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RESUMO

Atualmente o cancro da mama continua a ter uma grande importancia a nivel mundial,
particularmente no que respeita a sua incidéncia e mortalidade. Neste contexto, o diagndstico
correto e precoce apresentam um valor imensuravel, contribuindo assim para a cura deste
tumor. Muitos sdo os estudos realizados que procuram encontrar fatores preditivos e de
progndstico, de modo a auxiliar a tarefa ardua de diagnosticar, orientar a terapéutica e avaliar
o progndstico do cancro da mama. No entanto, atualmente este tema ainda carece de respostas

para muitas questdes.

Com o intuito de encontrar algumas respostas, no presente estudo foram analisadas
correlagdes entre vdarias varidveis clinicas, histologicas e biologicas, a fim de validar
determinados biomarcadores, como fatores preditivos e de progndstico. Neste projeto, foi nosso
objetivo comparar duas coortes de carcinoma da mama de tipos histologicos diferentes
(carcinoma lobular invasivo e carcinoma sem tipo especial), mas com grau de diferenciagdo e
estadios clinicos e patoldgicos sobreponiveis. Foram selecionados 60 casos de carcinoma da
mama, dos quais 30 carcinomas lobulares e 30 carcinomas de tipo NST e foram recolhidas as
caracteristicas especificas de cada tipo de tumor, bem como os dados clinicos relevantes. Foram
comparadas variaveis clinicas (idade, a presenca ou auséncia de metastases, recidiva e por fim,
seguimento) e varidveis histologicas e biologicas (expressdo de recetores hormonais,
amplificacdo de HER2, expressao de Ki-67 e densidade da infiltragao linfocitdria) entre as duas
coortes e correlacionadas estas variaveis entre si e com os dados de seguimento. Um total de 8
correlagdes foram identificadas, em ambos os carcinomas, entre os varios parametros de
interesse. Evidencia-se a correlagdo da expressdo de Ki-67 com a infiltragdo linfocitaria
peritumoral e intratumoral, que revelaram relacdes ligeiramente superiores as restantes

correlacdes efetuadas.

Palavras-chave: carcinoma lobular da mama, carcinoma NST da mama, Ki-67, infiltracao

linfocitaria, anatomia patoldgica, parametros clinicos
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ABSTRACT

Currently, breast cancer continues to be of great importance worldwide, particularly with regard
to its incidence and mortality. In this context, correct and early diagnosis has immeasurable value,
thus contributing to the cure of this tumor. There are many studies carried out that seek to find
predictive and prognostic factors, in order to assist in the arduous task of diagnosing, guiding
therapy and evaluating the prognosis of breast cancer. However, this topic still lacks answers to

many questions.

In order to find some answers, in the present study correlations between several clinical,
histological and biological variables were analyzed, in order to validate certain biomarkers,
such as predictive and prognostic factors. In this project, our objective was to compare two
cohorts of breast carcinoma of different histological types (invasive lobular carcinoma and
carcinoma without special type), but with overlapping degree of differentiation and clinical and
pathological stages. 60 cases of breast carcinoma were selected, including 30 lobular
carcinomas and 30 NST-type carcinomas, and the specific characteristics of each type of tumor
were collected, as well as relevant clinical data. Clinical variables (age, presence or absence of
metastases, recurrence and, finally, follow-up) and histological and biological variables
(expression of hormone receptors, amplification of HER2, expression of Ki-67 and density of
lymphocytic infiltration) were compared between the two cohorts and correlated these variables
with each other and with follow-up data. A total of 8 correlations were identified, in both
carcinomas, between the various parameters of interest. The correlation of Ki-67 expression
with peritumoral and intratumoral lymphocytic infiltration is evident, which revealed slightly

higher relationships than the other correlations carried out.

Keywords: lobular breast carcinoma, NST breast carcinoma, Ki-67, lymphocytic infiltration,

pathological anatomy, clinical parameters.
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Introducao



1 INTRODUCAO

1.1 CANCRO

Na literatura, o cancro ¢ maioritariamente descrito como um crescimento irregular e
descontrolado das células, conduzindo a formagao de células carcinogénicas. As células passam
a possuir a capacidade de adquirir novas caracteristicas, sendo que estas conferem diversas
vantagens. Entre as vantagens adquiridas, ¢ possivel incluir a manutengdo da sinalizagdo
proliferativa, escape aos mecanismos de supressdo de crescimento, aptiddo para evitar o
processo de apoptose, capacidade de potencial replicativo ilimitado, angiogénese sustentada,
invasdo de tecido e metastase (Hanahan & Weinberg, 2000). Em 2011, Hanahan e Weinberg,
acrescentaram novas caracteristicas adquiridas pelas células cancerigenas das quais:
instabilidade genomica, reprogramacdo da energia metabolica, competéncia para evitar
destruicdo imunologica e por fim, inflamacdo (Hanahan & Weinberg, 2011). No entanto, a
descoberta de novas caracteristicas das células cancerigenas ndo ficou por ai. Mais
recentemente, em 2022, foram acrescentadas as 10 caracteristicas ja existentes, mais 4 novos
atributos das células com propriedades carcinogénicas. Desta forma, ¢ possivel incluir o
desbloqueamento da plasticidade fenotipica, a reprogramagdo epigenética ndo mutacional,
microbiomas polimdrficos e células senescentes, como se verifica na figura 1 (Hanahan, 2022).
E pertinente salientar, que o cancro representa um processo com multiplas etapas, denominado
tumorigénese ou carcinogénese. De certa forma, através das etapas anteriormente referidas, as
células normais apds modificagdes convertem-se em células malignas (Hanahan & Weinberg,

2011).

Sdo inameros os tipos de neoplasias definidos na atualidade, com base nos diversos tipos
celulares e na capacidade de proliferagdo celular, podendo estas ser classificadas como benignas
ou malignas (Cooper GM., 2000). Como benigna, define-se qualquer proliferagdo circunscrita
a sua localizacdo de origem, ou seja, sem capacidade de invasdo de outros tecidos a si proximos.
Por outro lado, um tumor maligno ¢ definido como uma proliferagdo que ndo € circunscrita ao
seu local de origem, tendo a possibilidade de se propagar para outros tecidos (Patel, 2020). Dos
tipos de neoplasia anteriormente referidos, o tumor maligno ¢ comummente designado como
cancro, devido a sua malignidade resultante da sua competéncia para invadir e metastizar, isto
¢, ser capaz de aceder a outros tecidos através da circulacdo sanguinea e dar origem a novos

tumores (Fares et al., 2020). A metastizagcdo confere a capacidade para a formacdo de uma
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“colonia” metastatica, sendo uma das etapas mais adversas na progressdo do tumor (Lambert
et al., 2017). De acordo com a origem do cancro, podemos classifica-lo em numerosos subtipos
de acordo com a célula original (carcinomas, sarcomas, neoplasias hematopoiéticas, tumores
neuroectodérmicos) (Suresh, 2007). Segundo o National Cancer Institute, existem mais de 100
tipos de cancro, sendo a sua denominagao dependente do 6rgdo de origem, bem como do tipo
celular. Deste modo, o carcinoma ¢ dos tipos de cancro mais frequente e tem a sua origem a
partir de células do tipo epitelial (Types of Cancer, 2022). Dependendo do tipo de célula
epitelial, a denominagdo ¢ adaptada, por exemplo um adenocarcinoma ¢é correspondente a um
cancro com origem em células epiteliais glandulares, como ¢ o caso de alguns tipos de cancro

da mama, prostata e colon (Mullangi & Lekkala, 2023).
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Figura 1: Marcadores de cancro. Esquematizacgao a esquerda, das caracteristicas das células
carcinogénicas descobertas até ao ano de 2011. Por complemento, a direita encontram-se
representadas as novas propriedades adquiridas pelas células, que auxiliam na progressao
tumoral. A esquerda, encontram-se representadas as 10 marcas do cancro, até ao ano de 2011 e
a direita as 4 novas caracteristicas adicionadas no ano de 2022 (Adaptado de (Hanahan, 2022)).

No que concerne ao desenvolvimento de tumores, sdo inumeros os fatores de risco que
contribuem para a sua evolucdo. Nos fatores bioldgicos, inserem-se 0s compostos com
caracteristicas mutagénicas e carcinogénicas (Lewandowska et al., 2019). Da mesma forma,
alguns compostos quimicos como por exemplo as nitrosaminas sdo descritos como substancias

que possuem propriedades carcinogénicas (K. Li et al., 2021). Estas substidncias podem ser
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facilmente encontradas em determinados produtos alimentares, tais como carnes de conserva
ou peixe submetidos a processos de defumagdo, que por sua vez aumentam o risco de cancro
do estdmago. Pelo contrario, as frutas e vegetais revelam ser fatores protetores (Gonzalez &
Agudo, 2012). Pode-se ainda incluir os quimicos utilizados recorrentemente na agricultura ou
na induistria, que conduzem a alteragdes genéticas com elevada importancia no momento de

desenvolvimento do cancro (Lewandowska et al., 2019).

E de notar que uma dieta pouco cuidada, assim como a falta de pratica de exercicio fisico
também aumentam o risco de desenvolver cancro, visto aumentarem a circulagdo de
estrogénios, androgénios e insulina (Vahid et al., 2023). Como fatores fisicos, sdo apresentadas
a exposicdo a campos eletromagnéticos assim como radiagdo ionizante e radia¢do ultravioleta
(UV), em que as duas primeiras aumentam o risco do desenvolvimento de leucemia (Mohr et
al., 2011). A radiagdo UV ¢ responsavel pelo desenvolvimento de cancros cutineos (ex.
melanomas), devido a acumulacdo de erros no acido desoxirribonucleico (ADN) (Hyeraci et
al., 2023). Para além de todos os fatores ja mencionados, o fumo do tabaco exige destaque,
visto possuir inimeras substancias que contribuem para a formag¢ao do cancro, particularmente

do pulmao (Lewandowska et al., 2019).

O cancro provoca atualmente um elevado nimero de mortes a nivel mundial (Siegel et al.,
2023). Em 2020, segundo o observatorio global do cancro (Global Cancer Observatory,
GLOBOCAN), foram estimados 19,3 milhdes de novos casos de cancro a nivel global (figura
2), sendo que segundo as estimativas, este nimero podera atingir os 30,2 milhdes de casos em
2040. Como resultado da elevada taxa de incidéncia de cancro a nivel global, nesse mesmo ano
foram registadas 10 milhdes de mortes. Numa perspetiva futura, estima-se que em 2040 o
niamero de casos possa ultrapassar os 16 milhdes de Obitos. Apos a observagdo dos dados
disponibilizados, ¢ possivel destacar os tumores que atualmente demonstram ser os mais
frequentes. Assim, neste grande grupo podem-se inserir o cancro da mama (em mulheres), o
cancro do pulmido, o cancro da prostata e o cancro do codlon (CANCER TODAY Data
visualization tools for exploring the global cancer burden in 2020, 2020).
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Figura 2: Taxa bruta de mortalidade, em cancro da mama a nivel mundial. (Adaptado
de:(CANCER TODAY Data visualization tools for exploring the global cancer burden in 2020,
2020)).

Em Portugal, a incidéncia de casos de cancro em 2020 alcangava os 60 467 casos. Por
intermédio da andlise da figura 3, € possivel identificar os tipos de cancro mais comuns a nivel
nacional, no ano de 2020. Deste modo, o cancro colorretal foi o cancro com maior frequéncia
em Portugal, apresentando uma taxa de 17,4%. E possivel ainda analisar a incidéncia dos
restantes tumores, como ¢ o caso do cancro da prdstata, pulmao e estdbmago, com incidéncias
igualmente significativas. No entanto, era o cancro da mama com 7041 casos, que ocupava o
segundo lugar de ntimero de casos de cancro em Portugal em 2020 (CANCER TODAY Data
visualization tools for exploring the global cancer burden in 2020, 2020).

Colorectum
10501 (17.4%)

Other cancers Breast
27 801 (46%) 7041 (11.6%)
Prostate
6759 (11.2%)
Stomach Lung
2950 (4.9%) 5415 (9%)

Total: 60 467
Figura 3: Representacdo do nimero de casos de diversos tipos de cancro, em Portugal.
Encontram-se representados os seguintes tumores malignos: colorretal, mama, prostata,
pulmao, gastrico e outros, observados em Portugal no ano de 2020. Dados referentes a ambos
os sexos, de todas as idades. (Adaptado de: GLOBOCAN)).



1.2 CANCRO DA MAMA

Apesar das numerosas pesquisas relacionadas com o cancro da mama, o mecanismo exato
que da origem a este tipo de tumor ainda ¢ uma incdgnita. Este tipo de tumor maligno tem
origem maioritariamente nas células do revestimento interno dos ductos ou 16bulos produtores

de leite (Feng et al., 2018).

