maior de desenvolver a doenga que mulheres menopausadas

no obesas'’.

z

A terapia hormonal, sob a forma de estrégeno isolado ou com progestagenos, é
associada a um pequeno aumento do risco de desenvolvimento do tumor. Esse risco é
tempo-dependente e tende a diminuir apds a parada da sua utilizacdo, havendo
divergéncias de opinides quanto a influéncia da composicdo da terapia sobre esse

. 10, 12
risco .

A terapia hormonal também contribui para o diagndstico tardio da neoplasia,

s 7z

pois leva a intensificacdo da densidade mamadria, que por si s6, ja € um fator de risco

. 12
isolado” 2.

Outros fatores discutidos, relacionados a exposi¢cdo exdgena do tecido mamario

. -~ . . . o 1
ao estrogeno sao o uso de contraceptivos hormonais e o tratamento para infertilidade 0,

Os contraceptivos hormonais, assim como a terapia hormonal, conferem

pequeno risco, que diminui em 25%, apds a parada do uso. O tratamento para



infertilidade submete o tecido mamadrio a exposi¢ao de diversas drogas hormonalmente

. . N .10
ativas e hormonios, entre eles, o hormonio liberador de gonadotrofina .

Além do estrégeno, outros hormdnios também té€m sido relacionados ao risco do
cancer de mama. Estudos demonstram que o risco € maior com o aumento da
concentracdo de todos os hormodnios sexuais, femininos e masculinos, entre eles,

estradiol total, estrona, androstenediona, dehydroepiandrosterona e testosterona'’.

Com relacdo a alimentacdo, ha hipéteses formuladas a respeito dos fito-
estrégenos, substancias presentes em alguns alimentos de origem vegetal, como a soja.
Eles bloqueariam a acdo dos estrégenos enddgenos, reduzindo assim, o risco de cancer

de mama'®.

A acdo da progesterona € controversa. Algumas linhas de pesquisa apontam para
um efeito protetor e outras defendem a ac¢do potencializadora desse hormonio, visto que
o pico da atividade proliferativa na mama ocorre na fase litea, quando se observam

. - A . 4
mailores concentragoes do hormonio™.

A histéria familiar parece ter uma pequena participagdo no aumento do risco.
Além dos fatores herdados geneticamente, os estilos de vida sdo semelhantes, portanto,
fatores ambientais contribuem mais que fatores hereditdrios na suscetibilidade ao cancer
de mama. Essa afirmativa se confirma quando sdo estudadas pacientes migrantes, com
origem em paises com baixo risco de cancer de mama que se destinam as localizacdes
onde o risco é maior'’. Interacdes dos fatores genéticos com fatores ambientais e
reprodutivos potencializam esse risco. Células dos tecidos mamarios com alteracdes

L. . L. . . . .11
genéticas tornam-se mais suscetiveis aos efeitos produzidos por fatores ambientais .

Caracteristicas raciais t€ém sido relacionadas ao risco do cancer de mama.
Estudos apontam para um maior risco entre mulheres brancas com mais de 40 anos,
com histéria familiar. Em mulheres mais jovens, contraditoriamente a incidéncia
observada tem sido maior entre mulheres negras. Essas informagdes encontram
significado em um contexto de aconselhamento de mulheres com histéria familiar de

cancer de mama®.

Polimorfismos em genes que codificam enzimas envolvidas no metabolismo dos

hormonios sexuais também constituem fatores de risco, como observado no gene da



17 beta-hydroxysteroide dehydrogenase tipol, enzima que catalisa a etapa final da

L . 11
biossintese do estradiol .

Polimorfismos em genes relacionados ao metabolismo do estrégeno podem
causar alteracdes em sua funcio bioldgica e contribuir para a suscetibilidade ao cancer
de mama. Esses dados sugerem que alteracOes genéticas da neoplasia, estdo
relacionadas a um padrao familiar nos metabolismos dos hormonios sexuais, levando a

essa suscetibilidade'!.

Fatores de risco adicionais sdo o consumo de alcool, historia prévia de cancer de
mama, presenca de lesdes proliferativas atipicas no tecido mamadrio e exposicao a

radiagdo ionizante”'”.

Diagnéstico e Tratamento

O cancer de mama quando diagnosticado em fases avangadas tem progndstico
ruim. Conseqiientemente, as abordagens cirdrgicas sdo mais agressivas, € por vezes,

mutilantes e ineficazes'.

Muitos avangos foram obtidos no diagndstico e tratamento do cancer de mama

e . 14
ao longo dos ultimos vinte anos .

A sobrevida € o melhor indicador de progresso no tratamento do cancer. A taxa
de sobrevida é medida pela propor¢ao de pacientes vivos apds um periodo de anos de
seguimento apds o diagnéstico. Notou-se, nos ultimos quarenta anos, um aumento

global da sobrevida em 5 anos, mais significativo em paises desenvolvidos®.

A cirurgia € modalidade de tratamento de maior impacto em pacientes

portadores de virios tipos de cancer, entre eles 0 de mama®.

Em pacientes com doenc¢a metastdtica, a modalidade de tratamento depende de

fatores como as caracteristicas bioldgicas do tumor, além dos sitios de envolvimento,



presenca de metdstases e condigdes clinicas dos pacientes e a presenca de

comorbidades’.

A forma como a neoplasia é abordada varia em diferentes paises, de acordo com
as caracteristicas sécio-econdmicas. Ela depende da taxa de incidéncia, dos recursos

. .. ~ . . 14
disponiveis e de fatores econdmicos e culturais .

Nas udltimas décadas, avancos considerdveis tém sido obtidos na abordagem ao
cancer de mama, devido a énfase dada ao seu rastreamento, através da mamografia. Este
recurso permitiu a detec¢do de tumores menores, minimizando os procedimentos
cirirgicos. Outro campo que trouxe progressos ao tratamento da neoplasia foram os
estudos andtomo-patologicos, através de técnicas menos invasivas, como a Punc¢do
Aspirativa por Agulha Fina (PAAF) e a bidpsia por agulha grossa, da andlise do
linfonodo sentinela e da determinacdo de fatores prognésticos e preditivos por

imunoistoquimica (IQ)15 .

O Impacto da Patologia sobre o Cancer de Mama

A anatomia patologica é uma especialidade de importancia critica nos avancos
relacionados ao tratamento do cancer de mama. O papel do patologista € fundamental,
para melhorar as informacdes diagndsticas e na caracterizacio do comportamento
bioldgico das lesdes de mama. Além de fornecer o diagndstico, o patologista estuda as
caracteristicas do cancer, como tamanho, metéstase linfonodal, o padrao hormonal, a
expressdo de oncogenes e genes supressores tumorais e a taxa de proliferacdo celular,
todos eles relacionados com o prognésticols. Para isso, utiliza técnicas, como a 1Q,
método acurado e acessivel para auxiliar no diagndstico de lesdes benignas e malignas
da mama, determinar seu comportamento biolégico e fornecer informacodes preditivas
para o tratamento'®'".

As caracteristicas e propriedades bioldgicas do tumor sdo de grande utilidade
para estimar a probabilidade de recorréncia, a sobrevida esperada e a resposta a métodos

At . . .. .1
terap@uticos adjuvantes, como a terapia hormonal ou a quimioterapia'®.



Os principais fatores preditivos e progndsticos do cancer de mama sao os
oncogenes Her-2/neu, tpS3, BRCA1 e 2, os receptores hormonais do estrogeno (RE) e

progesterona (RP), e o indice de proliferacio celular'’.

BRCA1, BRCA2 e outros Genes Relacionados ao Carcinoma Mamario

Os dois maiores genes associados a susceptibilidade ao cancer de mama sio os
genes de susceptibilidade breast cancer 1 gene (BRCAI1) e breast cancer 2 gene
(BRCAZ2), cujos loci estdo nos cromossomos 17q e 13q, respectivamente. Mutacdes
sofridas por esses genes geram um risco de 60 a 85% de desenvolver cancer de mama.
Elas sdo observadas em aproximadamente 20% das familias com evidéncia de
suscetibilidade herdada ao cancer de mama. Porém, essas mutacdes sao observadas em

. (20
apenas 2 a 3% dos carcinomas mamarios” .

Virios estudos tém identificado fatores associados com a probabilidade de
mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2, entre eles, a ocorréncia em mulheres jovens, a
concomitancia ao cancer de ovdrio e a histéria familiar. Esses fatores apontam para a
importancia na investigacdo dessas mutagdes para que estratégias de prevencao sejam

realizadas, desde a mamografia anual 4 mastectomia profilatica®.

A identificacdo de mutagcdes nesses genes também tem sido utilizada em
pacientes portadoras de tumores positivos para RE. Estudos indicam a reducdo na
incidéncia de tumores na mama contralateral, quando essas pacientes sdo submetidas a

. . : 20
terapia neoadjuvante com tamoxifeno™ .

