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RESUMO

Prieto CF. Avaliacdo do indice proliferativo dos carcinomas da mama:
aspectos técnicos e utilidade clinica. Sdo Paulo; 2014. [Dissertacdo de

Mestrado-Fundacao Antonio Prudente].

INTRODUCAO: A avaliacdo do indice proliferativo pela expressdo do Ki67
por imuno-histoquimica (IP-Ki67) € uma importante ferramenta prognéstica
em alguns tumores. No cancer de mama seu uso ainda é opcional devido a
discussbes sobre o seu valor prognaostico, valor preditivo e o melhor ponto
de corte. METODOS: Estudo retrospectivo para avaliar os métodos de
quantificacdo do IP-KI67 (estimativa global, contagem diferencial de células
e analise digital automatizada), diferentes pontos de corte, o valor preditivo e
prognoéstico no carcinoma invasor da mama (CDI). RESULTADOS: O IP-
KI67 avaliado pelos diferentes métodos mostrou 6tima correlagdo direta
variando entre 0,86 e 0,95 (p<0,0001). O indice Kappa entre as
metodologias variou de moderada a excelente para o ponto de corte de 14%
variou entre 0,53 e 0,87 (p<0,0001) e o indice Kappa ponderado para os
grupos <10%, 10-20% e >20% variou entre 0,46 e 0,85 (p<0,0001). A
sobrevida livre de doenga em 10 anos foi de 54,9%, 43,7%, 43,8% para o IP-
KI67 <10%, 10%-20% e >20%, respectivamente (p=0,0373). A melhor
sobrevida em 10 anos foi observada mesmo nos pacientes com doenca em
estagio clinico | e IIA (87,5% vs 80,2% vs 30,2%, respectivamente,
p=0,0001). Pacientes com CDI em estagio precoce (axila negativa) com ou
sem quimioterapia e IP-KI67 muito baixo, exibiram curvas de sobrevida livre
de doenca similares em 10 anos (p=0,3842). A variavel IP-KI67 né&o foi
capaz de identificar as pacientes com tumores luminais sensiveis a
quimioterapia neoadjuvante. CONCLUSAO: O IP-KI67 avaliado pela
estimativa global do patologista tem boa correlacdo com a quantificacdo
digital automatizada. A biopsia por agulha grossa € um espécime adequado

para avaliar o IP-KI167. O IP-KI67 nao tem valor prognéstico para sobrevida



livre de doenca em 5 e 10 anos. O valor preditivo de resposta a
quimioterapia neoadjuvante do IP-KI67 é limitado com uso dos pontos de
corte atualmente sugeridos pela literatura e ndo deve ser considerado para a

indicacao do tratamento.



SUMMARY

Prieto CF. [Evaluation of proliferative index of breast carcinoma:
technical aspects and clinical utility]. Sdo Paulo; 2014. [Dissertagcéo de

Mestrado-Fundacao Antonio Prudente].

INTRODUCTION: Evaluation of tumor proliferation by Ki67 expression using
immunohistochemistry (IP-Ki67) has been studied as a prognostic and
predictive tool in some tumors. In breast cancer, its use remains optional due
to discussions on best cutoff and methods of quantification. METHODS: We
performed a retrospective study to evaluate distinct methods of quantification
of Ki67-IP (global estimate differential cell count and automated digital
processing), different cutoff points, the predictive and prognostic value in
invasive breast carcinoma (IBC). RESULTS: The IP-Ki67 assessed by
different methods showed excellent correlation, (r between 0.86 and 0.95 (p
<0.0001). Kappa Index between methodologies for the cut-off of 14% ranged
from 0.53 to 0.87 (p <0.0001) and the weighted Kappa index for groups
<10%, 10-20% and> 20% ranged between 0.46 and 0.85 (p <0.0001).
Disease-free survival (DFS) at 10 years was 54,9%,43,7%, 43,8% for IP-KI67
<10%, 10%-20% e >20% , respectively (p = 0.0373) but it was highly
associated with traditional prognostic factors. IBC patients in early stage
(negative axilla) with or without chemotherapy and very low IP-Ki67 showed
similar 10y-DFS compared to higher IP-KI67 (p = 0.3842). IP-Ki67 did not
identify a subgroup of patients with luminal tumors with higher sensitivity to
neoadjuvant chemotherapy. CONCLUSION: The IP- Ki67 assessed by
overall has good correlation to automated digital quantification. Core needle
biopsy is adequate for IP-Ki67 evaluation. The IP-KI67 is not independent
prognostic factor for IBC. The predictive value is very limited and should not

be used to indicate the neoadjuvant treatment.
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1  INTRODUCAO

1.1 CANCER DE MAMA: INCIDENCIA, DIAGNOSTICO E

TRATAMENTO

O céancer de mama é uma questdo de saude publica, com vista em
sua incidéncia e letalidade. A nivel mundial o cancer de mama corresponde
a 23% dos canceres e a 14% de Obitos por cancer entre as mulheres
(SIEGEL et al. 2013). Segundo o Instituto Nacional de Cancer-INCA, as
taxas de mortalidade por cancer de mama ainda continuam altas no Brasil,
muito provavelmente pelo diagndstico tardio. As estatisticas indicam uma
diminuicdo na incidéncia do cancer de mama e taxas de Obito em muitos
paises da Europa e Estados Unidos, devido a diminuicdo do uso da terapia
de reposicdo hormonal e da maior proporcdo de casos diagnosticados em
estagio precoce (JEMAL et al. 2011). Em contrapartida, o Brasil registra um
aumento da incidéncia do cancer mamario no ano de 2014 com estimativa

de 57.120 novos casos (Ministério da Saude 2014).
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Fonte: Ministério da Saude (2014)

Figura 1 - Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100
mil mulheres, estimadas para o ano de 2014, segundo a Unidade da

Federacao (neoplasia maligna da mama feminina)

O tratamento do céancer de mama € multimodal e varidvel a cada
caso, podendo inclur uma combinagdo de cirurgia, radioterapia,
hormonioterapia, quimioterapia e terapias a alvos especificos. A cirurgia e
radioterapia estdo indicadas para a quase totalidade das pacientes [St.
Gallen 2013] Pacientes portadoras de tumores com expressao de receptores
hormonais — receptor de estrégenos (RE) e receptor de progesterona (RP)
sdo candidatas a hormonioterapia e pacientes com tumores
hiperexpressores/amplificacdo do gene HER2 sao candidatos a terapias alvo
como os anticorpos monoclonais ou moléculas inibidoras da proteina HER2.
A indicacdo da quimioterapia gera mais discussao do que as modalidades
anteriores. Por décadas a administracdo da quimioterapia nos casos de

carcinoma mamario pareceu inexoravel, entretanto, mais e mais sao



observados tumores diagnosticados em estagio precoce e que pelo muito
baixo risco (<10%) de recidiva loco regional ou sistémica seriam candidatas
a se evitar os importantes efeitos colaterais da quimioterapia (JEMAL et al.
2011). A identificacdo do subgrupo de pacientes com estagios precoces da
doenca mas que constituem os 10% que sofrerdo recidiva, ou Obito pela
doenca, € um dos maiores desafios da pratica clinica (DOWSETT et al.

2011).

1.2 VARIAVEIS PROGNOSTICAS E PREDITIVAS DO CANCER

DE MAMA

Desde a década de 70 tem-se desenhado modelos progndsticos para
predizer a evolucdo e resposta a tratamentos especificos. Em termos
prognoésticos, tanto fatores clinicos como a biologia do tumor sé&o
importantes. O estadiamento clinico pelo sistema TNM (T = tamanho do
tumor, N = status linfonodal e M= metastase sistémica), o grau histologico,
0S receptores hormonais e o status do gene HER2 sdo fatores
tradicionalmente usados na deciséo terapéutica (FITZGIBBONS et al. 2000;
ELZAWAHRY et al. 2013; STRAND et al. 2013; VERONESE et al. 2013; LI
et al. 2014). Atualmente, a maioria dos carcinomas mamarios ¢
diagnosticado em estagio precoce e livre de metastases sistémicas. Neste
contexto, o status dos linfonodos regionais € um dos fatores progndésticos
mais importantes do carcinoma mamario utilizado para determinacdo dos

tratamentos adjuvantes. Pacientes diagnosticados com tumores menores



que 2cm e com axila livre de metastase tém maior probabilidade de cura e
seu tratamento € decidido pelas caracteristicas intrinsecas do tumor. Cerca
de 30% das pacientes com tumores restritas a mama exibem recidiva e
morte pela doenca, expondo a necessidade de tratamento sistémico em
subgrupos da doenca. O grau histologico utilizado atualmente foi descrito por
Scarff-Bloom-Richardson e modificado por ELSTON e ELLIS (1991) e é
utilizado para este refinamento prognostico (BLOON e RICHARDSON 1957,
ELSTON e ELLIS 1991). Este score reune critérios morfoldgicos como o
indice de formacéo tubular, pleomorfismo nuclear e contagem mitética para
predizer a agressividade biologica e foi validado por diversos estudos nas
Gltimas décadas, seja como fator progndstico isolado ou como parte de
indices que incluiam outras variaveis como o tamanho tumoral e o status
linfonodal (ELSTON e ELLIS 1991; PEREIRA et al. 1995; DALTON et al.
2000; RAKHA et al. 2008; SOBIN et al. 2012). A validade da graduagé&o
histol6gica foi confirmada recentemente por métodos moleculares que
demonstraram perfis de expressdo génica baseados em 97 genes
associados a proliferacdo celular (Genomic Grade Index) distintos entre os
tumores grau | e grau lll e que os tumores grau Il se dividem naqueles
similares ao grau | ou similares ao grau lll, sempre associados a evolugao
biolégica estatisticamente significativas (SOTIRIOU et al. 2006).

Os principais fatores preditivos de resposta disponiveis atualmente
sdo baseados na expressao dos receptores hormonais e do gene HER2.
Tumores de alto grau mostram uma percentagem significativamente maior

de respondedores a QT neoadjuvante em comparacdo com tumores de



baixo grau (PETIT et al. 2004). O status do RE € um marcador de
quimiosensibilidade no cancer de mama. Aparentemente, carcinomas
mamarios RE negativos sdo mais sensiveis a quimioterapia baseada em
antraciclinas.

Com relacdo ao HER2, ndo existem provas suficientes para usar a
expressdo de HER2 como fator preditivo a quimioterapia convencional em
cancer de mama, uma vez que revisdo de estudos apresentam dados
conflitantes (HAMILTON e PICCART 2000; VINCENT-SALOMON et al.
2000; FANEYTE et al. 2003; PETIT et al. 2004). Porém COLLEONI et al.
(1999) relataram aumento significativo na taxa de resposta ao tratamento
neoadjuvante com doxorrubicina em tumores HER2 positivos).

A partir de 1999, alguns estudos demonstraram que o perfil de
expressdo génica identifica subtipos de cancer de mama nunca antes
descritos, com valor preditivo e progndstico independentes em relagdo ao
estadiamento e graduacgdo histologicas (PEROU et al. 1999; PEROU et al.
2000). Nesta subtipagem molecular feita por microarrays a expressao
combinada de centenas de genes relacionados a diferenciacdo do epitélio
mamario, aos receptores hormonais, a via de sinalizacdo do gene HER2 e
genes relacionados a proliferacdo celular é avaliada em um algoritmo que
categoriza os tumores em Luminal A, Luminal B, HER2, Basal-simile, entre
outros mais raros e menos bem definidos. Os tumores Luminal A compdem
cerca de 40% de todos os canceres de mama, exibindo alta expressao dos
receptores hormonais e genes relacionados, baixa expressdo de HER2 e

baixa expressdo de genes relacionados a proliferacdo celular. Os tumores



Luminal B compdem cerca de 20% dos tumores mamarios, e possuem baixa
expressao de receptores hormonais e genes relacionados, HER2 variavel e
alta expressdo de genes relacionados a proliferacdo celular. O subtipo
HER2-enriquecido corresponde a cerca de 10% a 15% dos carcinomas de
mama e caracteriza-se por uma elevada expressdo de HER2, com baixa
expressao de receptores hormonais e alta expresséo de genes relacionados
a proliferacdo celular. Os tumores Basal-simile comp&em um grupo
heterogéneo de cerca de 15% a 20% dos tumores mamarios e sao
caracterizados pela alta expressdo de citoceratinas usualmente associadas
ao mioepitelio, EGFR, além da baixa expressao de receptores hormonais e
alta expressdo de genes relacionados a proliferacdo celular (PEROU et al.
1999; PEROU et al. 2000; SORLIE et al. 2001; SOTIRIOU et al. 2003; FAN
et al. 2006; HU et al. 2006; LOI et al. 2007; VODUC et al. 2010). A
classificagdo molecular trouxe uma nova perspectiva para o cancer de mama
e dois pontos sao considerados os mais importantes: 1) a identificagcdo do
subgrupo basal-like (que embora apresente caracteristicas histopatolégicas
singulares ndo havia sido descrito morfologicamente), associado a idade
jovem, mutacédo dos genes BRCA , resisténcia a hormonioterapia e terapias
anti-Her2 e maior sensibilidade a esquemas quimioterapicos com taxanos e
2) identificacdo de um subgrupo de tumores mamarios (Luminal A) com risco
baixo de recorréncia pela boa resposta a hormonioterapia (PRAT e PEROU
2009; PRAT e PEROU 2011; BASTIEN et al. 2012).