Com o intuito de explicar a iniciagdo e a respetiva progressao do cancro da mama, foram
formuladas duas teorias representadas na figura 4: a teoria baseada nas células tronco indica
que a origem da totalidade dos diversos subtipos de tumores deriva das mesmas células, ou seja,
das células tronco (Sun et al., 2017); com outro ponto de vista, a teoria denominada estocastica,
defende que cada subtipo de tumor tem uma origem diferente, isto €, tém inicio somente a partir
de um tipo de célula e estas células podem ser células tronco, células progenitoras ou mesmo

células diferenciadas (Idikio, 2011).

A stenf cells, Breast cancer Breast cancer subtypes
progenitor cells, “stem cells™ ¥
or differentiated cells o Basal-like tumors
® @ :r.Pr.HER
® +. ‘ é N 9 Luminal tumors
— ( O ERY, PR', HER2™
‘ ) 9 HER2 tumors
— O ER", PR, HER2*
B

e Basal-like tumors
& ‘ "W W ER", PR, HER2"

@& . ‘ ° - Luminal tumors

‘@ ER*, PR*, HER2™

, + C N 9 HER2 tumors

. ER", PR, HER2*

* Random mutations \ Carcinogenic factors o' Genetic an.d epigenetic
“ transforming events

Figura 4: Representacdo das teorias que explicam a origem e a progressao do cancro da
mama. Segundo a figura apresentada, a origem e a progressao do cancro depende do tipo de
célula de origem (Adaptado de (SUN ET AL., 2017)).



1.2.1 EPIDEMIOLOGIA

O cancro da mama continua nos dias de hoje a ser um dos cancros mais comum a nivel
global. Ademais, em mulheres, este tipo de cancro apresenta-se como um dos principais
responsaveis pela mortalidade associada a cancro (Torre et al.,, 2017). Segundo os dados
fornecidos pela GLOBOCAN, em 2020, foram identificados 2 261 419 casos de cancro
mamario no mundo, ocupando assim o segundo lugar dos tumores com maior frequéncia. Em
termos de mortalidade, nesse mesmo ano, registaram-se 684 996 mortes ocupando assim o
sexto lugar dos tumores mais letais. No género feminino, o cancro da mama lidera o segundo
lugar dos tumores mais frequentes, tendo um valor de 2 261 419 casos, no ano de 2020. No que
concerne a mortalidade, foram registadas 684 996 mortes (International Agency for Research
on Cancer, 2022). De acordo com estudos anteriores, a incidéncia do cancro nas mulheres acaba
por ser mais elevada em paises em desenvolvimento e mais reduzida em paises desenvolvidos,
muito devido aos programas de rastreio (Unger-Saldaiia, 2014). E descrito ainda, que desde
2005 se tem notado uma diminui¢do da incidéncia em varios paises pertencentes a Europa e
Estados Unidos, estando esta hipoteticamente correlacionada com a diminui¢do do uso de
terapia hormonal de substitui¢do (Lakhani SR, Ellis 1O, Schnitt SJ, Tan PH, van de Vijver MJ,
2012). No entanto, se detetado precocemente, este tipo de cancro demonstra possuir um bom
progndstico, sendo que o aumento da taxa de sobrevivéncia que se tem verificado se deve a
melhoria das técnicas de diagnodstico mas também ao desenvolvimento de novas terapias
(Lakhani SR, Ellis IO, Schnitt SJ, Tan PH, van de Vijver MJ, 2012; Wang, 2017). Ademais,
conhecem-se hoje varios fatores de risco que contribuem para o desenvolvimento do cancro da

mama, que sendo evitados, diminuem a probabilidade do mesmo (Youn & Han, 2020).

1.2.2 DIAGNOSTICO CLINICO

A marcha de diagnostico do cancro da mama inclui varias etapas de avaliacdo até chegar a
fase final de tratamento. S3o varios os dados clinicos e patolégicos utilizados para diagndstico,
correta classificagdo do tipo de tumor mamario e progndstico (Wang, 2017). Como forma de
diagnostico ¢ importante o exame clinico para dete¢do de massas palpaveis e a utilizagdo de
técnicas de imagem. De entre as técnicas imageologicas, da-se destaque a mamografia (Jafari
et al., 2018). A mamografia tem elevada sensibilidade e especificidade e apresenta um custo

reduzido, pelo que tem sido utilizada em programas de rastreio permitindo diagndstico precoce



e a redugdo da mortalidade em pacientes com cancro da mama (Thomas et al., 2019; Wellings
et al., 2016). A ecografia ¢ outra das técnicas que podera auxiliar, particularmente em casos de
mamas densas ou em casos de doentes com idades inferiores aos 40 anos de idade (Lakhani SR,
Ellis IO, Schnitt SJ, Tan PH, van de Vijver MJ, 2012). Para além das técnicas anteriormente
referidas, a ressonancia magnética (IRM) ¢é uma técnica também muito utilizada,
principalmente em casos de maior risco e em idades mais jovens, visto ter em geral maior
sensibilidade (Sudhir et al., 2021). No entanto, a sensibilidade da técnica ¢ dependente das
caracteristicas do tumor e da densidade maméria. A combinacdo de duas técnicas acaba por
trazer maiores beneficios para pacientes de alto risco (Wellings et al., 2016). A IRM ¢ também
utilizada no estadiamento, particularmente em pacientes sintomaticos para avaliar imagens

cerebrais suspeitas, de modo a detetar possiveis metastases cerebrais (Gennari et al., 2021).

Quando ¢ identificada uma lesdo suspeita, quer através do exame clinico quer através da
realizacdo de um exame de imagem, deve ser realizada uma bidpsia, habitualmente com
controlo imageologico (Park & Hong, 2014). Esta biopsia vai permitir um diagndstico, bem
como a correta classificacdo do tumor e a avaliagdo de fatores preditivos de resposta a

terapéutica (Freitas et al., 2022).

Apds o diagnostico e correta caraterizagdo da neoplasia em biopsia cada caso deve ser
discutido numa reunido multidisciplinar para decidir a terapéutica (De Rose et al., 2022), que
podera ser cirurgica (localizada) ou sistémica. Na sequéncia da terapéutica ciriirgica, obtém-se
uma pega operatdria que ¢ enviada para a unidade de anatomia patologica. Aqui a peca
operatoria ¢ analisada macroscopicamente, e sdo selecionados os fragmentos para exame
histolégico, que sdo processados e incluidos em blocos de parafina, a partir dos quais se procede
a execucdo de laminas histoldgicas coradas com hematoxilina-eosina (HE) que ¢
complementada com a execugdo de estudos imunohistoquimicos (Leong & Zhuang, 2011). As
amostras anteriormente referidas sdo entdo analisadas por anatomopatologistas. De acordo com
a observacdo do anatomopatologista ¢ realizado um relatério anatomopatologico que inclui
numerosos dados acerca do tumor (dimensdo, existéncia de invasdes vasculares, presenca de
metastases ganglionares, avaliacdo da margem cirargica). Este relatdrio deverd ser discutido
novamente em reunido multidisciplinar para posterior orientagao terapéutica, que podera incluir
eventualmente a terapéutica sistémica mais eficaz de acordo com o tipo de tumor identificado

(De Rose et al., 2022; Pruneri et al., 2023).



1.2.3 ETIOPATOGENIA

Sao diversos os fatores de risco que contribuem para o desenvolvimento do cancro da mama.
Destaca-se o facto de mulheres nuliparas ou mulheres em que as primeiras gestagdes ocorreram
em idades mais avancadas, estarem mais suscetiveis a desenvolverem cancro (Dawson &
Thompson, 1990; Fioretti et al., 1999). Outro dos fatores associados ao cancro da mama ¢ a
pratica de amamentar: mulheres que amamentaram t€ém menor probabilidade de desenvolver
cancro da mama, comparativamente a mulheres que nunca amamentaram (Dawson &

Thompson, 1990).

A predisposi¢cdo genética tem um papel muito importante. No caso de cancro da mama
hereditario, ha determinados aspetos a ter em consideragdo. Mulheres com descendéncia
judaica, historia familiar de cancro da mama antes dos 50 anos de idade e por exemplo, ter idade
igual ou inferior a 40 anos de idade, sdo alguns desses fatores (Brewer et al., 2017). E de
extrema importancia avaliar o risco de desenvolver cancro da mama nestes casos, e ha diversos
parametros que devem ser avaliados. O tamanho do tumor, assim como a idade dos familiares
que desenvolveram este tipo de tumor, aparentam ser alguns dos pardmetros importantes para
calcular o risco de desenvolver cancro da mama hereditario (Culver et al., 2009). Nestes casos,
a realizacdo de testes genéticos que permitem avaliar a suscetibilidade de desenvolver cancro
da mama revela-se indispensavel. Este tipo de avaliagdo possibilita um diagnostico mais preciso
e posteriormente uma terapia mais adequada (Pujol et al., 2021). Cerca de 10% de mulheres
que desenvolvem cancro da mama aos 30 anos de idade, tém mutacao nos genes BRCAI (Breast
cancer gene) e BRCA2. Nestes casos de cancro hereditrio, a idade observada foi inferior aos
35 anos, enquanto que no caso de cancros esporddicos a idade era superior aos 46 anos. Em
concordancia, a mutagdo no gene BRCAI demonstra ser mais prevalente em mulheres com

idades mais jovens, do que em mulheres com idades mais avancadas (Antoniou et al., 2004).

Seguir um estilo de vida saudavel, na qual a dieta rica em frutas e vegetais se insere e deve
ser predominante, diminuir o consumo de alcool e gorduras, e evitar a obesidade e alteracdes
de peso, sdo alguns aspetos que parecem diminuir o risco de desenvolver cancro da mama (Tice
& Kerlikowske, 2009). No que concerne ao tecido adiposo e ao risco de desenvolver cancro da
mama, esta relagdo estd dependente do estado menopdausico. Assim, os valores de adiposidade,
estabelecem uma relagao inversa com o risco de desenvolver cancro da mama, em mulheres em

periodos pré-menopausicos. Este achado, ndo se verifica em mulheres pds-menopausicas, visto
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que o aumento de adiposidade aumenta a suscetibilidade de desenvolver cancro da mama
(Lakhani SR, Ellis 1O, Schnitt SJ, Tan PH, van de Vijver MJ, 2012). De forma preventiva,
recomenda-se ainda a pratica de exercicio fisico de uma forma regular (Tice & Kerlikowske,
2009). E de salientar que foi estabelecida uma relagio entre as concentragdes de estrogénio e
progesterona presentes na corrente sanguinea em mulheres pés-menopausicas e o eventual risco
de desenvolver cancro da mama. Por outro lado, mulheres que utilizaram métodos contracetivos
orais, aumentaram o risco de vir a desenvolver cancro da mama, comparativamente a mulheres
que nunca usaram este tipo de método contracetivo (Lakhani SR, Ellis 1O, Schnitt SJ, Tan PH,
van de Vijver MJ, 2012). Este fator de risco revela ser de extrema importancia, devido a
classificagdo do estrogénio e progesterona como potenciais carcinogéneos da classe 1, pela
agéncia internacional de pesquisa do cancro, (International Agency for Research on Cancer,

IARC).

A origem do cancro da mama, quer seja por influéncia de fatores de risco, quer seja por
fatores hereditarios, vai determinar subtipos diferentes de tumores e para classificé-los de forma
correta sentiu-se a necessidade de criar pardmetros de avaliacdo no que concerne a classificagao

morfoldgica, bem como molecular (Rakha et al., 2010).