Outros genes, cujas mutacdes, menos freqiientes também sido implicadas no
risco de cancer de mama sdo o tp53, o PTEN, o STK11/LKB1 e o CHEK2, um

importante componente que reconhece e repara danos do DNA e ativa o BRCA1 .



Her-2/neu

O gene neu foi primeiro identificado em tumores neuroectodérmicos de ratos. O

. . 21 .
gene Her-2/neu, também conhecido como c-erbB2”, € seu equivalente nos seres
humanos. E um proto-oncogene localizado no cromossomo 17921, que codifica a

HER

proteina de mesmo nome, também designada como pl185 , uma glicoproteina

transmembrana de 185KDa, membro da familia Her/erbB e importante fator preditivo e
prognéstico, no cancer de mama®>>>**,

A ativagdo do gene Her-2/neu depende de fatores de transcricdo, genes e
proteinas regulatérias, que osquestram, em conjunto, os sinais que desencadeiam o
crescimento e a diferenciacdo celulares. Quando suas fungdes se encontram alteradas,
desencadeia-se a carcinogénese. Os fatores de transcri¢do envolvidos na ativagdao do
gene Her-2/neu e na expressdo aumentada da proteina Her-2/neu, sdo o PEA3 e o
Esx/Elf-3, sendo este ultimo, detectado em carcinomas in situ. A expressdo desses
fatores de transcricdo, nos tumores de mama, correlaciona-se com a expressao

aumentada da proteina Her-2/neu”.

A familia Her/erbB é constituida por 4 receptores de superficie envolvidos na
transmissdo de sinais que controlam o crescimento e a diferenciacdo celular normais.
Apresentam-se na forma de monomeros ou dimeros. Os mondmeros sao representados
pelo Her-1, Her-2, Her-3 e Her-4. Quando o fator de crescimento se liga a um deles,
este se liga a outro mondmero, formando um dimero. A ligagdo de um fator de
crescimento com um dimero gera sinaliza¢des mais potentes que as geradas pela ligacao
com um receptor monomérico, sobretudo se o heterodimero contiver o Her-2. A partir
dai, ocorre a endocitose do receptor e desencadeiam-se sinais que promovem O

. 23
crescimento celular™.

Usualmente, o Her-2 € o segundo mondmero e ndo aquele que se liga ao fator de
crescimento. O heterodimero que contém o Her-2 é o mais forte, porque nesse caso, a
endocitose do receptor é mais lenta que em dimeros onde o Her-2 ndo estd presente. A
medida em que sucede a endocitose, a sinalizacdo vai ocorrendo e sendo

potencializada®. O heterodimero mais fregiientemente observado no cancer de mama é
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formado pela conjun¢do entre os mondmeros Her-2 e Her-3, mas o mondmero Her-1
6

também ¢é observado em uma porcao significativa dos carcinomas mamarios®.

Todos os quatro mondmeros possuem um sitio de ligacdo extracelular rico em
cisteina, um dominio lipofilico transmembrana e um dominio intracelular com atividade
catalitica tirosina quinase™. As tirosinas quinases sdo proteinas que transmitem sinais
da membrana celular ao nicleo. As tirosinas quinases MAP sinalizam o processo de
proliferacao celular. Quando ocorre a ligacao do fator de crescimento ao sitio de liga¢ao
extracelular, o mais provdavel € que desencadeiem a autofosforilacdo do terminal
carboxil do ligante e promovam sinais que levam a ativacdo do dominio intracelular das
quinases MAP e, conseqiientemente, da proliferacdo celular™> %’

Normalmente, existem poucas moléculas de Her-2 na superficie celular,
portanto, poucos heterodimeros sdao formados e os sinais de crescimento sdo
relativamente fracos e controlados. Quando o Her-2 € expresso em excesso, um sinal de
crescimento celular descontrolado é desencadeado, favorecendo o desenvolvimento de
varios tumores, incluindo os ovarianos, do trato gastro-intestinal e os mamadrios. Por
iss0, a expressdo aumentada do Her-2 estd associada aos carcinomas mamdrios assim

como 2 agressividade e 2 atividade metastdtica do tumor™.

No cancer de mama, 92% dos casos de expressdao aumentada do mondmero Her2
sdo atribuidos a amplificagcdo do gene Her-2/neu, ou seja, um nimero aumentado de
copias de um gene normal. Conseqiientemente, a sintese da proteina Her-2/neu
encontra-se aumentada®’. Esse aumento pode ser 100 vezes maior nas células

cancerosas23

A importancia do complexo Her-2/neu, como fator progndstico e preditivo, estd

em identificar as pacientes com menor tempo de sobrevida, geralmente portadoras de
. . 28 e A .. L.

tumores invasivos™, que apresentam resisténcia a certos quimioterdpicos, como a

. . .124 el eqe
ciclofosfamida, o metotrexate e o 5- fluorouracil™ e sensibilidade a outros, como a

21.23,29

antraciclina , embora alguns trabalhos contradigam essa tltima afirmacio”*. Nota-

se também correlacdo com tumores negativos para RE e RP, conferindo, portanto,

22, 30
7Y, Esses

. L .. . A 1
casos, de pior progndstico, constituem 25 a 30% de todos os casos de cancer de mama’'.

resisténcia a hormonioterapia e com tumores apresentando alto grau nuclear
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Virios trabalhos estabeleceram a amplificagdo ou expressdao aumentada do
Her-2/neu como fator prognéstico independente, em pacientes com ou sem metdstase
linfonodal®'. Alguns trabalhos, ndo relacionam o Her-2/neu ao tamanho do tumor, grau
de diferenciacdo ou potencial metastdtico’®, enquanto outros estudos jd o relacionam 2

atividade metastatica>.

O Her-2/neu indica, também, casos sensiveis ao tratamento com o trastuzumab
(Herceptin®), um anticorpo monoclonal contra o dominio extra—celular do Her-2/neu
que aumenta a sensibilidade A quimioterapia em pacientes com doenca metastitica®. O
trastuzumab foi desenvolvido em 1992, produzindo resposta anti-tumoral em 15 a 20%
das pacientes com metéstase’>.0 anticorpo monoclonal exerce o papel de controlar o
crescimento celular e impedir o desenvolvimento tumoral, através da endocitose e
degradacdo lisossomal do mondmero Her-2. Este € altamente especifico ao anticorpo
monoclonal anti-Her-2. Ele elimina o receptor da superficie celular, diminuindo a

~ , . . .. 2
formagdo de heterodimeros, reduzindo, assim, a oncogenicidade 3,

A localizagdo superficial do receptor o torna alvo facil ao anticorpo anti Her-2.
O anti- Her-2 humano recombinante monoclonal (rhuMAb-Her-2, trastuzumab,
Herceptin®) também auxilia no tratamento de carcinomas metastiticos através da
potencializacdo dos quimioterdpicos paclitaxel, doxorrubicina, cisplatina e
ciclofosfamida®**.

As primeiras pesquisas do marcador em neoplasias mamadrias eram realizadas
através de técnicas de southern blotting, para as quais se obtinha material extraido do
DNA de tumores ndo fixados. A amplificagdo do gene Her-2/neu era encontrada em 20
a 30% dos tumores. O subseqiiente desenvolvimento de anticorpos monoclonais e
policlonais, possibilitou a pesquisa da proteina Her-2/neu nas células tumorais, através
do método de IQ, havendo uma boa correlacdo com a amplificagdo génica obtida

. . . 2
através dos métodos anteriores™.

A proteina Her-2/neu pode ser pesquisada através de métodos de biologia
molecular, como reagdo de cadeia da polimerase, a hibridizacdo in situ com
fluorescéncia e a hibridizagdo in situ cromogénica, que detectam a amplificacdo génica.
Também podem-se utilizar métodos para a deteccao da proteina, como o imunoensaio

enzimatico, que detecta a proteina Her-2/neu solivel em tecido tumoral fresco ou no
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sangue. Esta técnica pode ser utilizada para monitorar os niveis sangiiineos da proteina e
identificar possivel recorréncia do tumor. A técnica mais rotineiramente usada € a de

IQ2 1 ,29,30.

A 1Q é uma técnica amplamente difundida e com a possibilidade de ser aplicada
em material fixado. Os resultados dependem de vérios fatores, como a sensibilidade e a
especificidade dos anticorpos utilizados na reacdo, o tipo de anticorpo™, o periodo de
fixacdo e a eficiéncia dos métodos, os controles positivos e a variabilidade inter-
observador’> **. Trabalhos mostram uma alta correlacio com métodos considerados
mais acurados, como a hibridizagao in situ com fluorescéncia, chegando a alcancar 90%
de concordancia®'***. A escala de graduacao utilizada na avaliagdo do Her-2/neu € a
padronizada para o Herceptest (Dako, CA/USA), aprovada pela Food and Drug
Administration, para selecionar as pacientes candidatas ao tratamento com o
Herceptin®32. Ela gradua os tumores de 0 a 3+, de acordo com a intensidade e o padrao
da reagdo cromo génica3 435,

A hibridizacdo in situ com fluorescéncia também pode ser realizada em material
fixado, tem altas sensibilidade e especificidade e necessita de uma pequena quantidade
de material, mas € um método dispendioso, de execucdo mais complexa e com maior

demanda de tempo para ser realizado™.