O uso de plataformas de microarrays de expressao génica é pouco

pratico para a rotina dos pacientes. Assim, este conhecimento foi



simplificado em um painel de 50 genes (PAM50), com nivel de expressao
génica avaliado por RT-PCR, aplicavel a amostras fixadas em formol e
embebidas em parafina (PARKER et al. 2009). Estudos subsequentes
confirmaram o valor prognostico independente da classificagdo molecular
pelo PAM50 para o carcinoma mamario (NIELSEN et al. 2010; CHIA et al.
2012).

Ainda que de forma imperfeita este conhecimento obtido pela
expressdo génica pode também ser traduzido para a expressdo proteica
utilizando imuno-histoquimica, com vantagens de custo, logistica e com
maior aplicabilidade clinica. Os marcadores RE, RP e HER2 definem os
subgrupos Luminal (RE/RP positivos), HER2 (RE/RP negativos e HER2+) e
triplo negativo (RE, RP, HER2 negativos). A subdivisdo em Luminal A e B de
acordo com a proliferacdo celular pode ser feita pela dicotomizacdo da
expressdo do Ki67 em alto e baixo indice (PRAT e PEROU 2009; PRAT e
PEROU 2011; BASTIEN et al. 2012).

As proporcbes de cancer de mama com diferentes fendtipos
moleculares foram avaliados em um estudo que incluiu 61.309 mulheres
diagnosticadas com cancer de mama invasivo entre 1999 e 2004 (PARISE et
al. 2009). Neste estudo, a distribuicdo dos marcadores individuais foi de 78%
positivos para RE, 66% positivos para RP e 22,7% positivos para HER2. Os
pacientes tumores positivos para ER e PR tiveram maior sobrevida em 5
anos do que os pacientes com tumores negativos. Tumores HER2 positivos
tiveram um pior prognéstico do que os tumores HER2 negativos. Os luminais

apresentaram sobrevida de 96,4%, enquanto os triplo negativos e HER2



apresentaram sobrevida de 76,2% e 75,9%, respectivamente.

Outras variaveis moleculares de avaliacdo do prognéstico baseados
em expressao génica sao o score de recorréncia Oncotype DX, validado
para estratificar o risco de recorréncia em pacientes com receptores
hormonais positivos e axila livre de metastase, o Genomic Grade Index que
traduz para o mundo transcriptonico as diferencas observadas nos diferentes
graus de diferenciacdo dos tumores da mama e o Mamaprint que dicotomiza
0s canceres de mama em bom e mau prognoéstico baseado na expressao de
70 genes (VAN DE VIJVER et al. 2002; PAIK et al. 2004; SOTIRIOU et al.
2006). Estas ferramentas visam em particular identificar pacientes que pelo
alto risco de recorréncia merecem receber tratamento sistémico daquelas
em que pelo risco baixo de recorréncia, poderiam ser poupadas do
tratamento, sem prejuizo para sobrevida global. A utilidade clinica do PAM50
e do risco de recorréncia avaliado pelo Oncotype DX® foi demonstrada em
estudo recente. Neste estudo foi avaliado uma coorte de 1.017 pacientes na
pds-menopausa tratadas com tamoxifeno adjuvante ou anastrozol e o score
do Oncotype DX foi relacionado com o risco de recorréncia em 10 anos de
forma direta e continua tanto nas pacientes com linfonodos axilares
negativos como nas pacientes com linfonodos axilares positivos e
acrescentou informacdo prognostica significativa em todos os subgrupos de
pacientes (GNANT et al. 2012; DOWSETT et al. 2013).

CHEANG et al. (2009) reavaliaram 357 pacientes RE+ axila NO,
previamente incluidas e publicacéo utilizando expressao génica por RT-PCR

(HU et al. 2006) que demonstraram o pior prognostico nas pacientes com



alto indice proliferativo em relacdo aqueles com baixo indice proliferativo.
Foram selecionadas as pacientes com os imunofenétipos Luminais A e B
através do PAM50 para determinar o valor de ponto de corte ideal para o
indice do Ki67 por imuno-histoquimica. Baseado na comparacdo dos dados
quantitativos de avaliacdo visual de Ki67 imuno-histoquimica com os indices
de expresséao génica, foi encontrado o valor de corte 13,25% para o Ki67 por
imuno-histoquimica. Houve correspondéncia prognostica quanto a sobrevida
livre de doenca (OR de 1,59 para IC de 1,25 a 2,03, com p<0,01) e
sobrevida global (OR de 1,60 para IC de 1,22 a 2,10, com p< 0,01) maior
para luminais A, tornando os Luminais B fortes candidatos a quimioterapia
adjuvante. No entanto, para os autores, o valor de 13,25% nao seria
reprodutivel ao microscépio 6ptico comum, o que levou a sugestdo do valor
de 14% (CHEANG et al. 2009). J& DENKERT et al. (2013) em estudo
realizado em 2013 com 1.166 pacientes diagnosticados com cancer de
mama sugeriram que o Ki67 é um marcador preditivo e progndéstico com
uma ampla gama de pontos de corte relevantes, uma vez que obtiveram em
seu estudo pontos de corte significantes entre 6% e 46% para SLD, 4% e 58%
para SG 3% e 94% para resposta a quimioterapia neoadjuvante.

Diversas investigacbes subsequentes foram conduzidas com a
finalidade de validagdo de tais dados e aplicacdo clinica. Estudo realizado
em 2013 por PRAT e PEROU (2009) mostrou associacao entre a pontuagéo
de RE, RP, HERZ2 e Ki67 com a sobrevida do paciente e que tumores luminal
A e luminal B sdo beneficiados de forma semelhante a partir de terapias

enddcrinas, mas que o0s pacientes com tumores luminal A possuem melhor
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prognoéstico quando comparados aos pacientes com tumores classificados
como luminal B. No ano seguinte, utilizando 253 pacientes com cancer de
mama que realizaram a operacdo sem quimioterapia anterior com
seguimento clinico de 10 anos, NISHIMIYA et al. (2014) perceberam que os
pacientes com tumores luminal A apresentaram melhores resultados de
sobrevida quando comparados com o0s grupos HERZ2 positivo ou triplo

negativo.

1.3 A PROLIFERACAO TUMORAL

Os métodos mais utilizados e de maior viabilidade para a
determinacdo da proliferacdo do tumor sdo a contagem mittica e a
expressao imunohistoquimica. A contagem mitética € um indicador indireto
da proliferacdo tumoral avaliavel ao microscépio 6ptico comum que, tem seu
valor reconhecido e representa a variavel mais importante de progndéstico
adverso dentre os trés fatores avaliados no grau histolégico SBR. A
contagem de mitoses pode ser feita por patologistas sem custo adicional. No
entanto, esse método de avaliagdo nos carcinomas invasivos da mama
nunca atingiu o status de fator progndstico importante, sendo questionado
por parte dos patologistas devido as dificuldades na caracterizagcéo
morfoldégica das mitoses, da variabilidade entre as é&reas avaliadas em
microscoépios de diferentes marcas e modelos (que necessitam de corre¢cdes
matematicas), pelo tempo gasto na avaliacgdo ou pelas variacdes

interobservador.
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A avaliacdo da proliferacdo tumoral através da expressdo imuno-
histoquimica € feita em microscopio Optico comum e realizada com a
utilizacdo de marcadores de proliferacdo, especialmente o Ki67 (Figura 2).
(ELLIS et al. 1979; BAAK et al. 1989, 1990 e 2005; LEHR et al. 1999;
URRUTICOECHA et al. 2005; TAWFIK et al. 2007). O uso da expresséo
imuno-histoquimica do Ki67 para a avaliacdo da proliferacdo tumoral foi
recomendada pelo Breast Cancer Working Group em seu ultimo consenso,
porém com o conhecimento das suas limitacdes técnicas (DOWSETT et al.
2011). Segundo este consenso, deve-se considerar a heterogeneidade de
marcacao, sendo estabelecidos alguns critérios para um possivel consenso
entre os patologistas, uma vez que isso tem sido um questionamento do
meétodo. Considera-se positiva a marcacdo nuclear, com a estimativa da
porcentagem de células tumorais marcadas, em relacdo ao total de células
tumorais, sendo importante a avaliacdo do corte histolégico inteiro da
neoplasia para o delineamento do padrdo de expressédo, pontual (em “hot
spot”) ou em gradiente, principalmente na periferia do tumor, sendo que no
ultimo faz-se necessario a avaliagdo de pelo menos trés campos de grande
aumento (DOWSETT et al. 2011).

Com a imuno-histoquimica sendo considerada viavel para a analise
da proliferacdo tumoral por inUmeros estudos, LEHR et al. (1999), utilizou-se
de uma coorte de carcinomas ductais invasivos onde 5 patologistas
realizaram a contagem de figuras de mitoses e correlacionaram com a
imuno-histoquimica, obtendo valores estatisticamente significativos entre as

correlagbes semi-quantitativas e quantitativas (r entre 0,36 e 0,53),
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mostrando que ambos os métodos podem ser utilizados na analise de
proliferacdo tumoral, como observado na Figura 3. Outro estudo, realizado
14 anos depois, buscou realizar a comparacao entre os metodos de estudo
da proliferacdo (contagem visual e automatizada de mitoses, imuno-
histoquimica e expressao génica através do Oncotype DX) para a busca por
pacientes de pior progndéstico, candidatos a tratamento agressivo,
demonstrou correlacdo entre a analise visual e automatizada da imuno-
histoquimica (k ponderado 0,84; spearman 0.89, ambos com p<0.001), entre
a contagem mitética e o Oncotype DX (speraman 0.30, p<0.001), entre a
imuno-histoquimica visual e o Oncotype DX (sperarman 0.28, p<0.001) em

ensaio envolvendo 137 pacientes (ZBYTEK et al. 2013).
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Figura 2 - Contagem do IP-KI67 através da marcacdo imuno-histoquimica

do Ki67 no carcinoma invasor da mama. (A) Caso 30. Baixa proliferacdo tumoral,
Ki67 igual a zero. (B) Caso 95. Alta proliferacdo tumoral. Alto indice de Ki67. (Aumento
400x).
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Fonte: LEHR et al. (1999)
Figura 3 - Correlacéo entre contagem mitética e imuno-histoquimica do Ki67.

Nos painéis temos os dados positivos de Ki67 e as linhas verticais indicam os pontos de

corte da contagem mitética.

1.4 GENE E PROTEINA K167

A proteina Ki67 € uma proteina nuclear ndo-histona detectada em
células em proliferacéo, produto da expressao do gene MKI67, localizado no
braco longo do cromossomo 10 (10g25). Ela foi descrita em 1991, por um
grupo de pesquisadores liderado por GERDES et al. (1991) assim nomeada
em razao de sua identificacdo na cidade de Kiel (Ki) e por ter sido observada
no 67° clone de anticorpos usado nas placas de 96 espacos contendo
linhagem L428 de células de Linfoma de Hodgkin.

A expresséao da proteina Ki67 durante o ciclo celular (Figura 4) néo é
homogénea, sendo maior no fim da fase S e toda a fase M. Durante G1 e
inicio da fase S, a expressédo pode reduzir ou estar ausente. Tais dados,

advindos de estudos de quantificacdo por citometria de fluxo, sdo aliados a
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observacées morfologicas, as quais se evidencia o padrdo de marcacéo
imunoistoquimico fraco em focos discretos no carioplasma durante G1, com
condensacdes progressivas durante a fase tardia Gl em granulos
perinucleares, até a marcacao focal e grosseira em regido nucleolar e em
heterocromatina, de S a G2 (PATHMANATHAN e BALLEINE 2013;

YAMAMOTO et al. 2013).
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Fonte: ALBERTS et al. (2002)
Figura 4 — Expresséo da proteina Ki67 durante o ciclo celular. (A) Esquema do
ciclo celular mostrando as fases do ciclo mitotico. (B) Marcacgao positiva do Ki67 (Caso 80)

com variagao da intensidade e localizacdo nuclear/nucleolar entre as células nas diferentes

fases do ciclo celular.

Logo que foi descrita a proteina aventou-se a sua aplicacdo
prognostica para melhor definicho da atividade proliferativa tumoral
(DENKERT et al. 2013; STRAND et al. 2013). Investigacdes em pacientes
portadores de Linfoma e de Sarcomas de partes moles foram as pioneiras
na década de 80, seguidos pelos estudos em pacientes com neoplasia
mamaria (VERONESE et al. 2013).