1.2.4 CLASSIFICACAO MOLECULAR

Atualmente, ¢ possivel mapear a informagdo genética através de diversas técnicas,
permitindo assim obter um melhor conhecimento do padrdo molecular de cada tumor. Deste
modo, torna-se possivel realizar uma classificagcdo do tipo de cancro com mais especificidade
e orientar o paciente para a devida terapia (Allison et al., 2020). A diversidade fenotipica do
cancro da mama encontra-se relacionada a diversidade dos padrdes de expressao génica. Assim,
recorrendo as andlises do perfil de expressdo genética ¢ possivel dividir o cancro da mama em
varios tipos. A expressdo dos recetores hormonais (RH) e, ou a origem das células epiteliais,
sdo fatores a considerar nessa identificagcdo (Kohler et al., 2015). Em 2000, através da analise
genética, a defini¢do da classificacdo intrinseca de Perou e Sorlie, permitiu distinguir quatro
subtipos de cancro da mama, sendo eles: RE" (Recetor de estrogénio) ou epitelial luminal,
basal-like, HER2 ( Human epidermal growth factor receptor 2,) e normal-breast-like (Perou
et al., 2000). No momento presente, encontra-se em vigor uma classificagdo mais especifica,
em que se classifica o cancro em 5 diferentes subtipos de acordo com as suas caracteristicas

moleculares e histoldgicas (Sharma et al., 2010). Desta forma, na presenga de tumores que
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expressem RE e/ou recetor de progesterona (RP), é possivel classifica-los como tumores da
mama positivos para RH. De uma forma mais pormenorizada, o subtipo luminal A expressa o
RE e/ou RP, no entanto ndo expressa HER2 e possui uma baixa taxa de proliferaciao celular
(que ¢ avaliada habitualmente através da expressdo da proteina Ki-67). Por outro lado, o
subtipo luminal B expressa RE e/ou RP e tal como o luminal A, ndo expressa HER2, mas possui
uma alta taxa de proliferacdo celular (Harbeck & Gnant, 2017). J4 nos tumores que nao
expressam RE, nem RP ou mesmo HER?2, sdo classificados como tumores da triplo negativo
(triple-negative breast cancer, TNC) (Kurbel et al., 2017, p. 67). Apesar de muitos autores
igualarem o tumor de tipo basal ao tumor TNC, existem opinides distintas que referem que os
tumores anteriormente referidos diferem em termos bioldgicos. Embora existam semelhangas
entre os dois tumores, o tumor de subtipo basal apresenta diferengas no que respeita a expressao
de alguns marcadores (Alluri & Newman, 2014). Assim, este subtipo de tumor representa 12 a
25% da totalidade de tumores malignos da mama, sendo um dos tumores com maior
agressividade (Zhang et al., 2015). Finalmente, cerca de 15 a 20% dos tumores malignos da
mama, revelam expressoes elevadas de HER?2, recebendo assim uma denomina¢do de HER2+
(Howlader et al., 2014). Neste subtipo de tumores bastante agressivo ¢ bastante frequente as
pacientes desenvolverem metastases cerebrais, o que conduz a uma reduzida sobrevida (Leone
& Lin, 2019). O subtipo luminal (RH"), ¢ o mais frequente de entre todos os subtipos de cancro
da mama, com uma taxa de incidéncia de cerca de 80%. Destes, o luminal A demonstra ter a
maior predominancia e o subtipo luminal B revela ter uma maior agressividade (E1 Ghamrasni

et al., 2022).

1.2.4.1RH

Relativamente a expressdo do RE, pacientes com idades mais jovens, desenvolvem mais
frequentemente cancros RE negativos, enquanto pacientes mais velhas desenvolvem mais
frequentemente tumores que expressam RE. No que concerne a expressdao de RP, a relagdo
estabelecida anteriormente para RE ndo ¢ neste caso aplicavel, pois esta mantém-se estavel em

todas as idades de um modo geral (Yip & Rhodes, 2014).

Os RH tém um papel fundamental em rela¢do ao risco de cancro esporadico da mama. As
hormonas encontram-se ligadas a diversos processos, quer seja durante a puberdade no
desenvolvimento normal do organismo, quer seja no desenvolvimento de determinados 6rgaos

em especifico, mais concretamente a mama (Ritte et al., 2013). Em ciclos menstruais e durante
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a gestacdo sdo fundamentais, permitindo a regulagdo do funcionamento do organismo e
desenvolvimento do feto. Durante a fase do ciclo menstrual, a proliferagao celular s6 € possivel
devido a regulacdo das hormonas estrogénio e progesterona. Deste modo, caso haja
desequilibrio destas hormonas e se ocorrer algum erro no sistema de reparacdo, este pode
proporcionar mutagdes que permitirdo a formagao de células malignas (Harbeck et al., 2019).
Ademais, o estrogénio possui a capacidade de se ligar aos RE e como muitos outros recetores,
este acaba por ser um fator de transcri¢do que permanece ativo apos a ligacdo de um ligando.
Desta forma, o estrogénio contribui para o crescimento das células malignas que tém estes
recetores, promovendo o crescimento do cancro da mama RE+ (Levin & Pietras, 2008). Em
referéncia ao RP, este faz parte do numeroso grupo dos recetores de esteroides, que tal como
RE, para estar no seu modo ativo necessita de um ligando, neste caso a progesterona. Assim,
quando ligado & progesterona, o RP adquire a capacidade de regular a expressdo genética,
envolvida em varias fases de proliferacdo de tecidos e dos tumores (Proietti et al., 2018). De
forma generalizada, a avaliacdo do estado dos RH ¢ fundamental para o progndstico mas

também orientagdo terapéutica (Schnitt, 2010).

1.2.4.2 OUTROS GENES IMPORTANTES

De acordo com a andlise molecular de diversos cancros da mama, foram identificados os genes
mutados e, ou amplificados com maior frequéncia. Neste grupo, ¢ assim possivel inserir a
proteina tumoral 53 (tumor protein, TP53), descrita na literatura com uma frequéncia de 41%
e a subunidade catalitica A do fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-cinase (Phosphatidylinositol-
4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha, PIK3CA) com uma frequéncia de 30%.
Com frequéncias mais reduzidas, inserem-se o gene MYC em 20% dos tumores, em 16% dos
tumores a fosfatase homologa a tensina (phosphatase and tensin homolog, PTEN) e a ciclina
D1 (Cyclin DI, CCNDI). E possivel ainda acrescentar a este grupo o HER2 com uma
frequéncia de 13%, seguido do recetor 1 do fator de crescimento de fibroblastos (fibroblast
growth factor receptor 1, FGFR1) em 11% dos tumores e por fim, a proteina de ligacdo ao
GATA3, (GATA binding protein 3, GATA3) com uma percentagem de 10% (Nik-Zainal et al.,
2016). Os genes anteriormente referidos, desempenham fungdes de elevada importancia no
ciclo celular, pois codificam genes moduladores que podem ser reprimidos ou ativados. Dos
genes supramencionados, destaca-se o PIK3CA com uma frequéncia de mutacdo de 49% em

tumores luminais A. De outra forma, o 7P53 demonstra ser o lider das mutagdes em 84% dos
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tumores basais (De Mattos-Arruda, 2020; Harbeck et al., 2019). Para além dos genes
supramencionados, deve-se ainda incluir o gene do cancro da mama BRCA (Huang et al., 2021).
Apresentado como gene supressor de tumor, o BRCA ¢ codificante para proteinas de elevada
importancia na reparagdo de quebras de ADN. Caso estes erros ndo sejam devidamente
reparados, existe o risco de ocorrer perda da estabilidade gendémica e consequentemente,
desenvolvimento de cancro (Tan et al., 2020). No cancro da mama hereditario os genes BRCA1
e BRCA2 sao os mais frequentemente mutados, sendo que esta mutagdo pode ter origem
esporadica ou hereditaria. Tanto nas mutac¢des hereditarias, como nas mutagdes esporadicas, as
mutacdes nos genes da classe BRCA aumentam devido a elevada taxa de proliferacdo provocada
pelos estrogénios, (Winters et al., 2017). Para além da andlise do gene BRCA, tem-se vindo a
avaliar o gene PALB2 (Partner and localizer of BRCA2- PALB2), sendo referido como um
gene importante de predisposi¢cdo (Breast Tumours, WHO Classification of Tumours, 2019). O
gene PALB2 ¢ descrito como parceiro e localizador do gene BRCA2, e por esse motivo, caso
ocorram mutagdes de perda de fun¢do da linha germinal, o PALB2, aumenta a predisposi¢ao
para desenvolver cancro da mama hereditario (Antoniou et al., 2014). Os genes no cancro da
mama podem ser hipometilados de uma forma geral, o que por sua vez pode promover
instabilidade cromossémica. A hipermetilacdo focal também ¢ possivel e pode proporcionar
instabilidade genética proveniente do silenciamento dos genes reparadores de ADN (Harbeck

etal., 2019).

1.2.4.3HER2

O HER? define-se como um oncogene com bastante relevancia, localizado no cromossoma
17 (17q12), sendo este um recetor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (Sun et al.,
2017). A familia do HER2 é composta por varios genes, tendo estes um papel fundamental na
proliferacdo, sobrevivéncia celular, ou até mesmo no processo de diferencia¢do. No cancro da
mama, a elevada expressdo ou a amplificacdo deste recetor contribui para uma maior
agressividade em termos clinicos (King et al., 1985). Esta amplificagdo podera conduzir a uma
sobre expressdo da proteina a nivel da membrana da célula, possibilitando o aumento da
proliferacdo, mobilidade e angiogénese do tumor (Tan et al., 2020). Em casos de carcinoma
ductal in situ e em estddios mais elevados, a amplificacdo ou a expressao aumentada dos
recetores do HER?2 encontra-se em 60% dos tumores. Por outro lado, nos carcinomas invasivos

sem tipo especial (NST, no special type) a frequéncia ¢ de 22,2% (Latta et al., 2002). O estado
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dos recetores do HER?2 deve ser obrigatoriamente avaliado em todos os casos, porque permite

decidir terapéutica e ter uma nog¢ao de prognostico no cancro da mama (Rakha & Green, 2017).

1.2.5 CLASSIFICACAO HISTOLOGICA

Dependendo da célula de origem do cancro, bem como da sua analise histologica e
molecular, ¢ possivel classifica-lo em diferentes tipos e subtipos, tabela 1. Com o intuito de
classificar o tumor de forma mais especifica, a anatomia patoldgica apresenta um papel

fundamental no diagnéstico (Tan et al., 2020).

Um cancro da mama que se encontre restrito aos ductos e que ndo invada o estroma (tecido
composto por gordura e por tecido conjuntivo), ¢ classificado como um cancro ndo invasivo,
sendo utilizado o termo “in situ” para descrever este tipo de tumor (Badve & Gokmen-Polar,
2019). O carcinoma ductal in situ ¢ o mais frequente de entre os tipos de cancro da mama nao
invasivos, apresentando uma frequéncia de 90% (Sharma et al., 2010). Apesar da sua auséncia
de capacidade de invasdo, as células epiteliais dos ductos deste tumor proliferam de forma
anormal e desta forma, acabam por distorcer a arquitetura ductal normal da mama (Fu et al.,
2018). Este tipo de cancro da mama ¢ heterogéneo no que diz respeito aos parametros clinicos,
radioldgicos e histologicos (Tan et al., 2020). Esta lesdo ¢ considerada uma lesdo pré-maligna
pelo que se nao for tratado vai evoluir para a variante invasiva (Types of Cancer, 2022). Este
tipo de cancro ¢ frequentemente identificado em mamografias, onde se podem identificar
habitualmente calcificagdes, irregularidades na estrutura arquitetural, ou até mesmo assimetrias

na densidade mamaria(Lakhani SR, Ellis 10, Schnitt SJ, Tan PH, van de Vijver MJ, 2012).

Por outro lado, o carcinoma lobular in sifu ¢ menos frequente, comparativamente ao
carcinoma ductal in situ (Sharma et al., 2010). Contrariamente ao carcinoma ductal in situ, o
carcinoma lobular in situ ndo possui a capacidade de alterar a arquitetura ductal normal e
apresenta-se frequentemente sob a forma bilateral (Harbeck et al., 2019). Este subtipo de cancro
encontra-se relacionado com a proliferacdo dos l6bulos terminais, em que posteriormente as
células neoplasicas permeiam a maioria dos acinos (Wen & Brogi, 2018). E mais frequente em
mulheres com idades iguais ou superiores aos 50 anos de idade (C. L. Li et al., 2005; Weigelt et
al.,2010) e sdo considerados as lesdes precursoras dos carcinomas lobulares invasivos (Thomas

etal., 2019, p. 20).
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Entre os subtipos de cancro da mama invasivo, o mais comum ¢ o atualmente denominado
“sem tipo especial” (NST) que era antes chamado de ductal invasivo, apresentando uma
frequéncia entre os 50 a 80%. Tem origem nos ductos da mama, em lesdes precursoras e tem
a capacidade de invadir o estroma adiposo da mama e eventual invasdo de vasos linfaticos e
sanguineos, (Sharma et al., 2010; Weigelt et al., 2010). O carcinoma lobular invasivo ¢ o
segundo cancro mais comum no conjunto de tumores invasivos (Thomas et al., 2019)

representando 10% de todos os tumores da mama (Cocquyt & Belle, 2005).

Em geral, as neoplasias lobulares invasivas caracterizam-se pela sua ma delimitacdo.
Com estas caracteristicas, torna-se mais dificil o seu diagndstico e caracterizacdo, muito
devido ao seu crescimento infiltrativo. Além disso, este tipo de carcinoma ¢ frequentemente
caracterizado pela disposi¢do das células cancerigenas em fileira, conduzindo a invasao do
estroma (Limaiem et al., 2023). Proveniente de lesdes frequentemente denominadas de
hiperplasia lobular atipica e carcinoma lobular in situ, a sua progressao podera ser conduzida
por diversas e distintas alteracdes em oncogenes (Lopez-Garcia et al., 2010). Neste tipo de
tumor maligno, a proliferacao de células cancerigenas vai ocupar as estruturas lobulares dos
ductos terminais. De entre as varias classificagdes deste tipo de tumor, enumeram-se 3
subtipos: o denominado tipo classico, o pleomorfico e ainda o designado tubulo-lobular
(McCart Reed et al.,, 2021). Enquanto que o tipo pleomorfico ¢ definido por células
cancerigenas maiores, constituidas por nicleos de grandes dimensdes, com marcada atipia e
citoplasma vasto, o tipo tubulo-lobular ¢ caracterizado pela sua capacidade de formar
pequenos tubulos que se misturam com areas com padrao classico, formando fileiras e com

crescimento infiltrativo (Shamir et al., 2019).