A hibridizag@o in situ cromogénica apresenta 100% de concordancia com a
hibridizacdo com fluorescéncia, em certos trabalhos. A reagdo cromogénica tem maior
durabilidade e ndo hé necessidade de equipamentos especiais para sua visualizacdo™,
mas apresenta as desvantagens de custo e tempo, apresentadas pelo método anterior”.

As duas dltimas técnicas ndo sdo utilizadas rotineiramente, devido as
dificuldades demonstradas. S6 devem ser utilizadas em casos de escore 2+, pelo método
de IQ, quando a coloragdo demarca fracamente toda a membrana celular, visto que a
expressdo aumentada de Her-2/neu observada por essas técnicas apresenta alta taxa de

correlacdo com a amplificacdo génica®®~"°,
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Receptor de Estrogeno (RE)

A exposicdo prolongada ao estrogeno exerce grande influéncia no
desenvolvimento do cancer de mama. Os efeitos do estrégeno sdo, em parte, mediados
pelo RE. Sao conhecidos dois tipos de receptor, a e 3, membros da familia de receptores

237 ¢ sdo expressos nas células do estroma e das glandulas

esterdides nucleares
mamadrias. Também sido observados no utero, ovdrio, prostata, epididimo, testiculo,
pituitéria, rins, timo, 0ssos e sistema nervoso central. Eles sdo estruturalmente similares
em seus dominios de ligacdo, embora apresentem diferencas em seus efeitos globais,

nos diferentes 6rgios’.

Na auséncia de seu ligante, o RE forma um complexo inativo com a proteina
HSP 90. Quando o estrégeno se liga a seu receptor, através de seu dominio periférico,
este se dissocia dessa proteina, dimeriza e € transformado em uma forma ativa. Esta
forma ativa d4 inicio a atividade mitdtica, através da interacio direta do dominio central
do receptor com os elementos de resposta ao estrogeno, localizados na regido promotora
do gene alvo no DNA. Essa interagdo ativa co-fatores, promovendo, assim, a
proliferacdo celular. Dois co-fatores importantes, envolvidos nas vias de ativacdo da
proliferagdo celular s@o o proto-oncogene c-myc e a molécula cyclina D177, Outra via

z

utilizada para a promocdo da proliferacdo celular € a via de sinalizagdo através das
p26.37

quinases MA

O RE-a é expresso em 70-80% dos tumores de mama. S3o tumores de
crescimento mais lento e melhor diferenciados e por isso apresentam melhor
prognéstico®. A auséncia de expressdo do RE-a é associada a tumores de fendtipo mais

agressivo ..

Alguns estudos indicam que o RE-f atua em fases mais precoces do
desenvolvimento tumoral, porque € expresso principalmente em carcinomas in situ e
tem sua expressdo diminuida em tumores mais avancados®. Porém, outros estudos ja
mostram a expressdo aumentada do RE-o como evento inicial significante na

carcinogénese da mama. Outro papel do RE- B seria a de modulador do RE-a,
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atenuando ou suprimindo sua funcdo e reduzindo a proliferacdo celular, através de
38

diferentes mecanismos, ja que eles sdo co-expressos nos tumores de mama
Os genes RE-a e RE- promovem a expressdo de seus respectivos receptores.
Por vérias décadas, acreditou-se que havia apenas um gene até que em 1996, foi isolado

o gene RE-B do DNA de um rato e posteriormente do DNA humano®.

Trabalhos tém mostrado que a auséncia da expressao do RE estd relacionada a
mutacdes, dele¢des, perda de heterozigose ou polimorfismos no gene responsavel pela

~ .26
Sua expressao .

O RE ¢ importante indicador de resposta a endocrinoterapia, com moduladores
ou destruidores deste, que antagonizam o efeito do estrogeno sobre o aumento da massa
tumoral®®*"*%, Esse receptor foi o primeiro passo na tentativa de uma subclassificagdo
por biomarcadores dos tumores de mama no intuito de auxiliar a conduta da doenga, ha

trés décadas™.

Entre os anti-estrogenos nao esteroidais, utilizados no tratamento do cancer de
mama, estdo os moduladores seletivos do RE, sendo o tamoxifeno o representante mais
conhecido. Ele antagoniza os efeitos do estrogeno, através da competicio por seus
receptores. O tamoxifeno foi introduzido para a indu¢do da ovulacdo, no tratamento de
infertilidade, por exercer acdo semelhante a do estrégeno em alguns 6rgdos, como o
ovéario. Outros efeitos semelhantes aos do hormonio sdo a reabsorcao dssea, a redugao
das taxas de LDL e colesterol e um pequeno aumento na incidéncia de hiperplasia e
cancer de endométrio™ .

O fulvestrant € um anti-estrégeno esteroidal utilizado como terapia alternativa
aos moduladores do receptor. Ele se liga ao complexo RE, provocando sua destrui¢ao
prematura. Nao tem propriedades semelhantes as do estrogeno. Uma terceira alternativa
seria a utilizacdo de inibidores da aromatase, enzima envolvida na sintese de estrégeno.
E representado por substincias como o anastrozol e o letrozol*’. Aproximadamente 50%
dos tumores positivos para Her2-neu sdo positivos para RE. Esses tumores sao
freqlientemente resistentes a hormonioterapia. Uma das hipdteses é a promogdo a
expressdo dos receptores de crescimento epidérmico, entre os quais o Her-2/neu esta

classificado. Essa expressao aumentada de Her-2/neu € associada ao aumento de co-
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ativadores, que estabilizam o RE e promovem a resisténcia. Pacientes portadoras desse

tipo de tumor devem receber terapia anti-hormonal combinada a administracdo do
31 ~ oA

trastuzumab ~'. Outros estudos ndo demonstram uma resisténcia absoluta, mas uma

probabilidade reduzida de resposta a hormonioterapia. Assim, ndo se deveria negar a

oportunidade desta modalidade de tratamento a essas pacientes®’.

Os primeiros ensaios utilizados rotineiramente para a identificacdo do RE foram
os ensaios com ligantes radiomarcados. Para a realizacdo desses ensaios, eram
utilizados fragmentos frescos de tumor, portanto, apenas coletas prospectivas podiam
ser realizadas. O método era quantitativo e o resultado expresso em fentomoles/mg de
proteina do citosol*'.

Com o advento da ultrassonografia, a realizacdao do diagndstico mais precoce do
cancer de mama tornou-se vidvel, possibilitando a identificacdo de lesdes muito
menores. Isso impossibilitou, em muitos casos, a obtencdo de material para a
quantificacdo do RE por ligantes radiomarcados. Contudo, a introdu¢do do método de
IQ possibilitou a identificacdo do receptor em fragmentos de tumor fixados em
formalina e incluidos em parafina. Consequentemente, a IQ substituiu gradativamente
os ensaios realizados anteriormente. Varios estudos mostram a superioridade da IQ em
determinar a positividade para o RE nos tumores de mama, além de oferecer a vantagem
de se realizar uma pesquisa retrospectiva em material ja fixado" e de atender 2
necessidade de se utilizar uma tecnologia com boa reproducibilidade e de custo mais

. £ ot 3
acess1vel, comparando—se com outras técnicas 9.

Trabalhos relatam ainda, a importancia do tempo de fixagdo para a identificacdo
do RE pelo método de IQ, sendo necessdrio, portanto, um tempo minimo de seis a oito

horas., independente do tamanho do tumor™'.

A IQ ndo é um método quantitativo, portanto, a intensidade da coloracdo nao
tem uma relagdo linear direta com a quantidade de RE presente nos nucleos das células
tumorais. Um consenso estabelecido pelo Instituto Nacional de Saidde dos Estados
Unidos recomendou que, para fins terapéuticos, qualquer positividade para o RE pelo
método de IQ € o suficiente para considerar o tumor estrégeno-positivo e a paciente
candidata a endocrinoterapia. Mas para fins de estudo, se a quantificacdo € necessdria,

outros métodos seriam mais adequados, como a reacdo em cadeia da polimerase®*'.
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A pesquisa do RE, através de imunocitoquimica aplicada ao material obtido por
PAAF tem demonstrado uma correlacdo favordvel quando comparada ao material da

C o 4D
peca cirdrgica™.