Os primeiros estudos, focaram no estabelecimento do ponto de corte
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que delimitavam a expressédo do Ki67 entre baixo e alto, com o intuito de se
correlacionar ao prognostico e a predicdo da resposta a quimioterapia
neoadjuvante. SPYRATOS et al. (2002) definiu pontos de corte de 10% e
25%, para finalidades diferentes: quando a avaliacdo do Ki67 designava-se a
exclusdo da quimioterapia em pacientes com tumores de baixa proliferacéo,
o ponto de corte de 10% seria mais seguro. Porém, se utilizado para
identificar pacientes sensiveis aos protocolos de quimioterapia, seria
preferivel a utilizagdo de um ponto de corte de 25%. AZAMBUJA et al.
(2007) observaram a discrepancia de pontos de corte estabelecidos na
literatura, com a adocdo empirica de valores, segundo sua aplicacao clinica.
Em linhas gerais, nos 38 estudos comparados, o valor de Ki67 variou entre
3,5% e 34%. Mais tarde, a atencdo a este topico voltou em 2009 com a
publicacdo de investigacéo liderada por CHEANG et al. (2009) e no ano de
2014, em pesquisa para andlise do ponto de corte do Ki67, CSEMI et al.
(2014) observou que o ponto de corte de 14% ndo é adequado e que
diferentes pontos de corte podem ser gerados para propositos clinicos
diferentes (Figura 5). Apesar dos varios estudos realizados sobre o Ki67, a
deficiéncia de métodos como a heterogeneidade dos subgrupos
investigados, a auséncia de um valor de corte imunoistoquimico universal e
quantas células devem ser contabilizadas, sua participacdo no delineamento
de condutas permanece incerto (DOWSETT et al. 2011; CHRISTGEN et al.
2014; ROMERO et al. 2014).

O trial IMPACT considerou a supressao de Ki67 pré e pds tratamento

como instrumento de medida de eficacia de droga (DOWSETT et al. 2005).
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Em 2013, analisando a capacidade do Ki67 em prever a eficacia da
quimioterapia nos paciente com cancer de mama, LIU et al. (2013) concluiu
que o alto Ki67 tem pior prognostico e pode ser mais sensivel a antraciclina
e que o melhor ponto de corte para predizer a quimiosensibilidade é o valor

19% em pacientes com receptor hormonal positivo.

0
120
100 +
8

=

0 0 15 20 25 30 3 40 45 S0 55 60 65 0 75 80 &5 %0 9% 10

jE 1l [llllihl'”lj m

Fonte: CSEMI et al. (2014).
Figura 5 - Distribuicdo dos diferentes pontos de corte sugeridos para o Ki67

de acordo com o método de avaliacéo nos diferentes estudos (eixo x: Ki67 e

eixo y: numeros absolutos).
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2 JUSTIFICATIVA

O céancer de mama é uma neoplasia comum, com apresentacao
clinica e evolucdo heterogéneas. A busca por fatores que permitam a
individualizacdo do tratamento é continua e, cada vez mais, informacdes
precisas devem ser extraidas de amostras pequenas para decisdes pré-
operatorias do tratamento. O indice proliferativo medido pelo Ki67 foi
proposto mais recentemente como uma variavel que identifica pacientes com
muito baixo risco que poderiam ser poupados do uso de quimioterapia.
Entretanto, sua utilizacdo ndo é uma rotina e a avaliagdo do ponto de corte
de 14% de células positivas parece ndo ser consensual na literatura. Este
trabalho visou quantificar as limitacbes da avaliacdo da expressao proteica
do Ki67 ao microscopio 6ptico em amostras de bidpsia por agulha em uma
coorte retrospectiva, bem como a propriedade prognostica e preditiva de
resposta a quimioterapia deste marcador nos tumores de mama com
expressdo de receptor de estrogeno. O aprimoramento do método e a
adequacao do ponto de corte poderdo melhor individualizar o tratamento das

pacientes.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar os aspectos técnicos e aplicabilidade clinica da quantificacao

da proliferacao celular pelo indice Ki67 no carcinoma invasor de mama.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar a variacdo entre meétodos visuais e automatizados na
guantificacdo do Ki67 por imuno-histoquimica nos cortes histologicos
de bidpsia por agulha do carcinoma invasivo da mama,

Testar a associacdo da quantificacdo do indice proliferativo obtido
pelo Ki67 com variaveis clinico-patolégicas classicas

Comparar a quantificacdo do indice proliferativo obtido pelo Ki67 nos
espécimes pareados de biopsia por agulha grossa e 0s espéecimes
cirdrgicos;

Avaliar o valor dos pontos de corte do Ki67 propostos na literatura
guanto a identificacdo das pacientes de muito baixo risco para
recorréncia da doenca.

Avaliar o papel do Ki67 na predicdo de resposta a quimioterapia

neoadjuvante nas pacientes com expressao de receptores hormonais.
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4 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo retrospectivo composto de trés populacdes
distintas. A primeira visa responder os objetivos especificos 1, 2 e 3. Sendo
representada por 100 casos consecutivos disponiveis no arquivo de
Anatomia Patolégica do A.C.Camargo Cancer Center (Anexo 1),
diagnosticados no ano de 2012 como Carcinoma Mamario Invasor de
qualquer tipo histolégico com laminas de Ki67 e dados clinicos-patolégicos
disponiveis. A segunda populacédo visa responder ao objetivo especifico 4 e
€ composta por 576 casos de cancer de mama invasor com expressao de
receptores hormonais, também correspondentes a pacientes do
A.C.Camargo Cancer Center, diagnosticados entre 1980 e 2001. A terceira
populacao visa responder ao objetivo 5 e € composta por 236 pacientes com
carcinoma mamario invasor do A.C.Camargo Cancer Center diagnosticados
de 2009 a 2012 submetidos a quimioterapia neoadjuvante.

Inicialmente, foram selecionados 100 casos de biopsia mamaria do
ano de 2012 com analise prontuario na versao digitalizada, onde avaliamos
os dados anatomopatologicos como tipo histolégico, medida da neoplasia,
grau de SBR modificado (formacéo tubular, grau nuclear e indice mitotico)
ELSTON e ELLIS (1991) e perfil imuno-histoquimico para fatores
prognosticos e preditivos de neoplasia mamaria (expressao de receptores de
estrogenos, de progesterona, de HER2 e de Ki67).

Para responder ao primeiro objetivo especifico, fizemos uma
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comparacéo em pares dos seguintes grupos:

a)

b)

d)

a avaliacdo do Ki67 obtida através do prontuario do paciente
(avaliacdo realizada por varios profissionais distintos (IP-PRO);

a estimativa global obtida por Unico patologista; seguindo o protocolo
usado na rotina diagnostica (DOWSETT et al. 2011), ou seja,
guantificacdo do indice do Ki67 (IP-Ki67) considerando toda a éarea
tumoral, incluindo areas de maior atividade mitdtica tumoral (“hot
spot”). (IP-PT1);

a estimativa global obtida por Unico patologista; seguindo o protocolo
usado na rotina diagnostica (DOWSETT et al. 2011), ou seja,
guantificacdo do indice do Ki67 (IP-Ki67) considerando toda a area
tumoral, incluindo areas de maior atividade mitdtica tumoral (“hot
spot”). (IP-PT2);

a analise através da contagem diferencial de células por Unico
patologista utilizando o equipamento Phoenix EC-2088 e microscopio
Olympus BX51. Foram analisadas 500 células por lamina incluindo
cinco areas com 100 células cada, que representassem a
heterogeneidade da marcagao em cada caso. (IP-CDC);

contagem digitalizada no equipamento Apério ScanScope XT, para
quantificacdo da proliferacdo tumoral (Figura 6), realizada através da
selecéo das regides tumorais que representassem a heterogeneidade

tumoral para obteng&o aproximada de 500 células (IP-DIG).
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Figura 6 — Representacdo da contagem digitalizada da marcacao imuno-

histoquimica do Ki67. (A) Selecédo de area a ser quantificada pelo IP-DIG. (B) Marcag&o

das células contabilizadas pelo IP-DIG.

Utilizamos o teste de Pearson para avaliar a correlacdo entre as
diferentes quantificacdes. Os indices kappa para as categorias <14 e >14%,
ou nas categorias <10%, 10-20% e >20% foram calculados entre cada um
dos métodos. Os testes estatisticos foram realizados no software Graph
Prism 5.0a.

Para responder ao segundo objetivo especifico, fizemos a
comparacao do IP-Ki67 obtido pela contagem diferencial de células com
variaveis clinico-patolégicas (tamanho tumoral, graduacéo histolégica, indice
mitdtico e marcadores imunohistoquimicos). Para as variaveis continuas foi
usado o teste de correlacdo de Pearson. Para a analise de variancia do
indice proliferativo entre os subtipos moleculares foi realizada através do
teste Kruskal-Wallis com nivel de significancia de 5%.

Para responder ao terceiro objetivo especifico, comparamos a
quantificacdo digital obtida pela contagem diferencial de células do valor do

IP-Ki67 onde pareamos os valores obtidos de espécimes cirurgicos e de
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bidpsia por agulha grossa. Os valores foram comparados através do indice
Kappa através do programa Graph Prism 5.0a.

Para responder ao quarto objetivo especifico, analisamos uma
populacdo de 576 casos de carcinoma mamario invasor diagnosticado entre
1980 e 2001 e acompanhadas por no minimo 10 anos no AC Camargo
Cancer Center. Estes foram casos selecionados de outro estudo de cerca de
1200 casos incluidos em tissue microarrays e com coloracdo para Ki67
disponivel. Os motivos para exclusdo dos 624 casos foram a falta de
representacao do tecido no TMA, a falta do componente invasivo no TMA e a
negatividade para o Ki67 (possivel perda da reatividade antigénica). As
laminas de imuno-histoquimica para o anticorpo Ki67 utilizadas, foram as
laminas de TMA utilizadas em estudo anterior, uma vez que segundo estudo
realizado por BATISTATOU et al. (2013), mostraram que para o cancer de
mama, TMAs sdao uma alternativa eficiente e confidvel para protocolos de
avaliacdo e valores de ponto de corte (Figura 7). Nessa populacdo, nos
comparamos o IP-KI67 com diversas variaveis relacionadas ao cancer de
mama como receptores hormonais, graduacdo e tamanho do tumor,
comprometimento linfonodal, estadiamento a analisamos a sobrevida livre de
doenca em 5 e 10 anos onde foram consideradas a data do tratamento, a
data da recidiva e a data do ultimo retorno para o calculo da SLD em meses.
Tivemos um paciente com sobrevida maior do que 500 meses, que teve seu
valor alterado para 167 meses que foi o segundo valor maximo observado
na amostra.

Em nossa andlise multivariada, como o estadio € obtido a partir das
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variaveis T e N, para evitar problemas de multicolinearidade, foram
ajustados dois modelos: um com as variaveis estadio e SBR e outro com as
variaveis T, N e SBR. Foram incluidas todas as variaveis significativas ao
nivel de 20% na analise univariada.

Para a associacdo das variaveis de interesse com a marcacao do
Ki67 foi utilizado o teste Qui-Quadrado. O estimador de Kaplan-Meier e o
teste de log-rank foram utilizados na analise de sobrevida univariada. Na
analise de sobrevida multipla foram ajustados modelos de riscos
proporcionais de Cox. O nivel de significancia adotado foi o de 5% e o
software livre R versao 3.0.1 foi utilizado nas analises.

Para responder ao objetivo 5 , selecionamos 236 diagnosticadas com
carcinoma mamario invasor e submetidas a quimioterapia neoadjuvante.
Analisamos os dados de resposta patolégica calculados através do Residual
Cancer Burden (RCB) Calculator do M.D.Anderson Cancer Center
(http://vww3.mdanderson.org/app/medcalc/index.cfm?pagename=jsconvert)
de cada um dos casos e correlacionamos com indice de Ki67considerando o
ponto de corte proposto de 14%. O RCB quantifica a percentagem de tumor
viavel residual nos linfondos axilares e leito tumoral mapeado apés
guimioterapia neoadjuvante E o RCB=0 significa resposta patoldgica
completa é considerado preditor de boa resposta a quimioterapia
neoadjuvante a longo prazo. RCB | significa doenca residual minima, RCB I
significa doenca residual moderada e RCB Il significa doenca residual

volumosa. (Anexo 4).
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Figura 7 - Area referente ao tecido a ser analisado em uma lamina de TMA.
(Aumento de 100x)

Para as andlises estatisticas, foi considerado periodo de seguimento,
o tempo contido entre a data da cirurgia e a data do ultimo contato com a
paciente. Recorréncia local ou a distancia e foram considerados como
evento para o calculo da sobrevida livre de doenca. As pacientes foram
entdo divididas em dois grupos separados pelo IP-CDC usando os pontos de
corte de 10%, 14% e 20% e tiveram as curvas de sobrevida preparadas pelo
método de Kaplan-Meier, e suas diferengas mensuradas pelo método de
Log-rank, utilizando o programa Graph Prism 5.0a.