Na classe de carcinomas menos frequentes, inclui-se o carcinoma medular, que apresenta
na literatura uma frequéncia de 5% (Sharma et al., 2010), o carcinoma coloide ou mucinoso,
em que a sua origem provém de células cancerigenas que tém a capacidade de produzir muco
(Chtourou et al., 2009) e por fim, o carcinoma tubular, que se caracteriza por ter uma boa
diferenciagdo e como o nome indica, ter uma arquitetura constituida por estruturas tubulares.
Tem uma frequéncia bastante reduzida, com uma percentagem de 4%, segundo dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) do ano de 2012 (Breast Tumours, WHO
Classification of Tumours, 2019; Cabral et al., 2003; Lakhani SR, Ellis IO, Schnitt SJ, Tan
PH, van de Vijver MJ, 2012).
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Tabela 1: Tabela OMS. Representagdo da classificacdo dos diversos tipos de tumores
mamarios, segundo a OMS (adaptado de (Breast Tumours, WHO Classification of Tumours,

2019)).

Benign epithelial proliferations and precursors
Usual ductal hyperplasia
Columnar cell lesions, including flat epithelial atypia
Atypical ductal hyperplasia

Adenosis and benign sclerosing lesions
Sclerosing adenosis

8401/0  Apocrine adenoma
Microglandular adenosis
Radial scar / complex sclerosing lesion

Adenomas

8211/0  Tubular adenoma NOS
8204/0 Lactating adenoma
8503/0 Duct adenoma NOS

Epithelial-myoepithelial tumours

8940/0  Pleomorphic adenoma

8983/0  Adenomyoepithelioma NOS

8983/3 Adenomyoepithelioma with carcinoma
8562/3 Epithelial-myoepithelial carcinoma

Papillary neoplasms

8503/0 Intraductal papilloma

8503/2 Ductal carcinoma in situ, papillary

8504/2 Encapsulated papillary carcinoma

8504/3 Encapsulated papillary carcinoma with invasion
8509/2  Solid papillary carcinoma in situ

8509/3 Solid papillary carcinoma with invasion

8503/3 Intraductal papillary adenocarcinoma with invasion

Non-invasive lobular neoplasia
Atypical lobular hyperplasia
8520/2 Lobular carcinoma in situ NOS
Classic lobular carcinoma in situ
Florid lobular carcinoma in situ
8519/2 Lobular carcinoma in situ, pleomorphic

Ductal carcinoma in situ (DCIS)

8500/2 Intraductal carcinoma, non-infiltrating, NOS
DCIS of low nuclear grade
DCIS of intermediate nuclear grade
DCIS of high nuclear grade

Invasive breast carcinoma

8500/3
8290/3
8314/3
8315/3
8410/3
8520/3
8211/3
8201/3
8480/3
8470/3
8507/3
8401/3
8575/3

Infiltrating duct carcinoma NOS
Oncocytic carcinoma

Lipid-rich carcinoma

Glycogen-rich carcinoma
Sebaceous carcinoma

Lobular carcinoma NOS

Tubular carcinoma

Cribriform carcinoma NOS
Mucinous adenocarcinoma
Mucinous cystadenocarcinoma NOS
Invasive micropapillary carcinoma of breast
Apocrine adenocarcinoma
Metaplastic carcinoma NOS

Rare and salivary gland-type tumours

8550/3
8200/3

8502/3
8430/3
8525/3
8509/3

Acinar cell carcinoma

Adenoid cystic carcinoma
Classic adenoid cystic carcinoma
Solid-basaloid adenoid cystic carcinoma
Adenoid cystic carcinoma with high-grade

transformation

Secretory carcinoma

Mucoepidermoid carcinoma

Polymorphous adenocarcinoma

Tall cell carcinoma with reversed polarity

Neuroendocrine neoplasms

8240/3
8240/3
8249/3
8246/3
8041/3
8013/3

Neuroendocrine tumour NOS
Neuroendocrine tumour, grade 1
Neuroendocrine tumour, grade 2
Neuroendocrine carcinoma NOS
Neuroendocrine carcinoma, small cell
Neuroendocrine carcinoma, large cell

These morphology codes are from the International Classification of Diseases for Oncology, third edition, second revision (ICD-0-3.2)
{921). Behaviour is coded /0 for benign tumours; /1 for unspecified, borderline, or uncertain behaviour; /2 for carcinoma in situ and grade Il
intraepithelial neoplasia; /3 for malignant tumours, primary site; and /6 for malignant tumours, metastatic site. Behaviour code /6 is not gen-

erally used by cancer registries.

This classification is modified from the previous WHO classification, taking into account changes in our understanding of these lesions.

1.2.5.1K1-67

A descoberta do Ki-67, foi realizada em 1991 por Gerdes et al., sendo este classificado como

uma proteina ndo histona (Gerdes et al., 1991). Assim, recebe a caracterizagdo de proteina que

se encontra relacionada com as primeiras etapas da sintese do acido ribonucleico ribossomal

ARN, sendo codificada pelo gene MKI67. A sua funcdo ainda ndo se encontra bem descrita,

mas pensa-se que esta esteja relacionada com a divisdo celular e com a sintese de ARN
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ribossomal (Penault-Llorca & Radosevic-Robin, 2017). Estudos iniciais, permitiram verificar
que o Ki-67, ndo se encontra presente em células quiescentes. Por outro lado, esta proteina
encontra-se expressa em tecidos que estejam em processo de proliferagao (Urruticoechea et al.,
2005). Apesar da dificil identificagdo das células em fase de GO, contrariamente a outros
biomarcadores de proliferacdo, o Ki-67 demonstrou capacidade em determinar células em

estado proliferativo (Urruticoechea et al., 2005).

No cancro da mama, o Ki-67 permite avaliar a velocidade de proliferacdo dos tumores pelo
que ¢ identificado como um bom biomarcador (Penault-Llorca & Radosevic-Robin, 2017).
Deste modo, espera-se que pacientes que possuam uma menor expressao de Ki-67, considerada
abaixo dos 15%, apresentem uma melhor sobrevida. Este biomarcador ¢ frequentemente
utilizado como meio de avaliagdo da resisténcia a quimioterapia ou terapia de origem enddcrina,
ou seja, apresenta também um papel fundamental na andlise preditiva da eficacia de
tratamentos. Por outro lado, Reiki Nishimura ef al. referiram que valores de expressao de Ki-
67 mais elevados, se encontram relacionados a tumores com maiores dimensdes e em pacientes
mais jovens. Para além disso, em tumores em que ndo exista a expressdo do RE e RP, a
expressdo deste biomarcador ¢ habitualmente mais elevada (Soliman NA & Yussif SM, sem
data). No trabalho de Inwald e colaboradores foi estabelecida uma relagdo entre a expressao da
proteina Ki-67 e o nivel de expressdo dos RH. Desta forma, a média observada foi similar em
tumores RE positivos e RP positivos, sendo esta de 17%. Ja em tumores que ndo expressavam
recetores, a média de expressao da proteina foi de 42% para RE negativo e ligeiramente inferior
em neoplasias RP negativas, 34% (Inwald et al., 2013). Em tumores que apresentem uma
elevada expressao do p53, assim como HER?2, a expressao do Ki-67 aparece igualmente elevada

(Nishimura et al., 2010).

O Ki-67, encontra-se relacionado com diversos parametros clinicos. A fim de estudar a
relag@o desta proteina com o estado dos ganglios linfaticos, foram realizadas diversas pesquisas.
Assim, concluiu-se que tumores que ndo tinham metastizacdo em ganglios, a média da
expressao do Ki-67 era de 19%. Contrariamente em tumores com N3 (presenca de metastases
em ganglios linfaticos infraclaviculares ipsilaterais (Lakhani SR, Ellis IO, Schnitt SJ, Tan PH,
van de Vijver MJ, 2012), notou-se uma maior expressao da proteina, sendo a média de 24%. O
tipo histoldgico foi avaliado de igual modo, permitindo assumir que a expressao do Ki-67 se

encontra mais elevada em tumores ductais invasivos (22%), comparativamente a tumores de
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tipo lobular, com uma média de expressao de 13% (Inwald et al., 2013). Relativamente a idade
de pacientes, ndo foi demonstrada qualquer distingdo entre tumores com valores reduzidos ou

elevados, em relagdo a expressao do Ki-67 (Tagliafico et al., 2019).

Apds diversas pesquisas, o “ponto de corte” do Ki-67 continua a ser incerto. Em diversos
estudos sdo apresentados valores distintos para o ponto de corte do biomarcador, com auséncia
de consenso (Cheang et al., 2009). Um estudo com o objetivo de avaliar o ponto de corte para
o Ki-67, englobando a anélise de 4329 pacientes, confirmou o valor da proteina como um fator
preditivo no cancro da mama. Os valores do Ki-67 variaram entre 1 a 99%, sendo a média deste
de 20,5%. O valor desta proteina como fator preditivo para a sobrevivéncia global foi de cerca
de 20%, contudo o valor de prognostico do Ki-67 teve significAncia apenas para tumores de
subtipo luminal. Em suma, os autores conformaram o valor relevante do Ki-67, como
biomarcador na clinica (Tashima et al., 2015). Uma outra avaliagdo de 64 196 pacientes,
demonstrou que o ponto de corte de 10% acarretava um risco de morte de 50% especialmente
em casos de tumor RE positivos. Foi ainda salientada a importancia deste biomarcador, que ¢
fundamental para diferenciar um tumor luminal de tipo A, do tipo luminal B. Além disso,
através desta extensa pesquisa foi possivel diferenciar doentes de alto risco e de baixo risco
(Petrelli et al., 2015). Existem outras evidéncias que demonstram a relevancia da avaliacdao da
atividade proliferativa em tumores, sendo assim possivel distinguir tumores luminais de tipo A
e B, perante tumores RE positivos, como ja referido anteriormente. Um valor de 13,25% de
ponto de corte foi determinado numa pesquisa envolvendo 144 tumores da mama, de tipo
luminal A e B, permitindo assim a distingdo de tumores luminais B (Cheang et al., 2009). Desta
forma esta avaliacdo tem um valor indiscutivel na hora de avaliar o progndstico do cancro da

mama (Cheang et al., 2009).

Foi ainda estabelecida uma ligacdo entre a expressao da proteina e o possivel risco de morte
ou recorréncia em tumores da mama (De Azambuja et al., 2007). Vérios autores apelam a
realizacdo de novos estudos, de forma a clarificar os dados obtidos pela avaliagdo do Ki-67
(Stuart-Harris et al., 2008) e clarificar qual o ponto de corte ideal. O indice de proliferagao
avaliado com Ki-67 também permite decidir terapéutica e ter uma no¢ao de prognostico no

cancro da mama (Rakha & Green, 2017).
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Das inumeras vantagens supramencionadas do Ki-67 como bom biomarcador de
proliferacdo, acrescenta-se a facilidade em realizar a técnica, sendo esta bastante acessivel e
com razoavel reprodutibilidade (Urruticoechea et al., 2005). A andlise da expressao do Ki-67,
passa pela contabilizacdo de células tumorais marcadas apds coloracdo usando técnicas da
imunohistoquimica, mas esta contabiliza¢do pode ser feita de duas maneiras diferentes, “visual”
e “automatica”. Assim, no estudo publicado por Mohamed e colaboradores e com o objetivo de
avaliar a validade das 2 técnicas comparou-se o sistema de contabilizagdo da atividade
proliferativa do biomarcador das duas formas referidas, a forma automatizada e a forma visual.
Sendo possivel realizar esta avaliagdo através de duas técnicas distintas, sentiu-se a necessidade
de comparar os dois métodos de modo a estabelecer a precisdo de ambas. Para isso, foi utilizado
um anticorpo anti- Ki-67 e procedeu-se a marcagao dos cortes histologicos. Posteriormente, as
laminas histologicas foram digitalizadas, e procedeu-se a contabilizacdo de forma automatica
das células, através de um programa especifico, (figura 5) (Konsti et al., 2011; Mohammed et
al., 2012). Por outro lado, a contabilizacao das células de forma visual, foi realizada no monitor
de um computador. Apds estabelecidas as comparagdes, os autores encontraram uma correlagao
forte entre os dois métodos de avaliagdo. Embora os dois métodos tenham obtido resultados
similares, a andlise visual foi relacionada a sobrevida de pacientes com cancro da mama do tipo
ductal. Contrariamente, a técnica automatica ndo obteve valores to elevados no que concerne
a correlagdo com a sobrevida dos pacientes, quando se comparou com a técnica visual. Assim,
¢ recomendado algum cuidado na substitui¢do do método visual pelo método automatizado,

(Mohammed et al., 2012).
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Figura 5: Representagdo da contagem de células que expressem Ki-67. Em A, representagao
do controlo positivo numa ampliagdo de 20x. A coloragdo verde ¢é referente aos nicleos, estando
esta representada em B. Por fim, em C esquematiza-se a classificagdo do biomarcador em cada
nicleo, estando a coloragdo vermelha associada a uma pontuacdo positiva do Ki-67,
contrariamente a coloracdo azul (pontuacao negativa). (Adaptado de (Mohammed et al., 2012)).