Receptor de Progesterona (RP)

O RP, assim como o RE, pertence a familia de receptores esterdides nucleares.
Sem o seu hormonio ligante, reside inativo no nucleo celular, formando um complexo
latente com proteinas. Sdo conhecidas duas isoformas do receptor, o RPA e o RPB, cuja
expressao depende de um tnico gene. Seus dominios sdo homdlogos e semelhantes aos
dominios do RE, incluindo um dominio central que se liga ao DNA e um dominio C-
terminal, que se liga a progesterona e medeia a dimerizagdo e a ativagao do processo de
transcricdo. Esse processo € executado através da atuacdo de fatores de transcrig¢do,
como a proteina C/EBPJ. Assim, finalmente se desencadeia o processo de proliferacao
celular.”>*.
Na década de 70, o RP foi valorizado, por fornecer informagdes adicionais mais
precisas, junto ao RE e atuar como fator preditivo 4 resposta 2 hormonioterapia®.

Assim, o RP, similarmente ao RE, € indicador de boa resposta a essa modalidade de

tratamento~’.

O RP também € um importante fator que prediz a responsividade do cancer de
mama a terapia hormonal. Aproximadamente 50% dos tumores positivos para o RE sao
positivos para o RP e destes, cerca de 75% sao sensiveis a terapia hormonal. Tumores
positivos para RE e negativos para RP sdo menos sensiveis a hormonioterapia,
sugerindo uma possivel contribuicdio do RP em uma resposta positiva a este

tratamento™.

O RE € um fator de transcricdo chave para a ativagdo do RP. Este é induzido
pelo primeiro receptor. Por isso, também, o segundo pode ser utilizado como referéncia
para a atividade estrogénica, confirmando, assim, sua funcdo como fator preditivo

.. . . 45
adicional na hormonioterapia ™.
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Cerca de 5% dos tumores sdo negativos para RE e positivos para RP. Estes

tumores demonstram uma resposta intermediaria 2 hormonioterapia®®,

Ha diferencas entre as respostas dos tumores as diferentes modalidades de
hormonioterapia. Tumores positivos para ambos RE e RP, respondem melhor a terapia
com tamoxifeno, enquanto tumores positivos para RE e negativos para RP respondem

melhor aos inibidores da aromatase*®.

Outro trabalho mostra que a expressdo aumentada do RP, no cincer de mama,
estd associada a tumores mais agressivos € a expressao aumentada da proteina Her-
2/neu. Nao obstante, a positividade para RP, independente da expressao do Her2 € um
fator preditivo de risco de recorréncia®’. As concentracdes de RPB estdo particularmente

. L. e - 2
aumentadas no carcinoma mamario, o que diminui a razdo RPA: RPB 6,

O RP pode ser pesquisado pelas mesmas técnicas utilizadas para a pesquisa do
RE, sendo a mais usual, a de IQ. Esta técnica apresenta boa reproducibilidade e alta
correlagdo com métodos utilizados anteriormente, como os ensaios com ligantes
radiomarcados. Assim, como na pesquisa do RE, 1% de positividade das células
tumorais para o marcador, é suficiente para eleger a paciente como candidata a
hormonioterapia®. A pesquisa desse receptor através da imunocitoquimica também
apresenta uma boa correlacio com a pesquisa no espécime cirirgico e proporciona

. . . , . 4
maior agilidade na abordagem das neoplasias mamarias 8

A Puncao Aspirativa e a Citopatologia Aplicadas a Patologia do Cancer de Mama

James Paget, em 1853, foi o primeiro a utilizar a pungao aspirativa para o exame

microscépico de tumores de mama®.

A PAAF tem se mostrado excelente método para o diagndstico de diversas
neoplasias, incluindo o cancer de mama. E procedimento simples, rdpido, de menor
custo e pouco invasivo™. Apresenta importante contribuicio na diminuicdo de

. ., . , . 51 L, . . .
procedimentos cirurgicos desnecessarios™ . Tem acurdcia semelhante ao material obtido
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por bidpsia percutanea, quando ha correlagdo entre os achados clinicos, de imagem e
. L. . . . . 52
citolégicos. Isso permite maior agilidade no acompanhamento dos pacientes™ e
diminui¢do do estresse experimentado no periodo entre a suspeita e confirmagdo do
diagnéstico™®. Estudos provam que a PAAF muitas vezes, é mais sensivel e oferece
diagnéstico mais rapido que as bidpsias por agulha grossa®. Vale lembrar que o
aumento da sensibilidade dos métodos radiolégicos permitiu a identificacdo de lesdes

. ~ oq- . ~ Z 1
menores, na mama e em outras localizagdes, facilitando a realizacdo desse método 8

Virias publicagdes mostram que a PAAF fornece subsidios, ndo apenas
morfolégicos, podendo-se utilizar o material para estudo imunocitoquimico, citometria

. . . 25
de fluxo ou técnicas de biologia molecular’>>

, auxiliando, assim, no diagndstico de
lesdes benignas e malignas, nos mais diversos 6rgdos™® ° **. Ainda possibilita a
avaliacdo de resposta a tratamentos quimioterdpicos e da recorréncia, através da
deteccao de tumor residual ou metéstases linfonodais™. O material obtido através de
punc¢do aspirativa apresenta moderada acuricia quando utilizado na graduacdo dos
carcinomas da mama e comparado ao material da peca cirdrgica’. As amostras
citologicas podem ser rapidamente coradas e examinadas, tornando possivel a avaliacao
imediata da adequagdo da amostra e em muitos casos, um diagndstico provisério pode
ser feito ainda na presenca do paciente. Acrescenta-se, que o envolvimento do
patologista no ato da coleta, otimiza a correlacdo clinica e permite o manuseio

apropriado da amostra e seu encaminhamento para estudo por técnicas complementares,

. 54
como as supracitadas” .

A PAAF também permite a obtencdo de material para a confec¢do das cito-
inclusoes. Estas podem ser obtidas diretamente do material colhido através da PAAF ou
do material raspado de esfregacos muito espessos, que apresentam dificuldades na
interpretacdo das laminas. Esse material é entdo fixado e processado de forma
semelhante ao cortes histolégicos do espécime cirtirgico®".

Estudos demonstram a utilidade da citoinclusdo na pesquisa de vdrios tipos de
neoplasias em diversos 6rgios e efusdes cavitdrias, apresentando altas sensibilidade e
especificidade®®*®*, Sua aplicabilidade e superioridade aos esfregacos sdo reconhecidas
na realizacdo da imunocitoquimica para a diferenciacdo entre diversos tumores,

. L. 58,62
metastaticos ou primarios™™ 2,
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A citoinclusdo tem importante papel no diagnéstico das lesdes de mama,
permitindo a identifica¢do de padrdes histolégicos e diminuindo o numero de casos com
diagnéstico indefinido. Ela poderd ser utilizada na realizacdo de técnicas
complementares citadas anteriormente, coloracdes especificas e prover excelente
material para imunocitoquimica. A imunocitoquimica aplicada a citoinclusdo, na
pesquisa da patologia mamadria, apresenta boa reproducibilidade“. O material € facil de
ser estocado e permite a utilizagdo de um painel amplo de anticorpos. Entre os fatores
que determinam o sucesso do método estd a experiéncia do profissional, na obtencdo de
material com celularidade suficiente.* .

A citoinclusdo oferece mais vantagens sobre os esfregacos na realizacdo da
imunocitoquimica, porque, o procedimento € o mesmo usado para 0s cortes
histolégicos, a interpretacdo apresenta menor dificuldade, as 1aminas apresentam menos
artefatos e notam-se menos casos falso-positivos, além de oferecer a possibilidade da
realizacdo de mutiplos cortes e de pesquisar varios marcadores. Ela pode ser utilizada na
pesquisa de marcadores progndsticos da mama, através do material obtido por puncdes
aspirativas dos tumores ou dos linfonodos®®"®. Pode-se obter material representativo,

com alta celularidade, de onde podem ser extraidas informacgdes uteis a respeito do

o . ;. . 35
prognéstico para auxiliar na conduta clinica da paciente®.

Dessa forma, a PAAF possibilita ao patologista oferecer a equipe clinica desde
dados morfolégicos, através da identificacdo de lesdes proliferativas atipicas em
pacientes de risco até dados adicionais, relativos a fatores progndsticos e preditiv0569.