Todas as coloracdes foram avaliadas nos cortes histologicos das
laminas disponiveis nos arquivos e selecionamos 0s blocos correspondentes
a peca mamaria, que continham a maior representacdo tumoral possivel
para que realizdassemos imuno-histoquimica de forma automatizada no
equipamento Beenchmark-Ventana (Protocolo, vide Anexo 2) pelo anticorpo
de clone 30-9 revelado por polimero biotinilado e revelado por

diaminobenzidinade.
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5 RESULTADOS

51 COMPARACAO DA QUANTIFICACAO DO KI67 ENTRE
DIFERENTES METODOS E OBSERVADORES EM ESPECIME DE

BIOPSIA POR AGULHA GROSSA

Dos 100 casos selecionados inicialmente, 99 casos foram validados e
1 caso foi excluido por ndo se tratar de carcinoma in situ com area de micro
invasdo. As caracteristicas de cada caso estdo expressas no Anexo 1

A Correlagédo de Pearson para a quantificacdo do Ki67 entre os
diferentes métodos/individuos (Tabela 1 e Figura 8) foi de 0,95 entre IP-PT1
e IP-PRO; 0,89 entre IP-CDC e IP-PRO; 0,86 entre IP-DIG e IP-PRO; 0,89
entre IP-CDC e IP-DIG; 0,88 entre o IP-PT1 e IP-DIG; e 0,93 entre IP-PT1 e
IP-CDC; 0,82 entre IP-PT2 e IP-DIG; 0,86 entre IP-PT2 e IP-PT1,; 0,87 entre
IP-PT2 e IP-CDC; 0,78 entre IP-PT2 e IP-PRO com significancia estatistica

p<0,0001 em todas as comparacoes.
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Tabela 1 - Tabela de Correlacdo de Pearson do indice de proliferacdo do
Ki67 entre as quantificacdes em core biopsy dos diferentes observadores e
meétodos utilizados.Todas as comparacdes apresentaram significancia
estatistica (p<0,0001).

IP-PRO IP-PT1 IP-PT2 IP-CDC
IP-PT1 0,95 - - -
IP-PT2 0,78 0,86 - -
IP-CDC 0,89 0,93 0,87 -
IP-DIG 0,86 0,88 0,82 0,89

IP-PRO: Indice Proliferativo segundo o Prontuario do Paciente; IP-PT1: Indice Proliferativo
segundo o Patologista 1; IP-PT2: indice Proliferativo segundo o Patologista 2; IP-CDC:
indice Proliferativo segundo a Contagem Diferencial de Células; IP-DIG: indice Proliferativo
segundo a Contagem Digital

Considerando o ponto de corte de 14% para definir categorias IP-KI67
baixo e IP-KI67 alto, a discrepancia entre as analises foi de 4,3% entre IP-
PT1 e IP-PRO; 5,44% entre IP-CDC e IP-PRO; 15,91% entre IP-DIG e IP-
PRO; 16,30% entre IP-DIG e IP-CDC,; 13,64% entre IP-DIG e IP-PT1,
5,43% entre IP-PT1 e IP-CDC,; 12,9% entre IP-PT2 e IP-PRO; 11,1% entre
IP-PT2 e IP-PT1,; 10,9% entre IP-CDC e IP-PT2; e 17,5% entre IP-DIG e IP-

PT2 (Tabela 2).

Tabela 2 - Tabela representando a quantificacdo da discrepancia da do Ki67
entre os diferentes métodos analisados para obteng&o do indice proliferativo
do Ki67 considerando ponto de corte de 14% para as categorias IP-KI67
baixo e IP-KI67 alto.

IP-PRO IP-PT1 IP-PT2 IP-CDC
IP-PRO - - - -
IP-PT1 4,3% - - -
IP-PT2 12, 9% 11, 1% - -
IP-CDC 5,44% 5,43% 10, 9% -
IP-DIG 15,91% 13,64% 17, 5% 16,30%

IP-PRO: indice Proliferativo segundo o Prontuéario do Paciente; IP-PT1: indice Proliferativo
segundo o Patologista 1; IP-PT2: indice Proliferativo segundo o Patologista 2; IP-CDC:

indice Proliferativo segundo a Contagem Diferencial de Células; IP-DIG: indice Proliferativo
segundo a Contagem Digital
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Bibpsia por Agulha Grossa
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Correlacio Percentagem Ki-67
Biopsia por Agulha Grossa
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Figura 8 - Analise da Correlacdo da Percentagem do Ki67 na Core Biopsy

entre os Diferentes Métodos e Observadores. (A) Correlagdo entre IP-PT1 e IP-
PRO(r= 0,95). (B) Correlagéo entre IP-CDC e IP-PRO(r= 0,89). (C) Correlagéo entre IP-DIG
e IP-PRO (r= 0,86). (D) Correlagéo entre IP-DIG e IP-CDC (r= 0,89). (E) Correlacdo entre
IP-PT1 e IP-CDC (r= 0,93). (F) Correlacédo entre IP-PT1 e IP-DIG (r= 0,88). (G) Correlacao
entre IP-PT2 e IP-DIG (r= 0,82). (H) Correlacdo entre IP-PT2 e IP-PT1 (r= 0,86). (I)
Correlacdo entre IP-PT2 e IP-CDC (r= 0,87). (J) Correlagéo entre IP-PT2 e IP-PRO (r= 0,78).
Todos com valor de p<0,0001. IP-PRO: indice Proliferativo segundo o Prontuario do
Paciente; IP-PT1: indice Proliferativo segundo o Patologista 1; IP-PT2: indice Proliferativo
segundo o Patologista 2; IP-CDC: Iindice Proliferativo segundo a Contagem Diferencial de

Células; IP-DIG: indice Proliferativo segundo a Contagem Digital
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Os indices Kappa das comparacdes dois a dois com ponto de corte

de 14% estédo expressos na Tabela 3.

Tabela 3 — indices de concordancia Kappa da quantificacdo do IP-KI67 entre
as analises dos diferentes métodos e observadores considerando o ponto de
corte de 14% para definir o IP-KI67 baixo e o IP-KI67 alto.

N Kappa IC 95%
IP-PRO vs IP-PT1 94 0,865 0,760 - 0,969
IP-PT1 vs IP-CDC 92 0,862 0,755 - 0,969
IP-PT1 vs IP-DIG 85 0,675 0,514 - 0,836
IP-CDC vs IP-DIG 85 0,621 0,450 - 0,792
IP-CDC vs IP-PRO 93 0,886 0,789 - 0,983
IP-PRO vs IP-DIG 86 0,655 0,492 - 0,817
IP-PT2 vs IP-PT1 90 0,729 0,582 -0,876
IP-PT2 vs IP-CDC 90 0,752 0,610 - 0,894
IP-PT2 vs IP-PRO 93 0,716 0,570 - 0,863
IP-PT2 vs IP-DIG 91 0,528 0,326 - 0,729

IP-PRO: indice Proliferativo segundo o Prontuério do Paciente; IP-PT1: indice Proliferativo
segundo o Patologista 1; IP-PT2: indice Proliferativo segundo o Patologista 2; IP-CDC:
indice Proliferativo segundo a Contagem Diferencial de Células; IP-DIG: indice Proliferativo
segundo a Contagem Digital

Os indices kappa ponderado das comparagcfes 2x3 com categorias
do IP-KI67 definidos como baixo <10%, intermediario entre 10-20% e alto

>20% estdo mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4 - indices Kappa ponderado referentes a quantificacio do IP-KI67
pelos diferentes métodos e observadores as categorias IP-KI67 baixo <10%,
intermediario entre 10-20% e alto >20%.

N Kappa Ponderado IC 95%
IP-PT1 vs IP-PRO 94 0,857 0,672 -0,891
IP-PT1 vs IP-CDC 92 0,818 0,596 - 0,831
IP-PT1 vs IP-DIG 85 0,515 0,262 — 0,507
IP-CDC vs IP-DIG 85 0,525 0,240 - 0,523
IP-CDC vs IP-PRO 93 0,763 0,509 - 0,759
IP-PRO vs IP-DIG 86 0,462 0,201 - 0,444
IP-PT2 vs IP-PT1 90 0,697 0,444 - 0,708
IP-PT2 vs IP-CDC 90 0,708 0,443 - 0,719
IP-PT2 vs IP-PRO 93 0,720 0,481-0,734
IP-PT2 vs IP-DIG 91 0,495 0,247 - 0,515

IP-PRO: indice Proliferativo segundo o Prontuéario do Paciente; IP-PT1: indice Proliferativo
segundo o Patologista 1; IP-PT2: indice Proliferativo segundo o Patologista 2; IP-CDC:
indice Proliferativo segundo a Contagem Diferencial de Células; IP-DIG: indice Proliferativo
segundo a Contagem Digital
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a. Comparacio do indice Proliferativo (Ki67) obtido em espécimes
pareados de bidpsia por agulha grossa e peca cirargica

A correlacdo de Pearson também foi realizada entre a core biopsy e a
peca cirargica nos casos utilizando o método de contagm diferencial de
células por unico observador. Obtivemos um valor de r= 0,86; IC 95% entre

0,79 e 0,91 e p<0,0001 (Figura 9).
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Figura 9 - Grafico referente a correlagdo de Pearson do IP-KI67 entre Core

Biopsy e Peca Cirurgica de acordo com a contagem diferencial de células.

n=81. r= 0,86 (p<0,0001).
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b. Analise retrospectiva do IP-KI67 nos casos de carcinoma
mamario invasor quanto a associacdo com variaveis clinico-

patologicas e sobrevida livre de doenca

Entre os casos de carcinoma mamario invasor diagnosticados entre
1980 e 2001, dos 1.200 casos incluidos no TMA, muitos ja ndo estavam
representados nos niveis avaliados e 576 casos mostravam-se adequados
para analise do Ki67 (Tabela 5). Desses casos, 294 casos possuiam Ki67
<10%; 183 casos com Ki67 entre 11% e 20%; 145 casos com Ki67 entre

21% e 50% e 54 casos com Ki67 >50%.
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Tabela 5 - Caracteristicas clinico patologicas dos 576 casos de carcinoma
mamario invasor

Variawveis Categoria Total
1 38 (7)
225 (39)
271 (47F)
42 (7)
86 (15)
346 (60)
144 (25)
38 (7)
225 (39)
269 (47)
44 (8)
183 (32)
176 (31)
132 (23)
83 (14)
147 (26)
429 (74)
340 (60}
98 (17)
83 (11)
67 (12)

ESTADIO

SBR

ER

HER2

A contagem mitética foi realizada pelo patologista na core biopsy
através da contagem diferencial de células por unico patologista, com n=93,
obtivemos um valor de r = 0,60; IC 95% entre 0,4478 e 0,7140; com
p<0,0001.

A comparacdo do IP-KI67 médio entre as categorias do tamanho
tumoral (cm) pode ser observada na Tabela 5. Nado houve diferenca
significativa do Ki67 médio nas diferentes categorias de tamanho tumoral

(p=05036).
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Tabela 6 - Comparacdo entre o IP-KI67 médio (segundo avaliacdo da
contagem diferencial de células) nas diferentes categorias do Tamanho
Tumoral (cm).

<lcm 1-2cm 2-5cm >5cm

Média IP-KI167 16,9% 16,5% 20,6% 21,2%

A comparacao da média do IP-KI67 entre as categorias da graduacao
histolégica SBR pode ser observada na tabela 6. Nao houve diferenca
significativa do Ki67 médio nas diferentes categorias da graduacao

histoldgica (p=0.1096).

Tabela 7 - Comparacédo do IP-KI67 médio (segundo avaliacdo da contagem
diferencial de células) com as categorias da graduacdo histoldgica (Sistema
Nottingham/ SBR modificado)

SBR| SBRII SBR I

Média IP-K167 11,7% 17,2% 30,6%

A comparacdo do IP-KI-67 médio com as diferentes categorias do
indice mitético pode ser observada na Tabela 7. Ndo houve diferenca
significativa do Ki67 médio nas diferentes categorias do indice mitético

(p=0.2005).

Tabela 8 - Tabela de comparacdo da Média do IP-KI67 segundo avaliacdo
da contagem diferencial de células com o indice mitético

Score 1 Score 2 Score 3

Média IP-K167 22,7% 22,1% 23,2%
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As curvas de sobrevida livre do doenca em funcéo do indice do Ki67
revelam ndo haver diferenca entre as categorias <10%, 10-20% e >20%
(p=0.881; Log-Rank test) (Figura 10). Dos 576 casos, 32 casos possuiam
estadio I; 138 casos com estadio IlA; 129 casos com estadio |IB; 265 casos

com estadio Ill e 12 casos com estadio V.
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Figura 10 — Grafico da sobrevida livre de doenca e as categorias do indice
proliferativo do Ki67 considerando um ponto de corte de <10%, 10-20% e
>20%. n= 576 (P=0.881). Log-Rank Test. 1= <10%; 2= 10-20%; 3=>20%



36

Na Figura 11, podemos observar a analise realizada de sobrevida
livre de doenca em pacientes com Ki67 <10% em funcdo do estadiamento
patolégico. Nesta analise obtivemos um n= 255, onde 89 casos foram
classificados como estadio | ou IlIA; 52 casos foram classificados como

estadio IIB e 114 casos foram classificados como estadio Il ou IV.
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Figura 11 - Grafico da sobrevida livre de doenga em pacientes com indice
proliferativo do Ki67 <10% considerando os estadios |, I, lll e IV . n= 255
(P<0.001).

Na Figura 12 fizemos a comparagado das sobrevidas livre de recidiva

entre as categorias do estadiamento linfonodal.
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S LogRank p <0.001
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Figura 12 - Grafico mostrando a comparacao das curvas de sobrevida livre

de doenca entre as categorias do estadiamento linfonodal. n= 574 (p<0.001).