1.2.6 GRAU DE DIFERENCIACAO
Os tumores invasivos devem ainda ser classificados de acordo com o grau de diferenciagao.

Deve ser avaliada a capacidade de formar estruturas tubulares/glandulas, o pleomorfismo
nuclear e o nimero de mitoses. Apds pesquisa e analise dos pardmetros anteriormente referidos,
¢ possivel atribuir um grau numa escala de 1 a 3 - Grau de Nottingham (Elston & Ellis, 1991).
Este grau ¢ atribuido de acordo com a soma de todas as pontuacdes referentes aos parametros
supramencionados, em que o grau 1 varia entre uma pontuacdo de 3 a 5 pontos, o grau2 de 6 a
7 pontos e por fim, o grau 3 com uma pontuacdo a variar entre os 8 ¢ 9 pontos (Lakhani SR,

Ellis 10, Schnitt SJ, Tan PH, van de Vijver MJ, 2012).

Para além do grau do tumor, ¢ ainda fundamental avaliar o seu estadio, onde a extensdo do
tumor, a existéncia de metastases nos ganglios linfaticos regionais, ou a possivel metastiza¢ao
a distancia sdo também alvos de apreciacdo (Amin, American Joint Committee on Cancer, et

al., 2017). Com efeito, a partir da identificagdo dos dados anteriormente referidos, foi possivel
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criar uma escala de estadios - TNM - de 0, I, II, III e IV (Amin, American Joint Committee on
Cancer, et al., 2017; Lakhani SR, Ellis 10, Schnitt SJ, Tan PH, van de Vijver MJ, 2012). A
classificagdo TNM desenvolvida pelo American Joint Commite on Cancer-AJCC tem vindo a
acrescentar um valor imensurdvel na pratica clinica, desde a sua criacdo em 1959 (Zhu &
Dogan, 2021). No entanto, a primeira edicdo do manual da AJCC foi publicada somente em
1977, possibilitando a sua aplicagdo na pratica clinica (Amin, Greene, et al., 2017). Apds
aplicagdo da 8* edicdo, publicada em 2016, foi colocado em pratica a integragdo de
biomarcadores de progndstico, sendo estes validados pelo tamanho do tumor (T), metastizacao
dos nodulos linfaticos (N) e por fim, a avaliagdo de metastizacdo a distancia (M) (Zhu & Dogan,
2021). Desta forma, ¢ assim possivel estabelecer um progndstico e orientar a terapia e o controlo
do estado do tumor (Amin, American Joint Committee on Cancer, et al., 2017; Lakhani SR,

Ellis 10, Schnitt SJ, Tan PH, van de Vijver MJ, 2012).

1.3 INFILTRACAO DE LINFOCITOS

Atualmente, existem diversos indicadores que associam a inflamagdo ao cancro. Na
literatura, sublinha-se o facto de doencas de foro inflamatério terem a possibilidade de
contribuir para o desenvolvimento de varios tipos de cancro, (cancro colorretal, cancro da
bexiga, cancro gastrico, entre muitos outros) (Balkwill & Mantovani, 2001; Mantovani et al.,
2008). Em tumores em que se verifique a existéncia da componente inflamatoria sdo ativados
diversos fatores de modo a inibirem a imunidade anti-tumoral. No caso de carcinomas in situ e
invasivos, a inflamacdo ocorre de forma distinta. No primeiro caso, a via extrinseca de
proveniéncia inflamatéria e a via intrinseca de origem oncogénica iniciam o processo de
proteinas que participam na regulacdo da resposta imunologica, mais concretamente citocinas
e quimiocinas (Allavena et al., 2008; Mantovani et al., 2008). Ap6s este acontecimento, hd uma
sucessdo de varias etapas, tais como a angiogénese ¢ o aparecimento de células associadas a
promocao do tumor. Ja no caso de tumores de caracter invasivo, as quimiocinas € as citocinas
contribuem para a formacao de células promotoras do tumor. Ademais, contribuem do mesmo
modo para a iniciagdo de angiogénese e consequentemente uma nova modelagdo do tecido,

como se pode verificar na imagem 6 A) e 6 B) (Mantovani et al., 2008).
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Figura 6: Inflamagdo em carcinoma in situ e em carcinoma invasivo. Em A), encontra-se
representada a inflamacdo em situacdo de carcinoma in situ, em que as células a verde
correspondem a macréfagos, a azul as células T, a rosa os macréfagos associados ao tumor e
por fim, a castanho os fibroblastos. Em B), esquematiza-se a inflamagao em contexto de invasao
com a criagdo de um novo vaso vascular, envolvido pelas células cancerosas (adaptado de
(Mantovani et al., 2008)).

Neste exemplo de infiltragdo, inserem-se diversos tipos de células pertencentes a classe das
chamadas células T, que representam cerca de 75% dos linfocitos infiltrantes de tumor (LITs)
(Zgura et al., 2018). A classificacdo destas células varia conforme a subunidade dos seus
recetores e das glicoproteinas da superficie dos linfocitos T, CD4 e CDS. Estas glicoproteinas
pertencem a dois complexos distintos de histocompatibilidade maior, as células T CD8
pertencem a classe I e as células T CD4 inserem-se na classe II. As células anteriormente
referidas sdo reconhecidas através de um complexo com competéncia de identificar os
peptideos localizados na superficie celular das células T. As células CD8+, encontram-se
relacionadas de forma positiva com os resultados de foro clinico; assim valores elevados de
infiltracdo de células T CD8+, relacionam-se a uma sobrevida maior. Associadas as células
anteriormente referidas, as células denominadas de células natural killer (NK), apresentam uma
fun¢do de defesa, sendo esta de primeira linha. De entre muitas das células T, as células helper
estdo relacionadas a um prognostico mais favoravel, no caso do cancro da mama (Paijens et al.,
2021; Zgura et al., 2018). Ja os linfocitos B e a presenca de células T reguladoras foram
associadas a um pior prognostico em pacientes com cancro da mama. Em tumores em que sejam
reconhecidas as células linféides inatas do tipo 3, foi identificada a possibilidade de ocorrer
metastizagdo nos ganglios linfaticos (Paijens et al., 2021). O infiltrado linfocitario ¢ subdividido
em duas componentes, a componente estromal (também chamados peritumorais) e a
componente intratumoral. Os LITs intratumorais caracterizam-se por agregados que infiltram
o epitélio do tumor podendo ou ndo estabelecer contacto com células desse mesmo epitélio.

Além disso, este tipo de linfocitos apresenta-se com aspeto mononuclear e muitas das vezes

22



encontram-se no interior de “ninhos” compostos por células tumorais (Catacchio et al., 2019;
Denkert et al., 2010). Por outro lado, os LITs de tipo peritumoral ou estromal, encontram-se
num estado de desordem entre as células que constituem o tumor, podendo estar localizados no
intersticio ou estroma do mesmo. Estes linfocitos peritumorais ndo estabelecem contacto direto
com as células que compdem o carcinoma (Catacchio et al., 2019; Salgado et al., 2015). Embora
muitos autores defendam as defini¢cdes descritas anteriormente, esta caracterizagao podera nao
ser definitivamente clara e concisa, devido a capacidade de mobilidade dos linfocitos
infiltrantes do tumor, no microambiente do mesmo. A avaliagdo dos linfocitos infiltrantes do
tumor de caracter intratumoral e peritumoral ¢ realizada habitualmente através de cortes
histologicos onde nao ¢ possivel apreciar a mobilidade dos linfocitos. Deste modo, a avaliagao
dos linfocitos infiltrantes do tumor podera ndo ser totalmente representativa da situacdo
tumoral. Segundo numerosos estudos, os linfocitos peritumorais possuem maior relevancia para
o diagnodstico visto que normalmente se encontram em maiores concentragdes

comparativamente aos LITs ndo estromais (Salgado et al., 2015).

Para avaliar a infiltracdo de linfocitos tumorais, o grupo de trabalho internacional da
infiltracdo de linfocitos tumorais estabeleceu algumas etapas que devem ser cumpridas.
Primeiramente, procede-se a selecdo da 4area tumoral, onde os linfocitos infiltrantes sdo
devidamente analisados. Nesta area, apenas devem ser contabilizados os LITs que se
apresentem nos limites do tumor invasivo. Assim, areas de tecido normal que estejam
adjacentes ao tumor, ndo devem ser avaliadas, tal como regides com necrose ou fibrose.
Seguidamente, ¢ recomendado definir a infiltragdo de linfocitos tumorais. Neste passo, somente
os LITs estromais devem ser contabilizados. com recurso ao microscopio, utilizando uma baixa
ampliacdo (200x ou 400x). Sucessivamente, o tipo de célula inflamatdria deve ser devidamente
determinado. Assim, apenas as cé¢lulas mononucleares sdo contabilizadas, ndo se considerando
os granuldcitos presentes em areas de necrose. Para finalizar, ¢ feita uma quantificacdo dos
LITs. Nesta etapa, a lesdo ¢ classificada segundo 3 graus, de A a C. O grupo A, abrangendo
percentagens entre 0 a 10% de LITs, ¢ caracterizado por valores de LITs baixo. O grupo B (10%
aos 40% de LITs estromais), recebe a designacdo de LITs intermédios. Por fim, no tltimo
grupo, com percentagens de LITs a variar entre os 40 a 90% de LITs estromais, ¢ considerado

como com valores elevados de LITs (Zgura et al., 2018).
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Os LITs apresentam um valor potencial como fator preditivo de prognostico no cancro da
mama e encontram-se correlacionados de uma forma positiva com a sobrevivéncia de pacientes
que ndo expressem RE (Zgura et al., 2018). Em 2014, um estudo contemplou a avaliagdo de
cerca de 12000 pacientes do Reino Unido e Canada, a fim de estudar a relagdo dos linfocitos T
com fatores clinicos. Deste modo, os autores concluiram que em tumores que nao expressavam
RE, as células CD8+, se relacionavam com uma maior sobrevida (Ali et al., 2014). Com o
intuito de validar a sua relevancia a nivel clinico, varios estudos analisaram diversos fatores
que demonstram de forma estatistica que este biomarcador se correlaciona com variaveis de
foro clinico, como por exemplo contribui¢do para um bom prognodstico (Ali et al., 2014;
Desmedt et al., 2018; El Bairi et al., 2021). Assim sendo, os LITs demonstram ser bons
biomarcadores. Apesar da realizacdo de numerosos estudos em tumores que expressavam RE,
ndo foi possivel estabelecer uma associagdo positiva entre os LITs e a sobrevivéncia de
pacientes com este tipo de tumor. Deste modo, conclui-se que os LITs em tumores RE negativos
se encontram associados de forma positiva a sobrevida, o que ndo se verifica em tumores RE
positivos. Assim sendo, ¢ relevante realizar estudos que permitam avaliar o valor deste
biomarcador em carcinomas lobulares invasivos. Segundo, Khalid EL Bari ef al., os carcinomas
lobulares invasivos sdo normalmente RE positivos (EI Bairi et al., 2021). Igualmente nos
carcinomas deste tipo, verificou-se uma menor taxa de infiltracdo de linfocitos,
comparativamente aos carcinomas NST (Desmedt et al., 2018). Assim, os carcinomas NST
possuem uma maior infiltragdo de linfocitos de células CD4+, que consequentemente
conduzem a uma maior agressividade do tumor (Droeser et al., 2012). Altos niveis de LITs
demonstraram ter associagdo com elevadas taxas de proliferacdo das células neoplésicas, em
carcinomas lobulares e ductais invasivos. Ademais, foi estabelecida também uma relagao de

pacientes mais jovens com a maior infiltragdo de LITs (Desmedt et al., 2018).