Neste estudo, realizamos a avaliacdo do RE, do RP e do Her-2/neu, trés
importantes fatores prognodsticos e preditivos na conduta do cancer de mama. Essa
avaliacdo foi realizada através da técnica de IQ aplicada em material de citoinclusio,

obtido através de PAAF e em material do espécime cirdrgico®
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RESUMO

Foram selecionados 62 casos de carcinoma de mama, diagnosticados por
puncao aspirativa por agulha fina (PAAF), com confirmacao pelo espécime cirtrgico.
Citoinclusdo e espécime cirurgico foram submetidos a reacdo imunoistoquimica (IQ)
para receptor de estrogeno (RE), de progesterona (RP) e proteina Her-2/neu.
Consideraram-se positivos para RE e RP, casos com 1% ou mais de células coradas.
Positividade para Her-2/neu foi avaliada numa escala de 0 a 3+. O indice de
concordancia entre citoinclusdo e espécime cirdrgico variou de 90 a 94%.
Sensibilidade, especificidade, valores preditivo positivo (VPP) e negativo (VPN) e
acurdcia da citoinclusdo na pesquisa para os RE e RP e proteina Her-2/neu (3+) foram
respectivamente: RE (92,7%; 85,7%; 92,7%; 85,7% e 90,3%), RP (92,7%; 94,7%;
97,4%; 87,0% e 93,5%) e Her-2/neu (70,0%; 100,0%; 100,0%; 94,5% e 95,2%). A
citoinclusdo apresenta excelente correlacdo com o espécime cirirgico na pesquisa por

IQ dos receptores hormonais e da proteina Her-2/neu.
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ABSTRACT

It was selected 62 cases of breast carcinoma, diagnosed by fine needle
aspiration (FNA), with confirmation by surgical specimen. Cell-block and surgical
specimen were submitted to immunohistochemistry (IHC) reaction, for estrogen
receptor (ER), progesterone receptor (PR) and Her-2/neu protein. Cases with 1% or
more cells stained were considered positive for ER and PR. Her-2/neu Positivity was
evaluated by a score from 0 to 3+.

The concordance index between cell-block and surgical specimen had a
variation of 90 to 94%. Sensibility, specificity, predictive positive and negative values
and accuracy for ER, PR and Her-2/neu protein, was respectively: ER (92,7%; 85,7%;
92,7%; 85,7% and 90,3%), PR (92,7%; 94,7%; 97,4%; 87,0% and 93,5%) and Her-
2/neu (70,0%; 100,0%; 100,0%; 94,5% and 95,2%).

Cell-block shows excellent correlation with surgical specimen in assessment of

hormonal receptors and Her-2/neu protein, by IHC.
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INTRODUCAO

O cancer de mama € a causa mais freqiiente de morte por neoplasia em
mulheres, principalmente entre 40 e 55 anos'%. Ao longo de trinta anos houve aumento
da incidéncia, sendo 33% na tultima década. O aumento da incidéncia € atribuido, entre
outros fatores, ao envelhecimento global da populaciao, em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento®. Sua etiologia é complexa, multifatorial e envolve fatores genéticos,
hormonais e ambientais. Os fatores hormonais t€ém papel fundamental, sendo a
exposi¢do enddgena ou exdgena ao estrégeno e progesterona, o principal estimulo para

.. - A . s 4
a atividade mitética do parénquima mamario .

Os principais fatores preditivos e progndsticos do cancer de mama, avaliados
por testes moleculares e IQ, sdo os oncogenes BRCA1 e 2, Her-2/neu, tp53, os
receptores de estrégeno e progesterona e o indice de proliferacio celular’.O gene Her-
2/neu, um proto-oncogene localizado no cromossomo 17g21, € importante fator
preditivo e prognéstico, no cincer de mama®® Em 92% dos casos, a expressdo
aumentada da proteina Her-2/neu € atribuida a amplificacdo do gene Her-2/neu e esta
associada a maior agressividade e atividade metastatica da neoplasia7’9. A importancia
da detec¢do do complexo Her-2/neu estd em identificar as pacientes com menor tempo
de sobrevida, geralmente portadoras de tumores invasivos'’ e que apresentam
resisténcia a certos quimioterdpicos, como a ciclofosfamida, o metotrexate e 0 5 —
fluorouracil®. Esses casos, em geral, de pior prognoéstico, constituem 25 a 30% dos
casos de cancer de mama'l. O Her-2/neu indica, também, casos sensiveis ao
tratamento com o trastuzumab, anticorpo monoclonal contra o dominio extra—celular
do Her-2/neu, que aumenta a sensibilidade a quimioterapia em pacientes com doenga
metastatica’. A proteina do Her-2/neu pode ser pesquisada através de métodos de
biologia molecular, como reacdo em cadeia da polimerase ou por hibridizag¢do in situ
com fluorescéncia e por IQ”'*"?. Aproximadamente 50% dos tumores positivos para

N

Her2-neu sao positivos para RE. Esses tumores sdo freqlientemente resistentes a

o

hormonioterapia. O RP, similarmente ao RE, € indicador de boa resposta

11,14

endocrinoterapia * . Em geral, 50% dos tumores positivos para o RE sdo positivos

para o RP e destes, cerca de 75% sdo sensiveis 2 terapia hormonal .

A PAAF tem se mostrado excelente método para o diagndstico do cancer de

- . . L, . . .16
mama. E procedimento simples, rapido, de menor custo e pouco invasivo . Apresenta
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acurdcia semelhante ao material obtido por bidpsia percutanea, quando ha correlacdo
entre os achados clinicos, exames de imagem e citoldgicos. O método permite maior
agilidade no acompanhamento dos pacientes'’ e diminuigdo do estresse experimentado
no periodo entre a suspeita e confirmacio do diagndstico'®. Estudos mostram que a
PAAF € mais sensivel e oferece diagndstico mais rapido que as bidpsias por agulha
grossalg. Virias publicacdes mostram que a PAAF fornece subsidios, ndo apenas
morfoldégicos, podendo-se utilizar o material para estudo por IQ, citometria de fluxo ou
técnicas de biologia molecular'’*’. A obtencdo de material para citoinclusdes através
da PAAF tem importancia no diagnéstico das lesdes de mama, permitindo a
identificacdo de padrdes histoldgicos e diminuindo o nimero de casos com diagndstico
indefinido. Além disso, podem ser utilizadas na realizacio das técnicas
complementares. O material € facil de ser estocado e permite a obteng¢do de multiplos
cortes, podendo-se pesquisar um amplo painel de anticorpos'®*. A pesquisa do RE,
através de IQ em material de citoinclusdo, tem demonstrado uma correlagdo favoravel,

. S|
quando comparada ao material da peca cirtrgica” .

Realizamos, no presente trabalho,estudo comparativo com marcadores para RE,
RP e Her-2/neu, através de 1Q, em material de citoinclusdo e em espécimes cirdrgicos

de carcinoma de mama, com objetivo de identificar a confiabilidade do método.



33

CASUISTICA E METODOS
Selecdo dos Casos

Foram avaliados 126 casos com diagnéstico de carcinoma de mama por PAAF,
que possuiam citoinclusdo, no periodo de janeiro de 1999 a janeiro de 2006. Destes,
selecionaram-se 62 casos, apds a exclusdo dos casos de pacientes submetidas a
quimioterapia prévia, material de citoinclusdo insuficiente ou sem comprovagao
histolégica de carcinoma. O material foi obtido dos arquivos do Instituto de Patologia
de Bauru-SP e cedido sem dados que permitissem a identificacdo das pacientes. Foram
incluidos casos de lesdes palpaveis e ndo palpaveis, com exames de mamografia e ultra-
sonografia. As lesdes ndo-palpaveis foram puncionadas por orientagdo
ultrassonogréfica. Todos os casos foram puncionados por patologistas, com esfregacos
corados por Giemsa e HE. Dados como sexo, idade, mama e quadrantes acometidos,
tamanho do tumor, acometimento de linfonodos e estadiamento patoldgico foram
obtidos através dos laudos. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP-SP (OF.563/2004-CEP).
Selecdo das ladminas e blocos de parafina

Os 62 casos selecionados apresentavam esfregacos corados por HE e Giemsa, e
cortes histologicos de material de citoinclusdo e do espécime cirtirgico. Foram
considerados suficientes os cortes de citoinclusdo que apresentavam pelo menos dez
campos de grande aumento preenchidos por células junto a elementos do sangue
periférico. Foram selecionados, de cada caso, duas laminas de PAAF, uma corada por
HE e outra por Giemsa, uma lamina e um bloco do material de citoinclusdo e uma
lamina e um bloco representativos da lesdo do espécime cirdrgico. Foram, entdo,
realizados cortes histoldégicos com 4um de espessura dos blocos em parafina e
procedeu-se as coloragcdes por HE para avaliacdo dos dados morfoldgicos e 1Q para

pesquisa de RE, RP e da proteina Her2/ neu (Fig. 1).
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Preparacdo prévia do material de citoinclusdo e dos esfregacos

As PAAF foram realizadas utilizando-se agulha de calibre 25 x 6 mm. O
material foi, em parte, colocado sobre as laminas para realiza¢do dos esfregacos e o que
restou no bulbo da agulha e no interior da seringa, foi processado para citoinclusdo. Em
nenhum caso, realizou-se o ato da PAAF para a obtencdo exclusiva do material para
citoinclusdo. Foram realizados,em geral, de 2 a 6 esfregacos, metade corados por HE e
metade por Giemsa. Os esfregacos para HE foram fixados em d&lcool 95% e para
Giemsa a seco, em temperatura ambiente. O material de citoinclusdao foi fixado,
primeiramente, com aspiracdo de 1,0 ml de dlcool 95 %, seguido, imediatamente, por
aspiracdo de 5,0 ml de solucao de formalina 10% tamponada, permanecendo em fixacao
por um periodo de 6 a 24 horas (Fig. 2). Posteriormente, foi submetido a processamento

histolégico com cortes em parafina para coloragdes por HE e 1Q.