Comprometimento Linfonodal (N): 0= Auséncia de comprometimento linfonodal / 1=
Comprometimento Linfonodal (Até 3 linfonodos) / 2= Comprometimento Linfonodal (4 a 10

linfonodos) / 3= Comprometimento linfonodal (>10 linfonodos).

Na Figura 13 podemos observar a comparagédo da sobrevida livre de
recidiva com as categorias da graduacado histologica seguindo o sistema de

Nottingham (SBR modificado).
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Figura 13 - Grafico mostrando a comparacéo entre as curvas de sobrevida

livre de doenga e a graduacéo histolégica. n= 576 (p>0.002). 1= Baixo Grau / 2=

Grau Intermediario / 3= Alto Grau.

Na Figura 14 observamos a comparagao existente entre a sobrevida
livre de recidiva das pacientes com carcinoma mamario invasor e o tamanho

tumoral.
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LogRank p <0.001
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Figura 14 - Grafico mostrando a comparacdo entre sobrevida livre de

doenca e as categorias do tamanho do tumor. n= 576 (p<0.001). 1=<20 mm/

2= 20 - 50 mm / 3= >50 mm / 4= Invasédo de pele/ parede toracica.

Na Figura 15 correlacionamos a sobrevida livre de recidiva das
pacientes com a positividade e negatividade da marcacao imuhistoquimica

do RE.
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S - LogRank p = 0.822
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Figura 15 - Comparacao das curvas de sobrevida livre de doenca em funcéo
da marcacao imuno-histoquimica do Receptor de Estrégeno. n= 576 (p=

0,822; Log-Rank test). 0= negativo / 1= positivo

Na Figura 16, observamos as curvas de sobrevida livre de doenca em
pacintes Ki67 <10% nos casos com estadio | ou IIA com axila negativa em
funcdo do uso da quimioterapia. Dos 99 casos analisados, 75 casos fizeram
radioterapia e 47 casos fizeram hormonioterapia. Ndo foi observada
diferenca significativa na sobrevida com o uso de quimioterapia nesta

populacao.
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Figura 16 - Gréafico da sobrevida livre de doenca em pacientes com indice
proliferativo Ki67 <10% em estagio precoce em funcdo do uso da
quimioterapia. n=68 (p= 0.115).

Tabela 9 - Sobrevida livre de doenca em pacientes com indice proliferativo
Ki67 <10% em estagio precoce em funcdo do uso da quimioterapiaem 5 e
10 anos.

n SLR(5anos) SLR(10anos) Mediana
N&o 33 81% 63% NA
Sim 35 72% 61% 167.2

QT
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Na Figura 17 fizemos a comparacdo da sobrevida livre de recidiva

entre as categorias de marcagao imuno-histoquimica do HER2.
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Figura 17 - Grafico mostrando a comparacéo entre as curvas de sobrevida
livre de doenca e as categorias da marcacao imuno-histoquimica do HER2.
n= 568 (p= 0,574). 0= sem marcagdo / 1= marcagdo incompleta / 2= marcagio

intermediaria / 3= marcacéo forte na membrana em <10% das células tumorais
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Na Tabela 10 podemos observar uma analise multivarada associada a

marcacao do Ki67.

Tabela 10 - Tabela de comparacao entre variaveis relacionadas ao cancer
de mama como estadio, graduacdo histologica, tamanho do tumor,
comprometimento linfonodal, ER e HER2 e o Ki67.

Ki67
Varidveis Categoria 1 2 3 Total p
1 1506) 17(11) 6@ 38 (7)
101 (40) 53 (35) 71 (42) 225 (39)
116 (46) 74 (48) 81 (47) 271 (47)
20 (8) 9 (6) 13(8) 42 (7)
34 (13) 25(16) 27 (16) 86 (15)
154 (61) 97 (63) 95 (56) 346 (60) 0.4268
64 (25) 31(20) 49 (29) 144 (25)
1506) 17(11) 6@ 38 (7)
101 (40) 53 (35) 71 (42) 225 (39)
116 (46) 73 (48) 80 (47) 269 (47)
20(8) 10(7) 14(8) 44 (8
79(32) 52(34) 52(30) 183 (32)
80(32) 46 (30) 50(29) 176 (31)
60 (24) 31(20) 41 (24) 132 (23)
31(12) 24 (16) 28(16) 83(14)
70 (28) 34 (22) 43 (25) 147 (26)
182 (72) 119 (78) 128 (75) 429 (74)
153 (62) 84 (56) 103 (61) 340 (60)
40 (16) 26 (17) 32(19) 98(17)
33(13) 20(13) 10(6) 63(11)
22(9) 20(13) 25(15) 67(12)

ESTADIO 0.1652

SBR

0.1821

0.8552

ER 0.4575

HER2 0.1162

W NP OIFPOIWNPFPOPRPWDNREFPWDNPREPRAPRWUDN

Tamanho (T): 1= <20mm / 2= 20 — 50mm / 3= >50mm / 4= Invasao de pele/ parede toracica.
Comprometimento Linfonodal (N): 0= Auséncia de comprometimento linfonodal / 1=
Comprometimento Linfonodal (até 3 linfonodos) / 2= Comprometimento Linfonodal (4 a 10
linfonodos) / 3= Comprometimento linfonodal (acima de 10 linfonodos); ER: 1= Negativo / 2=
Positivo; HER2: 0= Negativo / 1= Marcacédo Fraca / 2= Marcac¢do Moderada / 3= Marcacao
Forte e completa na membrana de pelo menos 10% das células tumorais
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Na Tabela 11 podemos observar uma analise de sobrevida univariada

em 5 e 10 anos.

Tabela 11 - Andlise univariada de sobrevida livre de recidiva em 5 e 10 anos
de acordo com o estadio, graduacdo SBR, tamanho do tumor,
comprometimento linfonodal, ER e HER2 e o Ki67.

SLR-10
n SLR-5 anos anos
1 38 94% 85%
ESTADIO 2 225 76% 65%
3 266 46% 33%
4 11 11% 0%
1 81 77% 66%
SBR 2 328 61% 45%
3 131 51% 43%
1 38 94% 85%
T 2 225 76% 65%
3 264 46% 33%
4 13 9% 0%
0 181 80% 69%
N 1 172 67% 54%
2 111 43% 24%
3 75 29% 24%
ER 0 138 59% 50%
1 402 61% 48%
0 317 64% 47%
HER? 1 94 52% 45%
2 56 53% 47%
3 65 64% 61%
1 233 60% 44%
Ki67 2 146 62% 50%
3 161 62% 52%

Tamanho (T): 1= <20mm / 2= 20 — 50mm / 3= >50mm / 4= Invasao de pele/ parede toracica;
Comprometimento Linfonodal (N): 0= Auséncia de comprometimento linfonodal / 1=
Comprometimento Linfonodal (até 3 linfonodos) / 2= Comprometimento Linfonodal (de 4 a
10 lindonodos) / 3= Comprometimento linfonodal (acima de 10 linfonodos); ER: 0= Negativo
/ 1= Positivo; HER2: 0= Negativo / 1= Marcacdo Fraca / 2= Marcacdo Moderada / 3=

Marcacéo Forte.
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Na tabela 12 temos a analise do risco relativo e respectivos intervalos

de confianca de acordo com as variaveis de interesse.

Tabela 12 - Risco Relativo e seus respectivos intervalos de confianca de
acordo com estadio, graduacdo SBR, tamanho do tumor, comprometimento
linfonodal, ER e HER2 e o Ki67.

Variavel Categoria n RR IC(95%) p
1 38 1 1 1
ESTADI 2 225 2.85 1.03 7.84
6.24E-21
O 3 266 8.15 3.02 22.00
4 1 25.73 8.03 82.42
1 81 1 1 1
SBR 2 328 1.80 1.17 2.77 0.0024
3 131 2.28 1.42 3.65
1 38 1 1 1
2 225 2.85 1.03 7.84
T 1.37E-22
3 264 8.08 2.99 21.80
4 13 27.67 8.87 86.27
0 181 1 1 1
1 172 1.71 1.15 2.54
N 1.63E-23
2 111 3.99 2.72 5.84
3 75 5.71 3.81 8.56
0 138 1 1 1
ER 0.8215
1 402 0.97 0.72 1.30
0 317 1 1 1
1 94 1.15 0.81 1.62
HER2 0.5744
2 56 1.11 0.71 1.73
3 65 0.82 0.53 1.26
1 233 1 1 1
Ki67 2 146 0.93 0.68 1.27 0.8811
3 161 0.94 0.69 1.29

Tamanho (T): 1= <20mm / 2= 20 — 50mm / 3= >50mm / 4= Invasdo de pele/ parede toracica;
Comprometimento Linfonodal (N): 0= Auséncia de comprometimento linfonodal / 1=
Comprometimento Linfonodal (até 3 linfonodos) / 2= Comprometimento Linfonodal (de 4 a
10 lindonodos) / 3= Comprometimento linfonodal (acima de 10 linfonodos); ER: 0= Negativo
/ 1= Positivo; HER2: 0= Negativo / 1= Marcacdo Fraca / 2= Marcacdo Moderada / 3=
Marcacéo Forte; Ki67: 1= <10% / 2= 10-20% / 3= >20%.
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Na Tabela 13 temos a analise multivariada do estadio e da graduacao

histoldgica.

Tabela 13 - Analise multivariada considerando o estadio da doenca e a
graduacdo histoldgica.

N RR IC(95%) P

ESTADIOS

1 38 1

2 225 2.67 0.97 7.36 0.058

3 266 7.62 2.82 20.61  <0.001

4 1 2181  6.70 7098  <0.001
SBR

1 81 1.00

328 1.72 1.11 2.65 0.015
3 131 1.83 1.13 2.95 0.013

Na tabela 14 observamos uma segunda analise multivariada, nesse
instante considerando o tamanho, o comprometimento linfonodal e a

graduacéo histoldgica.
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Tabela 14 - Analise multivariada considerando o tamanho do tumor, o
comprometimento linfonodal e a graduacéo histoldgica.

n RR IC(95%) p
T
1 38 1
2 225 241 0.86 6.78 0.096
3 263 3.97 1.36 11.60 0.012
4 13 12.12 3.53 41.61 <0.001
N
0 181 1
1 172 1.31 0.86 1.99 0.205
2 111 2.09 1.26 3.46 0.004
3 75 3.16 1.88 5.32 <0.001
SBR
1 81 1
328 1.65 1.07 2.54 0.024
130 1.60 0.99 2.58 0.057

Tamanho (T): 1= <20mm / 2= 20 — 50mm / 3= >50mm / 4= 4= Invasdo de pele/ parede
toracica; Comprometimento Linfonodal (N): 0= Auséncia de comprometimento linfonodal /
1= Comprometimento Linfonodal (até 3 linfonodos) / 2= Comprometimento Linfonodal (de 4

a 10 lindonodos) / 3= Comprometimento linfonodal (acima de 10 linfonodos)

Na correlacdo de percentagem do Ki67 com os RE, RP e HER2. Nas
analises entre Ki67 e RE, obtivemos um r= -0,54 e p<0,0001; entre Ki67 e

RP, obtivemos um r=-0,28 e p= 0,0101.
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C. Andlise das taxas de resposta patoldégica a QT neoadjuvante
segundo o indice proliferativo e expressao de marcadores

preditivos classicos

Na Tabela 15, podemos observar as taxas de RPC (Resposta
Patolégica Completa) por imunofenotipo de 236 pacientes submetidos a

quimioterapia neoadjuvante.

Tabela 15 - Taxas de percentagem da resposta patolégica completa por
Imunofendtipo em Pacientes submetidos a Quimioterapia Neoadjuvante

Imunofendtipo RPC Total %
Luminal A 2 36 5,56
Luminal B (Ki67 alto) 5 83 6,02
Luminal B (Her) 11 27 40,74
HER2 12 26 46,15
Triplo Negativo 27 64 42,19
Total 57 236 24,15

Luminal A= ER/PR positivos, Her2 negativo, Ki67<14%; Luminal B= ER/PR positivos; Her2
negativo, Ki67>14%; Luminal B (Her)= ER/PR positivos; Her2positivo; Her= ER/PR
negativos, Her2 positivo; Triplo Negativo= ER/PR/Her2 negativos.

Na Tabela 16 e Figura 18, podemos comparar a frequéncia das
categorias de resposta patolégica em pacientes submetidos a QT
neoadjuvante. Nesta analise, com n= 224 pacientes, 37 casos possuiam
Ki67 <10%, 14 casos possuiam Ki67 entre 10% e 20% e 173 casos

possuiam Ki67 >20%.



Tabela 16 -

Correlacado entre
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IP-KI67 e pacientes tratados com

Quimioterapia Neoadjuvante de Acordo com a Resposta Patolégica (%).