No que concerne a relacdo entre a presenca de RH e a infiltragdo linfocitaria, numerosos
estudos foram realizados de modo a clarificarem o valor deste biomarcador. Num estudo em
que se comparou 1300 tumores de tipo triplo negativo com 3500 tumores positivos para RH, o
valor dos LITs revelou-se como biomarcador de progndstico nos tumores de tipo triplo
negativo. Ja nos tumores de tipo luminal, ndo foi possivel atribuir o0 mesmo valor dos LITs
como biomarcador de progndstico. Assim, em tumores de tipo triplo negativo parece ser
vantajoso possuir elevadas quantidades de LITs, ja que favorecem o prognodstico. Foi ainda

estabelecida uma relagdo entre os LITs e outros fatores clinico-patologicos. Tanto os LITs de
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tipo estromal como os LITs intratumorais foram associados a presenga de componente tumoral
de tipo infiltrativo, a auséncia de expressdo de RH e ainda a alta expressdo do biomarcador Ki-
67 (Salgado et al., 2015). Em 2013, num estudo que avaliava o valor prognostico e preditivo
dos LITs, a mediana de LITs intratumorais (2%) foi inferior & mediana de LITs estromais
(10%). Em tumores que ndo expressavam RE e que expressavam ou ndo o HER?2, encontraram-
se valores superiores quando em comparacdo com tumores que expressavam RE e ndo

expressavam HER?2 (Loi et al., 2013).

Tendo em consideracdo o estadio do tumor, foi possivel evidenciar uma maior incidéncia em
tumores de estddio T1 e T2, ou seja, tumores com dimensdes entre 1 cma 2 cm e entre 2 a 5
cm, respetivamente. Ja em estddios mais avangados, T3 e T4 (tumores com dimensdes
superiores aos 5 cm), ndo se verificou tal associacdo. Em relacdo ao estado de metastizagdo
dos ganglios linfaticos, ndo houve qualquer diferenga significativa. (Gao et al., 2020; Lakhani

SR, Ellis IO, Schnitt SJ, Tan PH, van de Vijver MJ, 2012).

Quando comparados carcinomas de tipo lobular e carcinomas de tipo NST, também se
evidenciaram diferengas na infiltracdo de LITs, sendo esta mais intensa nos carcinomas NST.
Nao obstante, em tumores com elevado indice de proliferacao (avaliado com Ki-67), observou-
se uma maior infiltragdo de LITs, comparativamente em tumores com baixo indice de

proliferacdo, independentemente do tipo de tumor (Gao et al., 2020).

1.4 PAPEL DA ANATOMIA PATOLOGICA NO CANCRO DA MAMA

A avaliagdo anatomopatologica tem como principal objetivo fazer o diagnodstico de cancro,
avaliar os parametros microscopicos do tumor que permitem a sua classificagdo, o grau de
diferenciag@o e outros fatores que vao influenciar o progndstico e orientar a terapéutica, tais
como invasdo linfovascular ou perineural, presenga de recetores hormonais, amplifica¢do de
HER? e indice proliferativo, tal como referido anteriormente. E possivel estabelecer uma
associacdo entre a morfologia do tumor com dados clinicos, como € o caso da sobrevida (Leong
& Zhuang, 2011b). Além disso, ¢ indispensavel avaliar os fatores preditivos de resposta

terapéutica (RE, RP, Ki-67 e HER?2), com recurso a estudos imunohistoquimicos, por exemplo.
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Hipotese:

De acordo com a literatura, diversas sdo as associacdes entre numerosos parametros clinicos
e biologicos de interesse. No entanto, no que concerne a correlagdo entre a infiltragdo
linfocitaria e a expressao de Ki-67, juntamente com outros parametros clinicos e bioldgicos,
ainda sdo necessarias novas pesquisas de modo a avaliar o seu valor preditivo. Com o presente
projeto pretende-se comparar dois grupos de carcinomas da mama, de tipo lobular e sem tipo
especial (NST), avaliar a infiltracdo linfocitaria de tipo peritumoral e intratumoral e o indice
de proliferacdao avaliado com Ki67 e correlaciona-la com variaveis clinicas e biologicas de
interesse: idade, recidiva, e expressdo de RH. Deste modo, propde-se investigar de que forma
o tipo lobular se diferencia do tipo NST e qual o impacto no comportamento clinico destes

tumores.
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Capitulo 2
Objetivo



2 OBIJETIVO
Este projeto visa analisar microscopicamente cada amostra, de modo a reconhecer as areas
tumorais e respetivas caracteristicas do tumor. Para além disso, pretende-se avaliar a associagao
do infiltrado linfoide e a expressao do Ki-67 com distintos parametros clinicos e morfologicos

recolhidos. A fim de concretizar o objetivo proposto, foram seguidos os seguintes passos:

1. Selecionar os casos de carcinoma da mama de tipo lobular e do tipo NST, assim
como a recolha da respetiva informacao clinica.

2. Realizagdo de laminas histologicas com coloragdo HE, de cada amostra tumoral e
posterior avaliagdo microscopica (caracteristicas do tumor, bem como
confirmacao de aspetos histoldgicos).

3. Avaliagdo das imagens microscopicas, com recolha das variaveis histologicas.

4. Analise estatistica dos dados recolhidos.
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Capitulo 3

Materiais e Métodos



3 MATERIAIS E METODOS
Para a realizacdo deste projeto de dissertacdo e com o intuito de validar as hipdteses

propostas, optou-se por seguir duas etapas distintas.

A primeira etapa consistiu na selecdo de 30 amostras de cancro lobular da mama e 30
amostras de cancro da mama NST, dos arquivos do Hospital CUF Descobertas. Apos sele¢ao
dos casos, procedeu-se a analise das laminas histologicas. Posteriormente, realizou-se um
estudo mais pormenorizado de cada caso, através da observag¢ao ao microscopio com o auxilio
de anatomopatologistas experientes, o que permitiu a colheita de dados suplementares para a

caracterizacao de cada tumor.

A segunda etapa do estudo observacional, consistiu na andlise da informagao clinica de
cada caso. Toda a informagao clinica com relevancia para o presente estudo foi devidamente
recolhida com recurso a base de dados de Cancro da Mama da CUF Através do estudo
estatistico, foi possivel estabelecer comparacdes e relagdes entre os dados do estudo e os
diversos dados clinicos. Todos os dados recolhidos foram analisados estatisticamente, sob a

forma de linguagem R.

3.1 SELECAO DAS AMOSTRAS

A fim de executar este projeto foram selecionadas 30 amostras de carcinoma lobular e 30
amostras de carcinoma NST, provenientes do arquivo do Servigo de Anatomia Patologica do
Hospital CUF Descobertas. Foram critérios de inclusdo neste estudo amostras de casos com
grau de diferenciagdo intermédio (G2), com dimensdo até¢ 2 centimetros (pT1l) e sem
metastizagdo nos ganglios linfaticos (pNO). Para todas as amostras, foi necessario recolher
informacgdo clinica procedente da base de dados do hospital CUF Descobertas. Um
consentimento informado foi previamente assinado por cada paciente no ato da cirurgia, de
forma a aprovar a recolha de dados clinicos e de material biologico para estudos de
investigagdo. Ademais, o presente estudo obteve a aprovagdo por parte da Comissdo de Etica

do Hospital CUF Descobertas para a sua realizagao.

3.1.1 SELECAO DE DADOS CLINICOS
A informagao clinica das 60 pacientes selecionadas previamente foi obtida através da base

de dados da Unidade da Mama pelos elementos responsaveis pela gestdo da mesma. De acordo

com o presente projeto, foi selecionada a informagdo clinica com relevancia para o0 mesmo.
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Assim, foram recolhidos a idade a data do diagnoéstico, dados relativamente a sobrevivéncia,
assim como auséncia ou presenca de metastases e recidiva. E de salientar que os 60 carcinomas
possuiam algumas caracteristicas biologicas sobreponiveis, isto €, todos os carcinomas
possuiam um grau de diferenciacdo intermédio, (G2), apresentavam dimensdes até 2
centimetros e ndo revelavam metastizagdo nos ganglios linfaticos. No entanto, dividiram-se
em dois grupos histologicos diferentes, um constituido por carcinomas lobulares invasivos e
outro constituido por carcinomas sem tipo especial (ex-carcinomas ductais invasivos).
Posteriormente todos os dados recolhidos foram devidamente analisados, com recurso ao
programa denominado R Studio, juntamente com diversas extensdes das quais, Gtsummary e

Ggplot2.

Apds recolha da informacdo clinica, para cada caso foram selecionadas e avaliadas as
respetivas ldminas com colorag¢do de hematoxilina-eosina de forma a escolher blocos contendo
areas representativas do tumor. Qualquer caso com um dos materiais anteriormente referidos
em falta, foi descartado. Os niveis de expressdao do biomarcador Ki-67, existéncia de infiltragao
de LITs de tipo intratumoral e peritumoral, foram reavaliados através da observagao das laminas

histolégicas.

3.2 TECIDOS FIXADOS EM FORMALINA E EMBEBIDAS EM PARAFINA
As amostras utilizadas neste estudo foram fixadas em formalina e incluidas em parafina. A
técnica que recorre a fixacdo de tecidos através da formalina com inclusdo em parafina ¢
considerada a técnica de eleigdo para a preservacao de tecidos, quer para diagndstico quer para

investigacao.

Para este procedimento, utiliza-se formalina como principal fixador dos tecidos. Utilizada
sob a forma de solugdo, na qual a 4gua atua como solvente, e composta por cerca de 37 a 40%
de formaldeido, a formalina ¢ frequentemente utilizada em técnicas de preservagdao (Wick,
2019). O formaldeido utilizado na solugdo possui a capacidade de reagir com diversas proteinas
nucleares, assim como 4cidos nucleicos. Através da sua acdo, este composto possui a
capacidade de estabilizar a regido externa da proteina do 4cido nucleico, procedendo a alteragao
de nucleotideos (Suvarna et al., 2019). Isto ¢, o formaldeido possui a capacidade de reagir com

o grupo livre de aminas, das proteinas e peptideos, formando grupos de metilol. Além disso,
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durante o processo de fixagdo sdo estabelecidas pontes de metileno, entre diversos aminoacidos
tais como: arginina, triptofano, glutamina, histidina, asparagina e por fim, histidina. As ligacdes
referenciadas anteriormente sdo executadas entre proteinas, ou até mesmo entre as suas
subunidades. Além do formaldeido, sdo ainda adicionados vérios outros produtos de foro
quimico, tais como cloreto de célcio, carbonato de calcio, brometo de amonio, cloreto, fosfato
e hidréxido de sodio, entre outros, com o objetivo de servir de tampdo. Os reagentes
anteriormente referidos permitem assim estabilizar e preservar os tecidos (Wick, 2019). A etapa
de fixagdo tem uma duragdo entre 24 a 48h, em solug¢ao de formalina, que permite mais tarde o

seu armazenamento por diversos anos (Donczo & Guttman, 2018).

Devido as propriedades aquosas da solu¢do de formalina ¢ necessario desidratar os tecidos
posteriormente, de forma a possibilitar a sua inclusdo em parafina, que vai conferir aos tecidos
a dureza suficiente para permitir o corte em sec¢des com cerca de 3 a 4 micras de espessura.
Assim, solucdes com diferentes concentragdes de etanol sdo utilizadas para a desidrata¢do dos

tecidos (Wick, 2019).

Esta etapa foi previamente realizada por técnicos de laboratorio, da Unidade de Anatomia
Patologica do Hospital CUF Descobertas. Posteriormente, as amostras foram analisadas com o
intuito de diagnosticar cada tipo de tumor e seguidamente armazenadas nos arquivos de

armazenamento de material bioldgico do hospital.

A coloragdo HE ¢ a coloracdo utilizada por rotina para o diagndstico da maioria das
patologias (Chan, 2014). Esta técnica possibilita a visualizagdo detalhada dos cortes
histologicos, permitindo assim o diagndstico e caracterizacdo dos tumores. Muitas vezes,
posteriormente a observagdo inicial sdo necessarias novas andlises complementares com
recurso a técnicas de imunohistoquimica, com a utilizacdo de anticorpos que permitem
identificar epitopos (antigénios) que poderdo ter expressdo nos tumores e ajudar na sua
caracterizagcdo. Como exemplo de biomarcadores detetados através do uso de anticorpos, pode-
se incluir os recetores hormonais, E-caderina, citoqueratinas 8 e 18, e 0 KI-67 como ja referido,
entre outros (Hinton et al., 2019). Assim sendo, foi realizada uma coloracdo HE para cada caso,
a fim de reavaliar a 4rea tumoral em cada amostra de forma a analisar as caracteristicas
histologicas a analisar neste estudo, uma vez que a maioria das laminas histologicas disponiveis

em arquivo ndo apresentavam a qualidade necessaria para este objetivo.
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Para proceder a realizag¢do da coloragdo HE em laminas contendo as amostras de interesse,
os blocos foram recolhidos do arquivo e depodsito do Hospital CUF Descobertas. O material
bioldgico de cada caso foi colocado previamente num sistema que permite arrefecer a parafina

(figura 7), a fim de possibilitar o seu corte.