Reagdo de Imunoistoquimica

A reacdo de IQ foi realizada segundo protocolos internacionais™, pelo método
indireto streptavidina-biotina peroxidase (LSAB — Dako, CA/USA), para pesquisa do
RE (anticorpo monoclonal anti-humano, clone 1D5, 1/200 — Dako, CA/USA), RP
(anticorpo monoclonal anti-humano, clone PgR 636, 1/300 - Dako,CA/USA) e Her-
2/neu (anticorpo policlonal, 1/300- Dako,CA/USA), utilizando-se o anticorpo isolado,
em laminas separadas, nas diluicdes especificadas. As laminas foram incubadas em trés
banhos de xilol (Synth,Diadema/SP, Brasil), de cinco minutos cada. Posteriormente,
foram incubadas em solu¢cdo de per6xido de hidrogénio 1,5 % em dalcool metilico
absoluto por 20 minutos a temperatura ambiente. As laminas foram lavadas por 10
minutos em dgua destilada, sendo entao, realizada a reativacdo antigénica, utilizando-se
tampao citrato  (pH: 6,0). As amostras foram, entdo, resfriadas e lavadas em tampao
fosfato (pH: 7,6) por 10 minutos, em temperatura ambiente. Em seguida, os cortes
foram recobertos pelo anticorpo primédrio anti-estrogeno, anti-progesterona e anti-Her-
2/neu, previamente diluidos em tampao TRIS-HCL (pH:7.6). As amostras foram entao
levadas para uma cAmara Gmida, a temperatura de 36-37° C, por uma hora. A seguir,
foram lavadas em tampdo fosfato, dois banhos por 5 minutos. Apds a lavagem, as

amostras foram incubadas com anticorpos secunddrios IgG/IgM biotinilado
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N

(Dako,CA/USA), em camara umida por 25 minutos, a temperatura ambiente.
Novamente, as amostras foram lavadas por 5 minutos, em dois banhos com tampao
fosfato com pH 7,6 e incubadas com conjugado streptavidina-biotina peroxidase
(Dako,CA/USA) por 25 minutos, a temperatura ambiente. Foram novamente lavadas em
tampao fosfato, dois banhos por 5 minutos a temperatura ambiente. A revelacdo
colorimétrica foi realizada com diaminobenzidina e peréxido de hidrogénio como
substrato (Dako, CA/USA). As laminas foram contra coradas com hematoxilina (Merck
KgaA, Darmstadt, Germany) e montadas com laminulas e entelan (Merck KgaA,
Darmstadt, Germany). O controle positivo foi mama normal adjacente ao tumor na peca
cirirgica para RE e RP e casos positivos para Her-2/neu, classificados nos escores
0,1+,2+ e 3+>. Controles negativos e positivos externos de material de carcinoma de

mama, conhecidamente negativos e positivos, foram realizados.
Andlise Morfologica

Os casos foram analisados conjuntamente por trés patologistas, sem
conhecimento prévio do diagndstico, e os resultados anotados apds consenso entre 0s
mesmos. A andlise morfoldgica foi realizada através de microscopio Optico (Nikon-
eclipse-50i). Para cada 1amina, foi realizada a leitura de 10 campos em aumento de 400x
(campos de 0,152 mmz), tanto nos esfregacos, como nas laminas de citoinclusdo e do
espécime cirirgico. As laminas foram analisadas separadamente, de forma a ndo se
identificar a correspondéncia entre as laminas de esfregacos, de citoinclusdo e do
espécime cirtdrgico de um mesmo caso ou entre os mesmos. Foi realizada a classificacdo

dos carcinomas de acordo com a Organizacdo Mundial da Sadde (OMS)*.
Andlise Imunoistoquimica

Foi realizada anélise comparativa dos RE e RP na citoinclusdo e no espécime
cirirgico. Foram considerados positivos, 0s casos que apresentavam grau de
positividade nuclear maior que 1%, de acordo com a literatura'’ (Figs. 3 e 4). Foram
utilizados controles externos e internos, como parametros para a reagdo. Os controles
internos foram representados por glandulas mamarias ndo tumorais, adjacente a area

neoplasica.
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Posteriormente, foi realizada a pesquisa para Her-2/neu na forma de anticorpo
isolado, utilizando-se a escala de graduac@o semiquantitativa, semelhante a padronizada
para o Herceptest (Dako, CA/USA)®. A reacdo cromogénica foi semi-quantificada de 0
a 3+: 0 = auséncia de coloracdo ou < 10% das células tumorais; 1+ = coloracdo parcial
da membrana celular > 10% das células; 2+ = coloragdo fraca da membrana > 10% das
células; 3+ = forte coloracdo da membrana > 10% do tumor (Figs. 3 e 4)*. Foram

comparados os padrdes obtidos na citoinclusdo e espécime cirdrgico.
Andlise Estatistica

Os dados foram armazenados em um banco de dados do software Excel,
pertencente a0 Windows XP®. Para a andlise dos resultados da reacdo de IQ, foram
utilizados os calculos para sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP),
valor preditivo negativo (VPN) e acurécia. Os calculos foram realizados separadamente,
para RE, RP e Her-2/neu. A peca cirtrgica foi considerada como padrao-ouro. Os dados

foram expressos em percentagem.



37

RESULTADOS

Prevaleceram as pacientes do sexo feminino (98,4%) com idade variando de 38
a 85 anos (média 58,6 + 12,7). A mama direita foi acometida em 51,6%, a esquerda em
46,8% e bilateralmente em 1,6%. O quadrante sipero-externo foi o mais acometido
(42,2%), seguido pelo supero-interno (22,7%). A presencga de neoplasia na transi¢ao dos
quadrantes ocorreu em 22,6% dos casos. As localizagdes menos freqiientes foram a
retroareolar (4,8%), o quadrante infero-externo (3,2%) e o infero-interno (3,2%). Em
um dos casos (1,6%), houve acometimento extenso da mama, abrangendo todos os

quadrantes.

Os carcinomas mediram em média 32,4mm. Foram classificadas de acordo com
a OMS como carcinoma ductal sem outras especificacoes em 72,6% dos casos, dos
quais 45,2% foram grau I, 35,5% grau 1l e 19,3% grau III, segundo a graduacdo de
Scaff-Bloom & Richardson, modificada por Elston e Ellis**. Dois carcinomas foram
lobulares, sendo um cldssico e outro pleomérfico. Os carcinomas ductais especiais
foram 07 casos (11,3%), sendo 02 apdcrinos, 01 cribriforme, 01 pleomérfico, 01 com
diferenciacdo neuroenddcrina, 01 com células em anel de sinete e 01 com producdo de
muco. Os demais foram: 03 coléides, 01 tubular, 01 medular, 01 neuroenddcrino, 01

papilifero e 01 metapldsico com diferenciag¢ao condréide.

Quanto ao estadiamento patoldgico, 27,4% foram classificados como pTl1,
54,9% como pT2, 4,8% como pT3 e 12,9% como pT4. O comprometimento dos
linfonodos caracterizou-se como pNO em 41,9%, como pN1 em 37,1% dos casos, pN2
em 11,3% e nenhum caso como pN3 ou pN4. Observaram-se ainda, 9,7% em pNx, onde
o comprometimento linfonodal ndo pdde ser avaliado. Observou-se a ocorréncia de

micrometdstase em apenas um dos casos (pNOmi).

No material de citoinclusdo, 66,1% dos casos foram positivos para receptor de
estrogeno, 62,9% para receptor de progesterona e 11,3% de casos positivos para Her-
2/neu. No espécime cirdrgico, houve positividade de 66,1% tanto para RE quanto para
RP e 16,1% para Her-2/neu. A positividade concomitante para RE e RP foi observada
em 61,3% e 62,9% das citoinclusdes e espécimes cirdrgicos, respectivamente. A
positividade concomitante para RE e Her-2/neu foi de 42,9% e 40,0% pela citoinclusio

e espécime cirdrgico, respectivamente.
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Os casos compostos por verdadeiro-positivos para RE foram 61,3%, ou seja,
ambos citoinclusio e espécime cirdrgico foram positivos. Em 29,0%, a citoinclusdo e o
espécime cirdrgico foram negativos para RE, caracterizando o grupo de verdadeiro-
negativos. O grupo de falso-negativos, no qual se observaram citoinclusdo negativa e
espécime cirtrgico positivo, totalizaram em 4,9%. Em 4,8% dos casos, observaram-se
citoinclusdo positiva e espécime cirdrgico negativo, caracterizando os casos falso-
positivos. Em 90,3% dos casos houve concordancia nas interpretagdes da reacdo de 1Q
para RE, entre citoinclusdo e espécime cirirgico. Em 9,7% houve discordancia, tanto da

positividade quanto da negatividade, para o RE (Tabela I).