Ki67 RCBO RCB | RCB I RCB Il Total

£10% 16,3 8,1 43,2 32,4 37
10%-20% 21,4 28,6 36 14 14

>20% 26,6 12,2 30,6 30,6 173

Correlagdo Quimioterapia Neoadjuvante VS Ki67

W ECH I
BHCE |

BERCE |

Oecr

=10% 11% - 20% =0

Figura 18 - Associacao entre o IP-KI67 e a resposta das pacientes com

carcinoma mamario a quimioterapia neoadjuvante. n=224.
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6 DISCUSSAO

O cancer de mama é considerado uma doenga heterogénea nos seus
aspectos clinicos, anatomopatolégicos, moleculares e também quanto a
resposta aos tratamentos complementares. Esta heterogeneidade desafia a
escolha do melhor tratamento para cada paciente. O tratamento loco-
regional feito com cirurgia radical (mastectomia) ou cirurgia conservadora
complementada pela radioterapia, com ou sem esvaziamento axilar pode ser
seguido de tratamentos sistémicos como a hormonioterapia, terapia anti-
HER2, quimioterapia. A expressdo de marcadores hormonais € um bom
marcador preditivo de resposta a hormonioterapia, enquanto a hiper-
expressao ou amplificacdo do gene HER2 € um bom marcador preditivo de
resposta a terapia anti-HERZ2. lIdentificar quais as pacientes sao mais
beneficiadas pela escolha da quimioterapia € hoje o principal desafio no
tratamento deste tumor. Existem ferramentas auxiliares nesta decisdo em
subgrupos especificos, como o score obtido pelo nivel de expressao génica
no teste Oncotype DX® mas outros biomarcadores estdo em investigacdo
para auxiliar na decisdo, entre eles o indice proliferativo avaliado pela
imunomarcacao Ki67. A vantagem do uso do Ki67 como ferramenta auxilar a
decisdo do uso da quimioterapia se baseia na simplicidade e grande
disponibilidade do método, além da quantificacdo in situ que permite
considerar a heterogeneidade tumoral e excluir elementos ndo tumorais da

quantificacao.
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A quantificacdo imunohistoquimica do indice proliferativo pelo Ki67 ainda
nao foi totalmente padronizada e existem questionamentos sobre o melhor
método de analise (visual ou digitalizado), a sistematica de quantificacéo
(quantas células, em quais areas avaliar) e sobre o melhor ponto de corte
(14%, 20% ou outro). A recomendacéo mais recente do International Breast
Cancer Working Group on Ki67 (DOWSETT et al. 2011), sugere a contagem
visual em 5 areas de 100 células cada, incluindo nelas as areas de hotspot,
mas nao se limitando a elas, considerando positivas células com qualquer
intensidade de marcacéo. O ponto de corte de 14% foi sugerido pelo estudo
de CHEANG et al. (2009), mas sua aplicacdo pratica é criticada pela
subjetividade do ponto de corte e o Consenso de St. Gallen de 2013 sugere
que pacientes sem outros critérios de alto risco para recorréncia e com Ki67
abaixo 20% seriam melhores candidatas a serem poupadas da quimioterapia
adjuvante. (HARBECK et al. 2013). A quantificacdo do Ki67 pela andlise
subjetiva do patologista € o método mais utilizado na rotina diagnéstica de
tumores mamarios mas sua reproducibilidade é questionavel e a
subjetividade desfavorece seu uso. A quantificacdo por métodos digitais vem
sendo testada quanto a sensibilidade e aplicabilidade com relagdo aos
métodos visuais. Os estudos que compararam a quantificacdo do indice
proliferativo pelo Ki-67 em tumores mamarios entre os métodos analise
automatizada e visual e obtiveram em sua maioria uma concordancia maior
que 85% (FASANELLA et al. 2011; KONSTI et al. 2011), ou a correlagéo de
Spearman de 0.87 e correlacdo de Pearson de 0.94 (MOHAMMED et al.

2012). Uma excecéo recente foi o estudo de GUDLAUGSSON et al. (2012)
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que mostrou grande subjetividade e variacdo entre patologistas na analise
visual global, com baixa correlacdo com a analise digital. Nosso estudo
comparou dois a dois as avaliacbes visuais globais feita por varios
patologistas (dados obtidos do prontuario), aquela feita por apenas 1
patologista especializado em patologia mamaria, a contagem diferencial de
células utilizando hematocitdmetro e a quantificacdo por analise digital. Os
resultados corroboram os dados ja publicados pela maioria dos estudos com
uma correlacdo de Pearson entre 0,82 a 0,88 entre os pares de métodos. A
pior correlagcdo foi entre a avaliacdo por diversos patologistas e a
quantificacdo digital e a melhor correlagéo foi entre a estimativa visual global
de um patologista especializado em patologia mamaria e a quantificacéo
digital.

Durante estas comparacfes, observamos que a quantificacao digital
detectava indices quase sempre maiores em relacdo a da analise visual por
detectar pixels marcados com intensidade leve, imperceptiveis ao olho
humano, mesmo descontadas as falhas da identificacdo das células devido a
sobreposicado nuclear, esmagamento celular e irregularidades no contorno
nuclear. As desvantagens da analise digital para quantificacdo da proteina
Ki-67 em relagdo a analise visual sdo principalmente relacionadas ao custo
de aquisicdo do equipamento (entre US$ 95.000 e US$ 150.000), ao tempo
estimado de andlise por lamina (aproximadamente 20 minutos comparadas a
1 minuto e 6 minutos para a analise do patologista e a contagem diferencial
de células, respectivamente) e dificuldades técnicas. No nosso estudo, néo

foi possivel realizar a quantificacdo de 8,6% dos casos devido a falha
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operacional do equipamento no momento de escaneamento das laminas.
Por todos estes motivos de custo, logistica e de nédo inferioridade
significativa de um método em relacdo ao outro, a quantificacéo visual global
pode ser aplicada na rotina desde que realizada cuidadosamente,
considerando também a positividade fraca ou nucleolar exclusiva dos
nacleos neoplasicos.

A biopsia por agulha grossa (core biopsy) ¢ um método menos
invasivo e muito aceito para o diagnostico de alteracdes mamarias, podendo
nos casos de quimioterapia neoadjuvante ser o Unico espécime para
direcionar o tratamento. As acuracias da core biopsy no diagndstico de
malignidade, na avaliacdo do tipo histologico, grau histolégico e expresséo
protéica dos fatores preditivos como RE, RP e HER2 foram testadas em
estudos a partir da década de 1980. Uma meta-analise recente reportou que
a Core biopsy guiada por ultra-som ou por estereotaxia apresenta
sensibilidade acima de 97% e especificidade de 92% e 98%,
respectivamente, quanto ao diagndstico de malignidade em relacao a bidpsia
cirirgica, com menos efeitos adversos (DAHABREH et al. 2014). Para a
avaliacdo de fatores prognosticos morfoldgicos o0s autores mostraram
correlagbes em torno de 75%, variando de 66% a 100% para o tipo
histoldgico e 73% a 81% para o grau histolégico (ANDRADE e GOBBI 2004,
BURGE et al. 2006, DAVEAU et al. 2014; MOTAMEDOLSHARIATI et al.
2014). Ja ao nivel molecular, a concordancia da core biopsy parece ser
melhor do que ao nivel morfolégico, uma vez que os estudos mostram, com

raras excecgodes, concordancia para o status dos receptores hormonais e
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HER2 superior a 95% (KANEKO et al. 2002; TAUCHER et al. 2004; BURGE
et al. 2006; APPLE et al. 2009). O espécime da core biopsy é hoje
considerado adequado para o0 diagnostico e avaliacdo de fatores
moleculares preditivos de resposta, e é utilizado rotineiramente para testar
0S receptores hormonais, HER2 e também perfis moleculares como o
ONCOTYPE DX, Mamaprint e PAM 50 que auxiliardo para a decisédo
terapéutica.

Em relacdo ao Ki67, que alias é parte importante dos scores de perfis
moleculares, a literatura mais recente mostra inconsisténcias quanto a
concordancia entre as quantificacdes na core biopsy e na peca cirdrgica.
Nosso resultado da comparacdo do indice proliferativo entre core biopsy e
espécime cirdrgico pareado revelou uma oOtima correlacdo (r= 0,86;
p<0,0001). KNUTSVIK et al. (2014) mostraram uma concordancia 65% e
kappa de apenas 0.29 entre core biopsy e peca cirlrgica em relacdo ao
ponto de corte de 14%. J& RICCI et al. (2012) encontraram indice kappa de
0.74 e OBERMANN et al. (2012) uma concordancia de 81% entre categorias
definidas pelo ponto de corte de 20%. Este resultado é especialmente
importante para as pacientes em programagdo para tratamento
quimioterapico neoadjuvante. Assim como no caso dos demais marcadores
imunohistoquimicos considerados fatores preditivos classicos (RE, RP e
HERZ2), recomendamos a utilizacdo da core biopsy em substituicdo a excisao
cirurgica para avaliacdo do indice proliferativo pelo Ki67.

Nosso estudo avaliou também o valor prognéstico do indice

proliferativo avalido pela imunomarcacdo do Ki67 em uma coorte
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retrospectiva de 576 casos com seguimento mediano de 500 meses. Nesta
coorte, 0 Ki67 ndo apresentou diferenca na sobrevida livre de doenca entre
0S grupos <10%, 10-20% e maior que 20% (p=0.881) Outras variaveis
consideradas fatores progndsticos classicos como o estagio clinico, o
tamanho tumoral, o status linfonodal e o grau histolégico mostraram valor
prognostico independente nesta coorte. O Ki67 esteve associado com o grau
histoloégico de SBR modificado e exibiu ainda correlacdo inversa com a
expressao de receptores de estrogenos e receptores de progesterona. N&o
observamos associacao significativa entre o indice Ki67 com o tamanho
tumoral. A conferéncia de St. Gallen 2013 considera o indice de Ki67 na
deciséo no calculo do risco de recorréncia da doenca, entretanto, a literatura
mostra dados controversos quanto ao valor prognostico do Ki67. KNUTSVIK
et al. (2014) mostraram um valor prognostico do Ki67 usando a mediana
como ponto de corte tanto nos espécimes de core biopsy como na peca
cirirgica. O valor prognéstico esteve presente nos casos de tumores
ER+/HER2- mas nao foi observado nos casos HER2+/ER- e triplo negativos.
Além disto, a exemplo do nosso estudo, o Ki67 esteve associado a variaveis
prognésticas classicas como o grau histolégico e a negatividade para
receptores hormonais, e ndo exibiu valor prognéstico independente na
analise multivariada. HONMA et al. (2013) demonstraram valor prognostico
do Ki67 nos pacientes ER+/HER2- em uso de tamoxifeno adjuvante.
GUDLAUGSSON et al. (2012) mostraram um forte valor progndstico para o
indice proliferativo pelo Ki67 quando avaliado na periferia do tumor,

quantificado por método digital com ponto de corte de 6,5%.
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PATHMANATHAN et al. (2014) estudaram 2013 pacientes com doenca
restrita & mama e tratadas com cirurgia e radioterapia apenas e utilizando
um ponto de corte de 10% demonstraram sobrevida céancer especifica
significativamente maior no grupo com Ki67 baixo (97.1 vs 77.6%). Neste
estudo o valor prognostico do Ki67 foi considerado independente em um
modelo multivariado que incluiu os fatores progndésticos classicos.
KONTZOGLOU et al. (2013) revisaram 78 artigos que avaliaram o valor
prognoéstico do Ki67 no cancer de mama e concluiram que o assunto ainda
estd em aberto. Em resumo, alguns estudos demonstraram valor prognostico
em analises univariadas e raros observaram valor prognostico independente
em subgrupos especificos do cancer de mama. Entretanto, o melhor ponto
de corte e metodologias para este fim séo discutiveis e parecem depender
muito das caracteristicas do grupo estudado, incluindo perfis
imunofenotipicos e tratamentos aplicados.

A quimioterapia neoadjuvante esta indicada a pacientes com
carcinoma de mama localmente avancado com taxa de resposta patologica
completa de 24% (VIEIRA et al. 2011). Atualmente, mesmo tumores em
estadio precoce estdo sendo considerados para receber quimioterapia
neoadjuvante, com o beneficio de observamos in vivo 0 comportamento da
neoplasia frente ao tratamento. Sabemos que os diferentes tumores da
mama respondem de forma heterogénea a aplicacdo de quimioterapia e que
pacientes com resposta patoldgica completa (pCR) exibem sobrevida global
superior aos pacientes com doencga residual (CORTAZAR et al. 2014).