Figura 7: Sistema de arrefecimento de blocos de parafina. Este sistema permite garantir a
temperatura ideal para realizar o corte do material bioldgico.

Posteriormente, cada bloco de parafina foi colocado no suporte de blocos de um micrétomo
Leica do modelo RM2255 (figura 8), onde foram realizados os cortes histologicos de cada
amostra. Todo o material foi devidamente desinfetado e limpo, entre cada corte efetuado de
diferentes amostras, de modo a evitar possiveis contaminagdes. Os cortes histologicos
efetuados, disponham de uma espessura de 3,5 micras, sendo esta ideal para tecidos

provenientes de amostras da mama, devido a sua elevada quantidade de tecido adiposo.
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Figura 8: Micrétomo Leica do modelo RM2255. Este micrétomo pertence ao laboratorio da
unidade de anatomia patoldgica do Hospital CUF Descobertas, sendo utilizado para realizar
cortes das amostras tumorais e respetivas laminas histolégicas.

Apods o corte, cada fragmento foi inserido numa tina com agua a temperatura ambiente,
permitindo a distensdo do fragmento e respetiva adesdo a lamina de vidro. De seguida, a lamina
foi exposta ao banho-maria a cerca de 40°C, uma vez que este passo permite a adesdo e evita a
formagao de rugosidades no corte histoldgico. As laminas foram previamente identificadas com
o respetivo nimero do caso, de forma a assegurar a devida correspondéncia entre o caso ¢ a
amostra. Em seguida, todas as laminas com os respetivos cortes, foram colocadas num sistema
de coloracdo automadtico, designado de estacdo de trabalho Leica do modelo HistoCore
SPECTRA CV (figura 9), a fim de corar com a coloragdo HE. A etapa de coloragdo descrita
anteriormente, teve uma duragdo de cerca de 1 hora, tanto para laminas standard, como para

laminas de maiores dimensdes, designadas de megas.
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Figura 9: Estacdo de trabalho Leica do modelo HistoCore SPECTRA CV.Esta estagao,
pertence ao laboratdrio da unidade de anatomia patologica do hospital CUF Descobertas, sendo
utilizada para realizar colora¢des de HE.

3.3 VISUALIZACAO DE LAMINAS AO MICROSCOPIO

Todas as laminas foram visualizadas num microscopio Leica, do modelo DM LS2,
permitindo assim identificar as 4reas tumorais e analisé-las. O microscopio utilizado dispde de
um sistema de dupla observacgao que permitia a visualizagdo do anatomopatologista experiente
e a aluna, de modo a facilitar a aprendizagem. Apoés identificagdo dessas mesmas areas
representativas do tumor, estas foram delimitadas na lamina através de uma caneta permanente.
O processo descrito anteriormente, facilita o corte a posteriori da area tumoral em cada bloco
de parafina das amostras quando se pretende obter tecido para extragdo de acidos nucleicos para
realizacdo de técnicas adicionais. Cada corte foi visualizado e validado por um patologista
experiente, de forma a garantir a inclusdo de areas tumorais. Na visualiza¢do das laminas
histologicas, referentes a cada caso clinico aqui estudados, foi possivel recolher e comprovar
as informagdes relativas a cada tumor. Assim, fazem parte destas: caracteristicas comummente
encontradas nos tipos tumorais lobular e NST, sendo estas referentes a morfologia da célula
cancerigena, bem como a sua organizacdo e disposi¢cdo no tecido, permitindo desta forma
diferenciar os dois tipos de tumor estudados. Ademais, a existéncia de infiltracdo linfocitaria
também foi analisada e quantificada. Apos visualizagdo das laminas histologicas referentes a
cada caso, foram recolhidas imagens representativas das areas tumorais previamente
selecionadas, bem como das caracteristicas especificas de cada tumor. As imagens foram

posteriormente analisadas e selecionadas de modo a caracterizar devidamente cada amostra.

35



3.4 EXTRACAO DAS AMOSTRAS
O presente estudo, contou com um passo adicional para extracao de acidos nucleicos das
amostras biologicas estudadas. Com o intuito de aprofundar os conhecimentos na area da
anatomia patologica tive a oportunidade de colaborar na realiza¢do dos cortes histoldgicos
dos blocos selecionados. No entanto, por caréncia de condi¢des necessarias, nao foi possivel

proceder a andlise das amostras extraidas, ndo fazendo esta parte do projeto.

Assim, a fim de executar a recolha de material bioldégico oriundo de cada bloco de
parafina, foi recomendada a utiliza¢do de sec¢des recém-cortadas. O micrétomo Leica do
modelo RM2255 possibilitou a realizagdo de cortes com dimensdes de 10 um. Procedeu-se
a um primeiro desbastamento da parafina e as duas primeiras sec¢des provenientes dos
blocos, foram descartadas. O passo anterior ¢ de extrema importancia, em razao da exposi¢ao
do bloco de parafina a atmosfera, que podera levar a uma reagdo de oxidagdo. Para além do
desbastamento, foram realizados cortes a 3,5 ym, a fim de englobar toda a area
representativa do tumor. Dependendo da area representativa do tumor, foram realizados
diversos cortes. Este passo permitiu a prevencao de uma possivel sobrecarga na fase de lise

e no sistema de extragdo, assim como a garantia de uma purificagdo eficiente.

Para a execucdo de todo este processo, foi indispensavel a distin¢ao entre o tecido tumoral
e ndo tumoral no bloco de parafina, sendo que a drea tumoral foi previamente selecionada
ao microscopio. Cada lamina histologica foi colocada sobre o respetivo bloco de parafina,
permitindo delimitar a 4rea representativa do tumor no bloco de parafina (figura 10). Neste
passo, foi considerado apenas o material tecidual real, excluindo assim a area correspondente

a parafina.
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Figura 10: Blocos de parafina com as respetivas laminas histologicas.

A area representativa de tumor de interesse, foi previamente selecionada ao microscopio e
delimitada com caneta permanente. Este passo permitiu identificar a area de interesse no bloco,

através da sobreposicao da lamina histologica no bloco de parafina.

O valor do tecido em volume foi devidamente calculado, através da area de superficie do tecido,
bem como o nimero de secgdes e a espessura das secgdes. E de referir que fragmentos de
dimensdes mais reduzidas, permitem fornecer resultados com maior significancia na técnica de

polimerase em cadeia de reagdo (R7T-PCR, Real Time-Polymerase Reaction).

3.5 LINGUAGEM R
A linguagem R ¢ uma das ferramentas mais utilizadas para realizar andlise estatistica. Este
programa permite analisar diversos conjuntos de dados estatisticos (Jalal et al., 2017). Através
de diversas formulas disponiveis na plataforma, € possivel obter uma andlise estatistica bastante
detalhada, assim como a realiza¢ao de graficos a partir dos dados fornecidos (Y. Li, 2006). O
programa encontra-se em constante desenvolvimento, trazendo novas funcionalidades. Neste
projeto, a linguagem R foi utilizada para fazer uma breve analise estatistica dos diversos dados

disponibilizados (dados clinicos e bioldgicos dos 60 casos).
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3.5.1 ANALISE DOS DADOS ATRAVES DA LINGUAGEM R
Os dados clinicos das 60 participantes deste estudo, foram submetidos a uma andlise

estatistica, a fim de ser possivel estabelecer comparagdes e correlagdes. Com o proposito de
realizar o tratamento estatistico, os dados recolhidos foram devidamente registados em
formato Excel, de modo a possibilitar a posterior andlise estatistica. Inicialmente, foi
realizada uma andlise estatistica englobando os 60 carcinomas em simultaneo.
Posteriormente, os casos foram divididos em dois grupos, ou seja, os 30 casos de carcinoma
lobular foram analisados e comparados com os 30 casos de carcinoma NST. A andlise
possibilitou a determinagdo da média das idades, bem como estabelecer corelagdes entre a
existéncia de infiltragdo de tipo peritumoral e intratumoral e expressdo da proteina Ki-67,
com parametros clinicos e bioldgicos (tipo de tumor, existéncia de recidiva, existéncia ou
auséncia de metéstase, expressao dos RE e RP), assim como correlacdo entre infiltracdo de
tipo peritumoral e intratumoral e expressdo da proteina Ki-67. Foi estudada ainda a

expressdo de HER2 em ambos os tipos carcinomas da mama.

Foram utilizadas diversas extensdes disponiveis no programa, de modo a possibilitar a
criagdo de tabelas (permitindo a compara¢do dos dados clinicos de interesse, com o0s
restantes parametros), com determinacao do p-value para andlise estatistica e graficos. Além
disso, foram ainda realizados testes de correlagdo, determinando assim o respetivo
coeficiente de correlacdo e teste de qui-quadrado de Pearson. Ademais, as correlagdes foram
representadas graficamente e quando possivel foi inserida a linha de tendéncia nos graficos

obtidos.

Foram utilizadas diversas escalas conforme os dados a analisar. Na avaliacdo de
metastases, foram registados os dados de acordo com 3 pardmetros: ausente, em todos os
casos que ndo se registavam qualquer tipo de metastases; incerteza, quando ndo havia registo
de dados claros que indicassem presenca de metastases e presentes, quando se registava
qualquer tipo de metastase. No que respeita a recolha de informagao relativamente a eventos
de recidiva, o levantamento dos dados procedeu de forma semelhante ao meio utilizado para
analisar a presenca de metastase. Foi realizada a recolha de informacgao referente aos valores
de expressdao de RH, bem como a expressdo de Ki-67. Em alguns dos casos estudados, mais
antigos, nao foi feito estudo imunohistoquimico para avaliar o indice de proliferacdo pelo

que nao foi possivel proceder a sua recolha.
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Neste sentido, como o estado de recidiva e metastase ¢ designado como variavel categorica,
sentiu-se a necessidade de ajustar as escalas utilizadas. Assim, no que se refere ao estado de
recidiva e metéstase, o estado de auséncia foi equiparado a 0, o estado de incerteza a 1 e por

fim, a presencga dos eventos a 2.

Do mesmo modo, sendo que os valores de RH apresentam valores numéricos € nominais
(referentes ao tipo de recetor expresso), também foi executado um ajuste para ser possivel
realizar a sua andlise estatistica. Desta forma, em situagdes em que ndo se verificava a expressao
de ambos os recetores, foi utilizado um valor de 0. No mesmo sentido, em situagdes em que
existia expressao de RE, mas ndo havia expressdo de RP, foi utilizado o valor 1. Em casos que
revelavam a expressdo de ambos os RH, estes dados foram equiparados ao valor de 2. Por fim,
em situagdes que nao dispunham de informacao relativamente a expressao de RH, foi utilizado

um valor de 3.

No que respeita a infiltracdo linfocitaria peritumoral foi adotada uma escala com 4 graus:
ausente, quando ndo existia qualquer indicacdo de infiltragdo tumoral, incerteza em situagdes
que nao foi possivel recolher este dado clinico, ligeiro em presenga de um infiltrado leve e por
fim, moderado em situagdes em que o infiltrado era mais acentuado (Alkhayyal et al., 2022;

Kolberg-Liedtke et al., 2020; Salgado et al., 2015).

Para finalizar, também para infiltragdo linfocitaria de tipo intratumoral, bem como
peritumoral, as escalas foram reajustadas de forma a realizar a andlise estatistica. Desta forma,
em situacdes em que ndo se verificava infiltracdo, foi utilizado um valor de 0. Em situacdes que
existiam sinais de infiltragdo ligeira, foram equiparados a um valor de 1. Por outro lado, em
casos clinicos com sinais de infiltragdo moderada foi utilizado um valor de 2. Por fim, em
carcinomas que nao possuiam informacao, relativamente a este parametro clinico, foi utilizado

o valor de 3.

No que respeita a analise da expressdo de HER2, foram apenas contabilizados os casos que
demonstravam ser positivos para esta expressdo. Consecutivamente, outros fatores de
importancia foram analisados, nos casos em que havia sinais de expressdo de HER2, de modo
a estabelecer associacdes de acordo com as caracteristicas de cada caso clinico positivo. Devido

a escassez de expressdo de HER2 na maioria dos carcinomas, a sua analise estatistica
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demonstrou-se bastante simplificada. Assim, ndo foi adotada qualquer escala ou producao

grafica para analisar a expressdao do oncogene nos dois tipos de carcinoma.
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Capitulo 4
Resultados



4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS

Na sequéncia da observagdo das laminas histologicas ao microscopio, foram registadas
imagens representativas dos tumores estudados. Neste processo, foi possivel categorizar e
relacionar as caracteristicas do tumor com o diagndstico realizado previamente para cada tumor.
Além disso, foi possivel confirmar aspetos histologicos previamente identificados em relatérios
médicos. Dos 60 tumores estudados foram selecionados 3 casos, de modo a ilustrar o0s
carcinomas lobulares e os carcinomas NST. Durante a selecdo das imagens representativas dos
carcinomas de tipo lobular e NST estudados, foram selecionados carcinomas sem existéncia de
infiltracdo linfocitaria, tumores malignos com infiltragdo linfocitaria ligeira e por fim,

carcinomas com infiltragao linfocitaria moderada a intensa.