A sensibilidade foi de 92,7%, especificidade de 85,7%, VPP de 92,7%, VPN de
85,7% e acuracia de 90,3% (Tabela II).

Na andlise do RP, observaram-se 61,3% de verdadeiro-positivos, 32,3% de
verdadeiro-negativos, 4,8% de falso-negativos e 1,6% de falso-positivos. Notou-se
concordancia de interpretacdo em um total de 93,5% dos casos e discordancia em um
total de 6,5% (Tabela I). A sensibilidade de 92,7%, especificidade de 94,7%, VPP de
97,4%, VPN de 87,0% e acuracia de 93,5% (Tabela II).

A reacdo para o marcador Her-2/neu, considerando-se somente a marcacao 3+,
revelou 83,9% de verdadeiro-negativos, 11,3% de verdadeiro-positivos, 4,8% de falso-
negativos e nenhum caso falso-positivo. Ou seja, em 95,2% houve concordancia e em

4,8% houve discordancia na interpretacdo. (Tabela I).

A sensibilidade foi de 70,0%, especificidade de 100,0%, VPP de 100,0%, VPN
de 94,5% e acuracia de 95,2% (Tabela II).

Quando consideramos a escala de positividade de 0 a 3+, observamos que a
soma dos casos de escore 2+ e 3+, resultou em 19 casos (30,7%) positivos na
citoinclusdo e 15(24,2%) no espécime cirtrgico. Em relagdo a soma dos casos 0 e 1+,
foram 43 (69,3%) na citoinclusao e 47(75,8%) no espécime cirtrgico (Tabela III).
Nenhum caso com escore 0 na citoinclusdo, recebeu escore 2+ ou 3+ no espécime
cirdrgico. Aqueles com escore 3+ na citoinclusdo, também foram 3+ no espécime. Dos
26 casos que receberam escore 1+ na citoinclusdo, 21(80,8%) receberam escore 0 ou 1+

no espécime cirurgico. Dos 12 casos que receberam escore 2+ na citoinclusdo, 9
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(75,0%) receberam escore 0 ou 1+ e 3 (25,0%) receberam escore 2+ ou 3+ no espécime

cirargico (Tabela IV).
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Tabela 1. Porcentagens de verdadeiro-positivos, verdadeiro-negativos, falso-positivos e

falso-negativos entre citoinclusio e espécime cirdrgico.

Verdadeiro-positivos Verdadeiro-negativos Falso-positivos Falso-negativos

RE 61,3 29,0 4,8 4,9
RP 61,3 32,3 1,6 4,8
Her-2/neu(3+) 11,3 83,9 0,0 4,8

Os valores especificados estdo em porcentagem.
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Tabela II. Valores da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor

preditivo negativo e acuricia da citoinclusdo para a pesquisa de receptor de estrogeno,

receptor de progesterona e Her-2/neu (3+).

RE RP Her-2/neu(3+)
Sensibilidade 92,7 92,7 70,0
Especificidade 85,7 94,7 100,0
VPP 92,7 974 100,0
VPN 85,7 87,0 94,5
Acuracia 90,3 93,5 95,2

VPP, valor preditivo positivo; VPN, valor preditivo negativo; RE, receptor de
estrogeno; RP, receptor de progesterona. Os valores especificados estdao em

porcentagem.



Tabela III. Resultados da positividade para Her-2/neu por escore de 0 a 3+ na

citoinclusdo e espécime cirirgico
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Escore Citoinclusao Espécime Cirdrgico
n (%) n (%)
0+ 17 (27,4) 25 (40,3)
1+ 26 (41,9) 22 (35,5)
2+ 12 (19,4) 05 (08,1)
3+ 07 (11,3) 10 (16,1)




Tabela IV. Comparacao dos resultados do escore O - 3+ para Her-2/neu, entre

citoinclusdo e espécime cirirgico.

43

Citoinclusdo Espécime ciriirgico n (%)

0 0 11 (64,7)
1+ 6 (35,3)
2+ 0(0)
3+ 0(0)

1+ 0 11 (42,3)
1+ 10 (38,5)
2+ 4 (15,3)
3+ 13,9

o 0 3(25,0)
1+ 6 (50,0)
2+ 1(8,3)
3+ 2 (16,7)

3+ 0 0(0,0)
1+ 0 (0,0)
2+ 0 (0,0)

3+ 7 (100,0)
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126 casos
com citoinclusio

Quimioterapia prévia
Auséncia de bidpsia
Material insuficiente

v

62 casos selecionados

|

PAAF Espécime cirirgico
Esfregacos Citoinclusio
Giemsa HE HE Bloco HE Bloco
a M s
A | [
v v
RP RE Her2/neu RP RE  Her2/neu
M,
I
I

Fig. 1. Representacdo do processo de sele¢ao dos casos, blocos e laminas.
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Fig. 2. (A) Seringa contendo material obtido através de puncado aspirativa por agulha fina
(PAAF). Presenca de coagulo coeso ap6s aspiragdo de alcool 95% seguido por formalina
tamponada 10%. (B) Detalhe do coagulo.
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Fig. 3. Expressdo de receptor de estrégeno (RE) e proteina Her-2/neu em citoinclusdo e

espécime cirlrgico de carcinoma ductal grau Ill. (A-1) Citoinclusdo (HE, X 400). (A-2)
Citoinclusdo negativa para RE, com controle interno positivo (IQ, X 400). (A-3) Citoinclusao
positiva para Her-2/neu (IQ, X 400.). (B-1) Espécime cirtrgico (HE, X 200). (B-2) Espécime
cirtrgico negativo para RE (1Q, X 200). (B-3) Espécime cirlrgico positivo para Her-2/neu (1Q, X
200).
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Fig.4. Expresséo de receptor de progesterona (RP) e Her-2/neu em citoinclusédo e espécime

cirtrgico de carcinoma ductal grau I. (A-1) Citoinclusdo (HE, X 40). (A-2) Citoinclusao positiva
para RP (1Q, X 200). (A-3) Citoinclusdo negativa para Her-2/neu (IQ, X 400). (B-1) Espécime
cirargico (HE, X 100). (B-2) Espécime cirlrgico positivo para RP (IQ, X 400). (B-3) Espécime
cirlrgico negativo para Her-2/neu (1Q, X 400).
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DISCUSSAO

A PAAF tem-se revelado um método simples, rapido, de baixo custo,e de grande
utilidade no diagnéstico das neoplasias mamdrias'®. E o aumento da sensibilidade dos
métodos radioldgicos tém permitido o acesso a lesdes cada vez menores, facilitando a
realizacdo do procedimento com obtencdo de material adequado para analise’. Por
outro lado, o material citolégico permite estudos complementares com IQ, citometria de
fluxo e técnicas moleculares, fundamentais para o conhecimento do comportamento
biolégico da neoplasia e decisivo na conduta clinica dos pacientes'”*". Os receptores de
estrégeno e progesterona, e a proteina Her-2/neu, sdo fatores prognodsticos e preditivos

. . 25
importantes para a conduta do carcinoma mamario”.

Desta forma, a puncdo aspirativa guiada pelos exames de imagem, com

utilizacdo de técnicas complementares, possibilita rapidez no diagndstico, instituicdo
. . o 1727

precoce do tratamento, evitando-se procedimentos cirirgicos desnecessarios ~~'. Neste

sentido, é necessaria uma melhor orientacdo dos clinicos para esta conduta mais 4gil, de

menor custo € menos traumdtica para a paciente portadora de cancer de mama.

A 1Q para pesquisa de marcadores hormonais,com resultados confidveis, pode
ser realizada em esfregacos, citocentrifugados ou na citoinclusdo, que constitue material

. Lo . 28
aspirado incluido em parafina™.

A realizacdo da IQ na citoinclusdo, mostra resultados superiores, quando
comparada aos esfregacos,apresentando menor quantidade de artefatos, de casos falso-
positivos e com boa correlacdo com os achados do espécime cirt’1rgic029’3 0,

A verificagdo da positividade para RE e RP na citoinclusdo, possibilita a
realizacdo de quimioterapia neo-adjuvante com escolha adequada dos agentes
quimioterapicos, principalmente para pacientes com tumores em estadiamento mais
avancado, facilitando, posteriormente o procedimento cirurgico € diminuindo seus
custos. E a pesquisa positiva para Her-2/neu na citoinclusdo, permite a identificacao
mais precoce de tumores de pior progndstico, que apresentam resisténcia a alguns

.. L. 1
qu1rn10terap1cos3 .