Buscamos identificar fatores preditivos de resposta a quimioterapia que nos
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permitam predizer a resposta patologica completa e assim identificar quais
pacientes seriam mais beneficiadas por este tratamento e potenciais
candidatas a evitar a cirurgia e quais delas devem iniciar o tratamento por
outras modalidades terapéuticas. LIPS e colaboradores consideraram que a
predicdo de resposta depende da avaliacdo de mudltiplas variaveis como a
graduacéo histoldgica, a positividade do RE, RP e Her2. SUETA et al. (2014)
demonstraram que pacientes ER+ com e sem resposta patologica completa
exibem indices Ki67 diferentes (media 43% versus 29%, respectivamente).
Resultados similares foram descritos por FASCHING et al. (2011) onde o
Ki67 médio dos casos com pCR foi de 51% comparados a 27% dos casos
sem PCR. Além disto o Ki67 acima de 13% foi considerado uma variavel
independente na predicdo de pCR (risco relativo 3.5, 1C95% 1.4-10.1).
DENKERT et al. (2013) demonstraram o valor preditivo de pCR para o Ki67,
com taxas de 4.2%, 12.9% e 29% para os casos com Ki67 <15%, 15-35% e
>35%, respectivamente. Nosso estudo avaliou 236 pacientes submetidas a
guimioterapia neoadjuvante e mostrou taxas de resposta patoldgica
completa ao redor de 45% para as pacientes portadoras de tumores triplo
negativo e HER2+ (com ou sem receptores hormonais), mas taxas de
apenas 5% para pacientes ER+/HER2-. Importante ressaltar que o indice
proliferativo Ki67 acima ou abaixo de 14% nado esteve associado com
diferencas nas taxas de resposta patolégica completa nas pacientes com
tumores ER+/HER2-, sugerindo um papel de quimioresisténcia dos
receptores hormonais, que é pelo menos em parte diminuido pela presenca

da hiperexpressao do Her2. JONES et al. (2010) apresentaram resultados
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similares aos nossos, com menores taxas de pCR nos tumores ER+ (com
possivel efeito de quimioresisténcia) e Ki67 sem valor independente para
predizer pCR. DARB-ESFAHANI et al. (2009) também demonstraram
melhores taxas de pCR em pacientes triplo negativos e HER2+ e as piores
taxas de pCR sendo observadas nas pacientes com tumores ER+/HER2-.
Entretanto, diferente do nosso estudo, o Ki67 acima de 20% foi considerado
uma variavel independente de predicdo da pCR. Por tudo isto exposto, o
Ki67 ainda ndo pode ser considerado uma variavel de predicdo de resposta
a guimioterapia neoadjuvante, ao menos utilizando o ponto de corte mais
comumente discutido na literatura. Estd em aberto a discussédo sobre o0 uso
de diferentes pontos de corte a depender do status dos receptores

hormonais e HER2.
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Tabela 17 - Revisdo da Literatura quanto as taxas de Resposta Patologica
Completa a Quimioterapia neoadjuvante nos diferentes subtipos moleculares
de cancer de mama.

AUTOR/ANO ER+/Her2- ER+/Her2+ ER-/Her2+ Triplo
Negativo
Sueta et al. 2014 14,3% 41,2% 81,8% 42,3%
Denkert et al. 2013 3,4% 18,2%2  5,1% 111,8%? 13,3%! 10% 1 22,4%?2
18,5%3 15,4%3 27,1%2 39% 3
30,8% 3
Fasching et al. 2011 5% 40,2% * 40,2%* 47,3%
Salim et al. 2014 0% 21,4% 36,4% 27,3%
Balmativola et al. 2014 16% 40% 58,2% 42,1
Baulies et al. 2014 38,7% - 67,6% 45,5%
Babyshkina et al2014 38,1% 0% 0% 10,7%P
Bria et al. 2015 5,6%
Nosso estudo 5,6%" 40,74% 46,15% 42,19%
6,0%

RE= Receptor de Estrogeno; Her2= Receptor Epidérmico Humano * = Her2+/RE e RP +ou-;
1 = Ki-67 <15%; 2 = Ki-67 15-35%); 3 = Ki-67>35%.
# = Ki67 <14%; *= Ki67 >14%

Nosso estudo apresenta algumas limitagbes principalmente em
relacdo a coorte retrospectiva utilizada para o estudo do valor progndéstico do
Ki67. Apesar da casuistica grande e do longo seguimento clinico, com todos
0S casos revistos por uma patologista especializado em patologia mamaéaria
(Dra. Monica Maria Agata Stiepcich), as pacientes foram em sua maioria
diagnosticadas nas décadas de 1980 e 1990 quando os tumores na nossa
instituicdo se apresentavam frequentemente em estagio avancado e o
tratamento era algo diferente do atual em relacao ao tipo de quimioterapia e
uso de terapia anti-HER2. O resultado disto pode ser visto nas curvas de
sobrevida, que exibem taxas de sobrevida livre de doenca sistematicamente

piores do que as observadas nos dias atuais para 0s mesmos estagios
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clinicos. Além disto, cerca da metade das pacientes RE positivos, usou
Tamoxifeno pelo tempo recomendado, resultando em curvas de sobrevida
livre de doenca similares nos grupos RE positivo e negativo. O uso do TMA,
€ considerado subdtimo por alguns (GUDLAUGSSON et al. 2012); de fato
observamos algumas dificuldades na quantificacdo do Ki67 na area restrita
do TMA e coloracdo fraca em muitas amostras o que pode ter influenciado

Nossos resultados.
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CONCLUSAO

A quantificacédo do indice proliferativo pelo KI67 no cancer de mama:

Apresenta boa correlagdo entre a analise visual e a analise

automatizada, com r >0,8 em todas as comparacdes realizadas;

Esta associado com o grau histologico de SBR e exibe correlacao

inversa com a expressao de receptores hormonais

Pode ser avaliado na biopsia por agulha grossa baseado na excelente

correlacao direta (r= 0,86) com a peca cirargica;

Esta associado a fatores prognésticos classicos do cancer de mama
mas ndo apresenta valor prognostico independente quanto a

sobrevida livre de doenca em 5 e 10 anos.

N&o identifica um subgrupo de pacientes com expressao de
receptores hormonais mais sensivel a quimioterapia neoadjuvante,
pelo menos com 0 uso dos atuais ponto de corte sugeridos pela
literatura. Novos pontos de corte especificos para cada subtipo

molecular poderéo ter um papel nesta predi¢éo no futuro.
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Hospital AC Camargo;

» Declaragdo de Infraestrutura e Instalagdes do Departamento de Anatomia
Patologica;

»  Orgamento Financeiro Detalhado.

Informacdes a respeito do andamento do referido projeto deverdo ser encaminhadas a
assistente do CEP dentro de 12 meses.

Altenciosamente,

(
Prof/Dr. Luiz Paulo Kowalski

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
[
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Anexo 2 - Caracterizacdo da amostra dos 100 casos consecutivos do acervo
do arquivo de Anatomia Patolégica do A.C.Camargo Cancer Center,
diagnosticados no ano de 2012 como Carcinoma Mamario Invasor

dylD eo bulo ose R (% PR (% R Dimensao

1 3 & 0 0 5) 0 2,5

2 2 2 2 99 60 2 0,29

& 3 & 11 90 30 0 2,5

4 2 3 2 100 1 0 5,8

5) 2 & 0 100 30 2 1,8

6 2 2 0 95 60 1 1,7

7 2 1 0 80 80 0 0,7

8 3 3 22 90 90 1 3,5

9 2 & & 100 15 1 15
10 2 2 4 95 100 1 2
11 2 2 10 100 100 0 1,7
12 1 2 1 95 80 1 1,5
13 3 & 6 70 30 2 1,4
14 2 3 0 100 90 1 0,7
15 3 & 30 0 0 0 2,3
16 2 3 4 95 60 0 3
17 3 2 0 90 90 1 1,1
18 2 3 5 95 95 2 0,7
19 3 & 2 5 5) 3 0,39
20 3 3 12 90 90 2 0,7
21 3 & & 100 0 1 2,1
22 3 3 6 100 60 2 1,5
23 3 2 1 90 1 0 1,7
24 3 3 12 0 0 0 2,3
25 2 2 9 90 5) 1 0,5
26 2 3 3 100 100 1 1,1
27 3 & 23 95 80 2 &
28 3 3 11 1 5 1 1,4
29 2 & 0 90 60 0 4,1
30 1 2 1 90 80 1 0,7
31 3 & 27 60 50 0 0,8
32 2 3 3 95 1 0 2,2
33 2 & & 90 90 1 85
34 2 3 11 90 80 1 2
35 1 & 0 80 50 1 1,7
36 2 1 1 90 90 1 1
37 3 2 20 0 0 3 4
38 3 3 39 90 80 3 1,4
39 2 & 23 90 65 1 1,6
40 3 3 9 75 25 2 3,8
41 1 2 0 100 10 0 0,8
42 3 3 1 100 20 1 0,8
43 2 2 0 100 25 2 1,1
44 3 3 81 90 70 1 1,6
45 1 & 5) 95 80 1 1,3
46 2 2 1 100 40 1 1,5
47 2 & 15 99 99 1 0,9
48 1 3 6 80 60 2 2,7
49 3 & & 80 80 3 1,9
50 2 1 3 95 95 1 1,2
51 1 & 1 80 90 0 0,4
52 2 3 0 95 50 1 1,3
53 3 & 15 90 20 0 &
54 3 3 2 100 5 1 1,1
55 2 & 1 95 90 1 4
56 2 1 0 90 70 1 2,2




57 2 3 2 5 1 2 1,6
58 3 3 5 50 50 3 1,5
59 1 1 0 95 70 1 1,1
60 2 3 14 10 10 2 4,5
61 2 3 7 95 95 1 14
62 1 1 1 95 90 1 0,6
63 2 3 0 100 60 0 19
64 3 3 6 100 90 2 1,7
65 3 3 15 85 80 2 0,8
66 | EXCLUIDO | EXCLUIDO | EXCLUIDO | EXCLUIDO | EXCLUIDO | EXCLUIDO EXCLUIDO
67 3 3 11 0 0 2 2,2
68 3 3 11 90 95 3 3,5
69 1 3 1 90 95 1 3,2
70 2 1 1 100 50 2 1,5
71 3 3 12 90 60 2 2,5
72 3 3 2 80 40 1 4,1
73 1 1 2 100 70 2 1,2
74 1 3 12 85 60 2 0,6
75 1 3 0 100 95 1 2,6
76 3 2 25 80 90 2 1,8
77 3 3 25 90 80 3 2,2
78 3 3 29 40 60 1 2,5
79 3 3 3 90 30 1 35
80 3 3 14 80 0 0 2,9
81 2 2 12 90 70 1 1,7
82 3 3 21 95 80 2 1,7
83 2 2 1 95 5 1 1
84 2 3 5 100 100 1 1,5
85 1 3 1 90 80 1 2,3
86 3 3 16 0 10 3 2,3
87 3 2 8 100 100 2 15
88 2 3 6 90 70 3 1
89 1 2 0 100 100 2 0,6
90 3 3 10 80 80 1 3,5
91 2 2 9 90 90 2 0,7
92 1 2 0 100 60 1 2,3
93 1 3 56 80 80 2 4
94 2 3 15 95 80 0 3,5
95 3 3 56 100 20 1 15
96 2 3 1 95 90 2 1
97 1 3 2 90 60 2 2,5
98 2 3 9 95 40 3 1
99 1 3 1 95 90 2 0,8
100 3 3 59 90 5 1 2,5
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Anexo 4 - Sistema de classificacdo TNM AJCC 72 edigéao.

Avaliacdo do Tumor

Tx - Tumor néo pode ser avaliado

TO - Sem evidéncia de tumor

Tis - Carcinoma in situ

Tis (CDIS) - carcinoma ductal in situ

Tis (CLIS) - carcinoma lobular in situ

Tis (Paget) - Doenca de Paget ndo associada a carcinoma subjacente.
T1 - Tumor <20 mm in greatest dimension

T1mi - Tumor £1 mm na maior dimensao

Tla - Tumor >1 mm but <5 mm na maior dimenséao

T1b - Tumor >5 mm but <10 mm na maior dimenséao

T1c - Tumor >10 mm but <20 mm na maior dimensao

T2 - Tumor >20 mm but <50 mm na maior dimensao

T3 - Tumor >50 mm na maior dimensao

T4 - Tumor de qualquer tamanho com extensao direta para a parede
tor4cica e/ou pele (ulceracao ou nddulos)

T4a - Extensdo para a parede toracica, ndo incluindo o musculo
peitoral

T4b - Ulceracdo e/ou nédulo cutaneo ipsilateral e/ou edema da pele
gue ndo preencha critério para carcinoma inflamatério.

T4c - Ambos (T4a and T4b)

T4d - carcinoma inflamatorio**

*Nota: Invasao da derme apenas nao caracteriza T4.