No presente estudo, a PAAF proporcionou material suficiente para a realizacao

dos esfregacos e da citoinclusao, permitindo o diagndstico da neoplasia e a pesquisa dos
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marcadores hormonais e da proteina Her-2/neu. Em nenhum caso foi realizada PAAF
adicional para a confeccdo da citoinclusdo, o que confirma a facilidade na obtengdo de

material.

A citoinclusdao de material aspirado de mama, pode ser obtida por diferentes
técnicas. Inicialmente o material € submetido a acdo de solugdes ou materiais que
promovam agregacdo celular, como agar, plasma-trombina e filtros de papel.
Posteriormente, € feita fixacdo com Bouin, dcido picrico, solucdes alcodlicas ou
formalina tamponada®. Neste estudo, observamos que a fixacdo direta com formalina a
10%, determinava dispersdo do material, dificultando a formacao do codgulo, inclusdo e
processamento histolégico. A aspiracdo de pequena quantidade de &4lcool 95%,
antecedendo a fixagdo com formalina, favorece a agregacdo do material e preserva as
caracteristicas morfoldgicas das células neoplésicas. Os autores desconhecem relato de

técnica semelhante na literatura.

A andlise do espécime cirdrgico mostrou 66,1% de positividade tanto para RE
como para RP, resultado este semelhante ao referido na literatura'®. A concomitancia de
positividade para os dois receptores, de 62,9%, esta também de acordo com a literatura,
que relata cerca de 50% de concordancia'’.A concomitancia de positividade para RE e
Her-2/neu, no espécime cirurgico, foi de 40,0%. A literatura refere aproximadamente

50% de concomitancia de positividade dos dois marcadores'".

Na citoinclusdo, 66,1% dos casos foram positivos para RE e 62,9% para RP.
Positividade concomitante para os dois receptores foi de 61,3%. A concomitancia de

positividade para RE e Her-2/neu, na citoinclusao, foi de 42,9%.

O marcador Her-2/neu foi positivo em 16,1% dos espécimes cirirgicos,
positividade inferior a relatada pela maioria dos autores, em torno de 25 a 30%''. Esta
discordancia pode ser explicada por termos considerado positivos apenas 0os casos com

escore 3+. Na citoinclusdo a positividade também foi baixa, em 11,3% dos casos.

H4 poucos estudos mostrando a expressdo dos receptores hormonais e da
proteina Her-2/neu em material de citoinclusdo. Seus resultados mostraram a utilidade
do método na pesquisa desses fatores progndsticos e na orientagdo da conduta clinica,

no cancer de mama®*>>.
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Neste estudo, a andlise comparativa dos resultados do espécime cirurgico e
citoinclusdo, mostrou que os casos com escore 0 e 1+, que ndo se correlacionam com a
superexpressao do gene Her-2/neu, apresentaram valores aproximados entre a
citoinclusdo e o espécime cirdrgico, de 69,3% e 75,8%, respectivamente (Tabela III). Os
casos com escore 0 na citoinclusdo foram 0 ou 1+ no espécime cirirgico. Somente um
caso com escore 1+ na citoinclusdo foi 3+ no espécime cirtrgico. Observamos em
75,0% dos casos com positividade de 2+ na citoinclusdo, considerada fracamente
positiva e necessitando de comprovagao da superexpressdo do gene Her-2/neu, escores
de 0 e 1+ no espécime cirurgico (Tabela IV). Na literatura, a positividade de 2+ no
espécime cirdrgico, correlaciona-se entre 25 e 50% de positividade para o gene Her-

il e qe - . . A . 2434
2/neu, detectado por hibridizacdo in situ com fluorescéncia®*?

. No presente estudo, a
baixa correlacdo de casos 2+ na citoinclusio (25,0%) com casos 2+ e 3+ no espécime
cirirgico, mostrou que menos de 25% dos casos na citoinclusdo apresentam
superexpressao do gene Her-2/neu. Estes resultados podem ser explicados,
provavelmente por antigenos ou moléculas de peroxidase aderidas na membrana das
células tumorais, melhor observados no material de citoinclusio, onde as células
encontram-se isoladas ou formando pequenos grupamentos, envolvidos por hemaécias e
plasma. Todos os casos com positividade de 3+ na citoinclusdo foram confirmados no
espécime cirdrgico. A positividade 3+ € considerada forte e correlaciona-se com a
comprovacao da superexpressdao do gene Her-2/neu em quase 100% dos casos” 1%,
Estes dados refletem o fato de que o padrao 3+ ¢é de facil identificagdo, pois a marcacao
€ intensa e geralmente presente na maioria das células. Também, a especificidade para a
deteccao do Her-2/neu com 3+ de 100,0%, mostra a grande confiabilidade do método

para conduzir o tratamento das pacientes.

Os marcadores com maior indice de verdadeiro-positivos foram os RE e RP,
ambos totalizando 61,3%. O marcador com menor indice foi a proteina Her-2/neu com
11,3% de verdadeiro-positivos. A proteina Her-2/neu obteve o maior indice de
verdadeiro-negativos com um total de 83,9%. O RP apresentou o segundo maior indice,
totalizando 32,3% e o RE o menor indice de 29,0%. Os dados apresentam boa
correlagdo com a literatura, quando se constata negatividade para a proteina Her-2/neu

na maioria dos casos positivos para os RE e RP?'.
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O RE mostrou sensibilidade de 92,7% e especificidade de 85,7%, VPP de
92.,7%, VPN de 85,7% e acuracia de 90,3%. O RP mostrou sensibilidade de 92,7%,
especificidade de 94,7%, VPP de 97,4%, VPN de 87,0% e acurdcia de 93,5%. A
proteina Her-2/neu revelou sensibilidade de 70,0%, especificidade de 100,0%, VPP de
100,0%, VPN de 94,5% e acuricia de 95,2%. Portanto a citoinclusdo apresentou alta
sensibilidade na pesquisa dos receptores de estrogeno e progesterona. A facilidade na
interpretacdo de positividade, que considera positivo se 1% ou mais dos nticleos estdo
corados, poderia explicar estes altos indices. A sensibilidade da citoinclusdo na pesquisa
da proteina Her-2/neu foi moderada, de 70,0% quando consideramos positivos somente

os casos de escore 3+.

Em resumo, este estudo revelou alta correlacio entre a citoinclusao e o espécime
cirirgico na pesquisa por IQ do receptor de estrégeno, receptor de progesterona e da
proteina Her-2/neu, em carcinoma de mama. O método € confidvel e pode ser utilizado
para a triagem de pacientes candidatas a quimioterapia neo-adjuvante e avaliacdo dos

fatores preditivos e progndsticos relacionados a estes marcadores.
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Anexo 1 - Célculos da sensibilidade e especificidade
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ESPECIME
CIRURGICO
+ -
FALSO TOTAL DE
o |+ VEIE)%ADEIORO POSITIVO POSITIVOS
E POSITIV b (a+b)
& ? \
Q
< VERDADEIRO
o
& FALSO NEGATIVO TOTAL DE
5. NEGATIVOS
NEGATIVO d
. \:\ (c+d)
TOTAL PRESENCA DE POSITIVIDADE | AUSENCIA Dt];: P(Ci)SITIVIDADE AL DE CASOS
(a+c) (b+d) (a+b+c+d)
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(a+c)
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Anexo 2 - Célculos dos valores preditivo positivo e negativo
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ESPECIME
CIRURGICO
+ -
VERDADEIRO FALSO TOTAL DE
ol + POSITIVO POSITIVO POSITIVOS
2 a b (a+b)
- Q
—
% \
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& FALSO VERDADEIRO ggg AA”II:I\?gS
O - NEGATIVO NEGATIVO (c+d)
C d ¢
TOTAL | PRESENCA DE POSITIVIDADE | AUSENCIA DE POSITIVIDADE TOTAL DE CASOS
(a+c) (b+d) (a+b+c+d)

Valor Preditivo Positivo = (

Valor Preditivo Negativo =

a

a+b)

_4a
(c+d)
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Anexo 3 - Calculo da acuracia

ESPECIME CIRURGICO
+ -
FALSO TOTAL DE
VERDADEIRO
ol + POSITIVO POSITIVO POSITIVOS
< a b (a+b)
jn)
—
O
Z
)
& FALSO VERDADEIRO ;gg;ﬁ;egs
| - NEGATIVO NEGATIVO q
c d (c+d)
TOTAL PRESENCA DE POSITIVIDADE | AUSENCIA DE POSITIVIDADE | TOTAL DE CASOS
(a+c) (b+d) (a+b+c+d)
(a +d )

Acuracia = (

a+b+c+d)
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