**Nota: Carcinoma inflamatorio é restrito aos casos com alteracdes cutaneas

tipicas involvendo um terco ou mais da pele da mama. A presenca
histolégica de carcinoma invadindo linfaticos da derme suporta o
diagndstico mas ndo € necessario e nem suficiente para a

caracterizagao.



cNX - Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados (por exemplo,
previamente removido)

cNO - Nao ha metéastases do Linfonodo regional

cN1 - Metastase ipsilateral movel nivel I, 1l para linfonodos axilares (s)
cN2 - Metastase ipsilaterais nivel |, Il para ganglios linfaticos axilares
gue sao clinicamente fixos ou emaranhados; ou clinicamente
detectada nas mamas internas na auséncia de metastases de noé
axilar clinicamente evidente.

cN2a - Metastases ipsilaterais nivel I, linfonodos axilares fixados um
ao outro (emaranhado) ou a outras estruturas

cN2b - Metastases ipsilaterais clinicamente detectadas apenas em
noOs mamarios internos e na auséncia de metastases de nd axilar
clinicamente evidente

cN3 - Metastases em linfonodo(s) ipsilaterais infraclavicular (axilares
de nivel 1ll) com ou sem nivel I, envolvimento de Linfonodo axilar Il; ou
clinicamente detectada no linfonodo(s) mamario ipsilateral interno
com nivel clinicamente evidente ou, metastases de Linfonodo axilar I;
ou metastases em supraclavicular ipsilaterais linfonodo(s) com ou
sem envolvimento axilar ou Linfonodo mamario interno. cN3a -
Metastase infraclavicular para linfonodos ipsilaterais

cN3b - Metastases ipsilaterais de linfonodo(s) mamario interno e
linfonodos axilares cN3c - Metastase em linfonodo ipsilateral
supraclavicular Classificacdo patoldgica dos linfonodos regionais pNX
- Ganglios regionais, nés que ndo podem ser avaliados (por exemplo,
anteriormente removidos ou nao removidos para estudo patoldgico)
pNO - Ndo h& metéastases do Linfonodo regional

pNO - Nenhuma metastase regional Linfonodo identificados
histologicamente

pNO(i-) - nenhuma metastase em linfonodo regional, negativos
histologicamente, IHC pNO(i+) — células malignas na regido
linfonodal ndo superior a 0,2 mm (detectado por H & E ou IHC
incluindo ITC)



. pNO(mol-) - Nenhuma metastase em linfonodo regional
histologicamente. Conclusbes moleculares negativas (RT-PCR)
pNO(mol+) - resultados moleculares positivos (RT-PCR), mas
nenhuma metastase em linfonodo regional detectados pela histologia
ou IHC pN1 - Micrometastases ou metidstases em um a trés
linfonodos axilares, e/ou ndés de mamarios internos

. com metastases detectadas por bidpsia de Linfonodo Sentinela, mas
nao clinicamente detectado

pN1mi - Micrometastases (maior que 0,2 mm e/ou mais de 200 células, mas
nenhum superior a 2,0 mm)

pNla - metastases em 1 a 3 dos ganglios linfaticos axilares, pelo menos

uma metastase maior que 2.0 mm

pN1lb - metdstases em nOs mamarios internos com micrometastases ou

macrometastases detectadas por biépsia de Linfonodo Sentinela, mas néo

clinicamente detectado **

pN1lc - metastases em um a trés linfonodos axilares e nos linfonodos

mamarios internos com micrometastases ou macrometastases detectadas

por bidpsia de Linfonodo Sentinela, mas nao clinicamente detectado **

pN2 - Metastase clinicamente detectada em quatro para nove ganglios

linfaticos axilares, ou em linfonodos mamarios internos, na auséncia de

metastase em ILinfonodo axilar ****

pN2a - metastases em quatro a nove linfonodos axilares (depdsito de pelo

menos um tumor maior que 2,0 mm)

N2b - metastase detectada clinicamente apenas em ndés mamarios

ispsilaterais internos e na auséncia de pN2b de metastases de no axilar

clinicamente evidente - metastases detectada clinicamente em linfonodos
mamarios internos, na auséncia de metastases do Linfonodo axilar.

pN3 - metastases em 10 ou mais linfonodos axilares; ou em linfonodos

infraclavicular (axilares de nivel Ill); ou clinicamente detectada em linfonodos

mamarios ipsilaterais internos na presenca de 1 ou mais linfonodos axilares
positivo de nivel I, Il; ou em mais de 3 linfonodos axilares e linfonodos

mamarios internos com micrometastases ou macrometastases detectadas



por biopsia de Linfonodo Sentinela, mas néo clinicamente detectado ; ou em

supraclaviculares ipsilaterais.

Metéastases distantes (M)

MO - Nenhuma evidéncia clinica ou radiografica de metastases distantes.
cMO(i+) - nenhuma evidéncia clinica ou radiografica de metastases
distantes, mas depoésitos de grédos ou pilhas do tumor ao microscopio
detectado na circulacdo de sangue, medula éssea ou outro tecido nodal
extra-regionais ndo maiores que 0,2 mm em um paciente sem sintomas ou
sinais de metastases

M1 - metastases distantes detectaveis pelos meios clinicos e radiograficos

classicos e/ou histologicamente comprovada maiores que 0.2 mm.



Estadiamento Clinico
Estagio 0 Tis NO MO
Estagio IA T1 ¥¥ NO MO
Estagio IB TO N1mi MO
T1 ¥¥ N1mi MO
Estagio IIA TO N1 % MO
T1 ¥¥ N1 % MO
T2 NO MO
Estégio 1B T2 N1 MO
T3 NO MO
Estagio IlIA TO N2 MO
T1 ¥¥ N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Estagio I1IB T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
Estagio llIC Any T N3 MO
Estagio IV Any T Any N M1
*A classificacgo de t do tumor primario é 0 mesmo,

independentemente se ele é baseado em critérios clinicos ou

patologicos, ou ambos. Designacao deve ser feita com o subscrito "c"

ou "p" para indicar se a classificacdo de t foi determinada pelo clinico

(exame fisico ou radiologica) ou patologicos , respectivamente. Em



geral, determinacdo patoldgica deveria  prevalecer sobre
determinacao clinica de tamanho T.

*Tamanho deve ser medido para o milimetro mais proximo. Se o0
tamanho do tumor é ligeiramente menor ou maior que um ponto de
corte para uma determinada classificacdo de T, recomenda-se que 0
tamanho deve ser arredondado para a leitura de milimetro mais
préximo o ponto de corte.

A Mudltiplos carcinomas ipsilaterais simultdneos primarios sao
definidos como carcinomas infiltrando na mesma mama, que Sao
grosseiramente ou macroscopicamente distintas e mensuraveis. Fase
de t € baseado somente em tumor maior. A presenca e tamanhos de
tumores menores devem ser registrados usando o modificador "(m)".
¢ Invasédo da derme por si s6 ndo se qualifica como T4, retragdo do
mamilo, ou qualquer outra alteragéo de pele exceto aquelas descritas
em T4b e T4d pode ocorrer em T1, T2 ou T3 sem alterar a
classificacdo. A parede toracica inclui costelas, musculos intercostais
e serratil anterior muscular, mas ndo os musculos do peitoral.

8 Carcinoma inflamatério é uma entidade clinica-patolégica
caracterizada por eritema e edema (peau d'Orange) envolvendo um
terco ou mais da pele da mama. Estas mudancas de pele sdo devido
ao Linfedema causada por tumor dentro de linfaticos dérmicos.
Embora a participacdo linfatica dérmica suporta o diagndstico de
cancer de mama inflamatorio, € necessério, na auséncia de achados
clinicos classicos, para o diagnéstico de cancer de mama inflamatorio.
¥ Se um cancer foi designado como inflamatéria antes da
quimioterapia neoadjuvante, o paciente sera designado para ter
cancer de mama inflamatério em todo, mesmo se o paciente tem
resolucdo completa das conclusdes inflamatorias.

T Detectada clinicamente € definido como detectar estudos imagens
(excluindo limfocintilografia) ou pelo exame clinico e com
caracteristicas altamente suspeitas para malignidade ou um

macrometastasis patolégico presumida com base em bidpsia de



aspiracdo de agulha fina com exame citoldgico. Confirmacdo de,
clinicamente detectada, doenca metastatica por aspiracdo de agulha
fina sem biopsia de excisdo é designada com um sufixo (f), por
exemplo, cN3a(f). Biopsia excisional de um linfonodo ou biépsia de
um no sentinela, na auséncia de atribuicdo de um pT, é classificada
como um clinico N, por exemplo, cN1. Informagbes sobre a
confirmacdo do status nodal serdo designadas em fatores de site
especificos como aspiracao de clinicos, fina agulha, biépsia de nucleo
ou biopsia de Linfonodo Sentinela. Classificacdo patoldgica (pN) é
usada para excisdo ou biépsia de linfonodo sentinela apenas em
conjunto com uma atribuicéo de t patoldgico.

t Classificagdo baseia-se na dissecagdo de Linfonodo axilar com ou
sem biépsia de Linfonodo Sentinela. Classificacdo baseada
unicamente na bidpsia de Linfonodo Sentinela sem Linfonodo axilar
posterior, dissecacdo é designada (sn) para "no de sentinela”, por
exemplo, pNO(sn).

**Aglomerados de Célula tumoral (ITC) sédo definidos como pequenos
aglomerados de células n&o superiores a 0,2 mm, ou pilhas do tumor
anico ou um cluster de menos de 200 células em uma Unica secao
transversal histologica isolada. ITCs podem ser detectadas pela
histologia de rotina ou por métodos de imuno-histoquimica (IHQ). N6s
gue contenham apenas ITCs sao incluidos na contagem total né
positivo para fins de classificagdo N, mas devem ser incluidos no
namero total de nos avaliados.

*RT-PCR: transcriptase reversa/RT-PCR.

AA "Nao clinicamente detectado" é definido como nédo detectado por
estudos (excluindo linfocintilografia) de imagem ou n&o detectados
pelo exame clinico.

00"Clinicamente detectado” é definido como detectado por imagem
estudos (excluindo limfocintilografia) ou pelo exame clinico e com

caracteristicas  altamente  suspeitas para malignidade ou



macrometastase patologica presumida com base em bibdpsia de
aspiracdo de agulha fina com exame citoldgico.

88 Estagio anatémico:

-MO inclui MO(i+).

-PMO designacgédo nédo € valido; qualquer MO deve ser clinica.

-Se um paciente apresenta M1 antes da terapia sistémica
neoadjuvante, o estagio é considerado fase IV e permanece fase IV
independentemente da resposta a terapia neoadjuvante.

-Designacéo de fase pode ser alterada se, pos-cirurgicas, estudos de
imagem revelarem a presenca de metastases distantes, desde que os
estudos sao realizados dentro de 4 meses de diagnostico na auséncia
de progressao da doenca e desde que o0 paciente néo recebeu terapia
neoadjuvante.

-Terapia poOs-neoadjuvante é designada com o prefixo "y". Para
pacientes com uma resposta patoldgica completa (pCR) a terapia
neoadjuvanet, ndo é atribuido a nenhum grupo de estagio.

¥¥ T1 inclui T1mi.

¥+ Tumores TO e T1 com micrometastases nodal s6 sdo excluidos da
fase Il e classificados fase IB. (Usado com permissdo do Comité Misto
americana sobre cancer (AJCC), Chicago, lllinois. Fonte original para
este material € o AJCC cancer Staging Manual, sétima edicéo (2010),

publicado pela Springer New York, Inc. )



Anexo 4 - Webpage utilizada para o calculo on-line da doenca residual apos
Quimioterapia Neoadjuvante — Residual Cancer Burden — através do site do
MD Anderson Cancer Center.

Surden Calc %

[ www3.mdanderson.org/app/medcalc/index ofm ?pagename =jsconvert3
ospital A.C. Camarga

E-mail B2 | Print & | Te

3
SIS FESEEES */alues must he entered info all fields for the calculation results fo be accurate.
> Professional Educational (1) Primary Tumor Bed

Resources

Primary Tumor Bed Area: (mm)

Overall Cancer Cellularity (as percentage of area): (%)
Percentage of Cancer That Is Jn siv Disease: (%)
(2) Lymph Nodes

MNumber of Positive Lymph Nodes:

Diameter of Largest Metastasis: (mrmy

Reset Calculate

Residual Cancer Burden:

Residual Cancer Burden Class:

The following parameters are required from pathologic examination in order to calculate Residual Cancer Burden (RCB) after
neoadjuvant treatrment

1. The largesttwo dimensions {(mms) of the residual tumor bed in the breast (largest turmor bed if multicentric disease)

2. Subrmigsion ofthe entire largest cross-sectional area ofthe residual tumor bed for histologic mapping, with specific
identification of those slides in the pathalogy report (8.9, "the largest cross-sectional area of primary tumor bed was
submitted in cassettes A - AB")

« [fthe residual tumor is large (e largest diameter = 5 o), then at least 5 representative cassettes from the largest
crass-sectional area are sufficient, but should be identified in the ariginal pathology report (e g. "representative
sections fram the largest cross-sectional area of primary tumor bed were submitted in cassettes AS - AG")

w

Histologic assessment of the percentage ofthe turnar bed area that contains carcinoma (all carcinama, i.e. invasive and
in situ), selectone of the following:

o 0%, 1%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%

To assess cellularity itis helpful to scan across the sections oftumor bed and then estimate the average cellularity
from the different microscopic fields

When estimating percentage cancer cellularityin any microscopic field, compare the involved area with obvious
standards, e.g. more or less than half, one guarter, one fifth, one tenth, one twentieth, etc

Expectthere to be variahle cellularity within the cross section of any tumor hed, hut estimate the overall cellularity from
the average ofthe estimates in diferent micragcopic fields of the tumor bed

a.q. if cellularity in diferent fields ofthe tumor bed were estimated as 20%, 10%, 20%, 0%, 20%, 30%, then an average
astimate of averall cellularity would he 20%.

4. Histologic estimate ofthe percentage of the carcinoma inthe tumor bed thatis in situ, selectane of the following:
& 0%, 1%, 5%, 10%, 20%, 30% 40%, 50% G0%, T0%, B0%, 0%, 100%

5. The number of positive (metastatic) lymph nodes

6. The largest diameter (mm) of the largest nodal metastasis
eanalytics.com... e foe haaerina Canear Callnlarit
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