4.1.1 ESTUDO HISTOLOGICO DE CARCINOMAS LOBULARES

De todas as observagdes realizadas, foram assim selecionadas 4 imagens caracteristicas de
carcinoma de tipo lobular. Adicionalmente a observacao das células cancerigenas, foram
visualizados de igual modo tecido conjuntivo e tecido adiposo, pertencentes aos principais

constituintes do tecido mamario.

4.1.1.1 ESTUDO HISTOLOGICO DE CARCINOMAS LOBULARES SEM EXISTENCIA
DE INFILTRACAO LINFOCITARIA

Na primeira observa¢ao de um tumor de tipo lobular, foram identificadas fileiras de células
cancerigenas, caracteristicas de carcinoma de tipo lobular. Além disso, foi observado tecido
adiposo e tecido conjuntivo, invadido pelas células com caracteristicas neoplasicas, como
representado na figura 11. No carcinoma lobular representado na figura 11, ndo foram

evidenciados sinais de infiltracao.

Na imagem 12, salienta-se uma extensa area tumoral, na qual ¢ possivel identificar fileiras
de células cancerigenas, envolvidas por tecido conjuntivo. Os nucleos normalmente
apresentam-se redondos e uniformes, com escassa atipia. Além disso, muitas vezes ¢ possivel
distinguir o nucléolo, como € possivel verificar em algumas das células representadas na figura

13, através de uma maior ampliagdo microscopica. Nao obstante, na mesma figura encontram-
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se representadas fileiras compostas com células cancerigenas, sendo as mesmas rodeadas por

tecido conjuntivo.

Figura 11: Representacdo de carcinoma lobular em infiltragdo. Este tumor maligno,
composto por fileiras de células cancerigenas, tecido conjuntivo envolvente e tecido adiposo,
ampliagdo 4x.
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Figura 12: Representacdo de células cancerigenas. Representacdo numa ampliacao de 40x,
sendo possivel identificar as suas caracteristicas histologicas.
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Figura 13: Figura representativa de tumor de tipo lobular. Tumor com componente
invasivo, constituido por células cancerigenas em fileira, que infiltram o tecido conjuntivo e o
tecido adiposo, ampliagdo 10x.

4.1.1.2ESTUDO HISTOLOGICO DE CARCINOMA DE TIPO LOBULAR, COM

INFILTRACAO LIGEIRA
Na andlise microscopica, foi identificada uma é4rea tumoral contendo infiltracdo linfocitaria

ligeira. Num dos casos em que se verificou presen¢a da mesma, em pequena ampliagdo, 10x,
j& ¢é possivel diferenciar as células cancerigenas das células linfocitarias, como se encontra
representado na figura 14. Na por¢do superior da imagem, encontram-se representadas fileiras

de células cancerigenas, distintas das células linfocitarias que se encontram na por¢ao inferior.
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Figura 14: Registo fotografico de carcinoma lobular. Tumor maligno, contendo fileiras de
células cancerigenas e infiltracdo linfocitaria, numa ampliagao de 4x.

Em maior ampliagdo, 40x, ¢ possivel observar e caracterizar de forma detalhada as células
linfocitarias. Assim, os linfécitos diferenciam-se pela sua hipercromasia na colora¢do de
hematoxilina, em que apenas € possivel observar o seu nucleo. Caracterizadas pela sua forma
esférica, estas células possuem dimensdes bastante reduzidas, o nucleo apresenta grandes
dimensdes relativamente ao tamanho total da célula, sendo que maioritariamente ¢ impossivel

observar o citoplasma da célula linfocitaria, figura 15.
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Figura 15: Representacdo de carcinoma lobular. Representacdo em ampliacao de 40x,
sendo possivel diferenciar e caracterizar células cancerigenas de células linfocitarias.

4.1.1.3ESTUDO HISTOLOGICO DE CARCINOMA DE TIPO LOBULAR, CONTENDO

INFILTRACAO MODERADA
Nas figuras 16 e 17 exemplifica-se um caso de carcinoma com infiltracio moderada de tipo

intratumoral. Neste caso, as células cancerigenas encontravam-se envolvidas pela infiltracao de
linfocitos. Em pequena ampliacdo (10x) na porcao inferior da imagem 16, € possivel identificar

um grande foco de linfocitos.

Por outra via, na figura 17, ¢ possivel visualizar detalhadamente as células
supramencionadas. As células cancerigenas destacam-se com dimensdes consideravelmente
maiores em relagdo as dimensdes dos linfocitos. Nas células cancerigenas ¢ possivel identificar
o nucleo e em parte destas, identifica-se do mesmo modo o nucléolo. Além disso, na figura 17
representa-se um caso de carcinoma lobular da mama com infiltragdo linfocitdria moderada.
Neste caso foi possivel identificar uma 4rea com carcinoma lobular in sifu e componente

1nvasivo.
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Figura 16: Representacdo de tumor de tipo lobular. Tumor constituido por grande area de
células cancerigenas em fileira e tecido conjuntivo, com infiltrado linfocitario moderado a
intenso, em ampliac¢do de 10x.
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Figura 17: Representacao de carcinoma lobular. Registo contendo area tumoral com
células carcinogéneas e linfocitos, ampliagdo 40x.

4.1.2 ESTUDO HISTOLOGICO DE CARCINOMAS DE TIPO NST SEM INFILTRAGAO
LINFOCITARIA
Tal como para o carcinoma lobular foram selecionados alguns casos representativos de
carcinomas NST, que representavam o tipo de tumor estudado e o tipo de infiltrag¢do linfocitaria
presente. Estes tumores caracterizam-se pela formacao de ductos ou de agregados sélidos, de
acordo com o grau de diferenciacdo, e por terem um grau de anaplasia que também ¢ variavel,

mas habitualmente mais significativa do que nos casos de carcinoma lobular classico.

Através do estudo histoloégico foram identificadas areas representativas deste tipo
histologico. Na imagem 18 identificam-se células cancerigenas, que invadem tecido
conjuntivo e escasso tecido adiposo. Além disso, consegue-se visualizar ainda um ducto
normal, na por¢ao inferior direita. Estes tumores sdo bastantes mais heterogéneos do ponto de

vista histoldgico do que os carcinomas lobulares.
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Figura 18: Representacdo de um carcinoma de tipo NST. Registo com presenca de células
cancerigenas que formam estruturas tubulares irregulares, envolvidas por tecido conjuntivo e
tecido adiposo, em ampliagdo de 10x.

No tumor maligno aqui representado, ndo existem sinais de infiltragdo. Assim, as células do
carcinoma NST caracterizam-se pelas diversas dimensdes, e por terem cromatina que também

apresenta grande variabilidade (figura 19).
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Figura 19: Representacdo de tumor de tipo NST. Registo salientando-se células
cancerigenas no interior dos ductos mamarios, ampliagdo 40x.

4.1.3 ESTUDO HISTOLOGICO DE CARCINOMAS DE TIPO NST COM INFILTRACAO
LINFOCITARIA LIGEIRA
Tal como nos casos de carcinomas de tipo lobular, a infiltra¢do linfocitéria foi de igual modo
identificada. Assim, como representado na figura 20, foi assinalada a presenca de infiltragao
ligeira. Na imagem apresentada, ¢ possivel observar focos de infiltragao de linfocitos que se

distinguem das células cancerigenas, como representado na porg¢ao inferior.

J& na figura 21, com ampliacdo de 40x, salienta-se a coloracdo das células linfoides, que t€ém
caracteristicas basofilas, na coloragdo HE. Os linfocitos rodeiam as células cancerigenas, que
se destacam pelas grandes dimensdes, invadindo o tecido conjuntivo do estroma. Algum
conteudo de tecido adiposo ¢ observado entre a infiltragdo linfocitaria e o agrupado de células

cancerigenas.

51



Figura 20: Representacdo de area tumoral, de carcinoma de tipo NST. Registo fotografico
de uma observacdo de ampliacio de 10x. Aglomerados de células cancerigenas sao
identificados, juntamente com infiltragao linfocitéria ligeira. .
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Figura 21: Registo fotografico de carcinoma de tipo NST. Representagdo de area tumoral
numa ampliacdo de 40x, com identificagdo de células cancerigenas e linfocitos. Pequenas
quantidades de células adipdcitas identificam-se do mesmo modo na imagem.

4.1.4 ESTUDO HISTOLOGICO DE CARCINOMAS DE TIPO NST COM INFILTRACAO
LINFOCITARIA MODERADA
A finalizar o estudo histolégico dos 30 carcinomas de tipo NST, procedeu-se a selecdo de uma

imagem representativa de uma neoplasia maligna, contendo infiltragdo moderada. Assim,
através da imagem 22 ¢ possivel identificar focos de infiltracdo linfocitdria. De forma
previsivel, comparativamente a imagem 20 que demonstrava a presenc¢a de infiltragdo ligeira,
na imagem 22 verifica-se uma maior quantidade de infiltracdo. Aglomerados focos de linfocitos
aparecem rompendo o estroma, envolvendo na maioria das vezes os lobulos. Além disso, ¢

possivel ainda identificar areas contendo células cancerigenas.
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Figura 22: Carcinoma NST com infiltracdo linfocitaria moderada. O tumor encontra-se
envolvido por tecido conjuntivo e escasso tecido adiposo, em ampliagdo de 10x.

Em grande ampliacdo ¢ possivel observar a relagdo entre as células cancerigenas e as células
linfocitarias. E recorrente observar células linfocitarias a rodear focos de células com

caracteristicas cancerigenas, como se pode identificar na imagem 23.
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Figura 23: Representacao de carcinoma de tipo NST, com infiltragdo moderada. Neste
registo fotografico numa ampliagdo de 40x, ¢ possivel observar as células cancerigenas do
tumor, rodeadas de células linfocitarias.

4.2 ANALISE ESTATISTICA DOS PARAMETROS CLINICOS DE CARCINOMAS

DE TIPO LOBULAR E DE TIPO NST

Ap6s analise dos dados clinicos recolhidos com o auxilio da plataforma de linguagem R, foi

possivel obter os seguintes resultados:

Nos 30 casos de carcinoma lobular, a média das idades das mulheres participantes neste
estudo, foi de 61 anos. As idades encontravam-se compreendidas entre o minimo de 39 anos
e 0 maximo de 83 anos. Por outro lado, nos carcinomas NST a média das idades das
pacientes foi de 57 anos. A idade minima observada foi de 35 anos de idade e a maxima de

81 anos.

Relativamente a sobrevivéncia das pacientes com carcinoma lobular, apenas se registou um

falecimento, estando 29 das participantes ainda vivas até a data da recolha dos dados
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clinicos. No que concerne a sobrevivéncia das 30 pacientes com carcinoma de tipo NST,

todas elas se mantinham vivas no momento da recolha dos dados clinicos.

No que respeita a presenca de metastizagdo, em 14 (47%) das participantes ndo se
identificaram metéstases, em 14 estava referida no processo clinico a suspeita de uma
possivel metastizagdo (47%) e 2 (6%) pacientes confirmou-se a existéncia de metastizacao.
Nos carcinomas de tipo NST identificaram-se 19 (63%) casos em que ndo se verificou
qualquer tipo de metastase e os restantes 11 (37%) nao dispunham de informacao referente

a metastiza¢do. Nenhum dos tumores de tipo NST demostrou ter metastizagao.

Em relacao a recidiva local, 17 casos (57%) nao recidivaram, em 12 (40%) houve
suspeitas quanto a este parametro e somente em 1 (3,3%) caso se revelou existir recidiva.
Por outro lado, nas neoplasias de tipo NST , 12 (40%) casos foram registados com auséncia

de recidiva, 16 (53%) casos com incerteza e 2 (6,7%) neoplasias revelaram sinais de recidiva.

A respeito da expressdo dos RH nos carcinomas lobulares, de acordo com registos, a
maioria (11) das neoplasias tinham uma expressao de 95% para ambos recetores. Por outro
lado, com uma expressdo de 100% de RE e 0% de RP, foram identificados 2 casos. Do
mesmo modo, com uma expressao de 100% para RE e RP, foram identificados 3 carcinomas,

como se verifica através da figura 24.

Avaliacédo da expressao de RH, em carcinomas lobulares

Incerteza

98% RE e 50% RP
95% RE e 95% RP
95% RE e 80% RP
95% RE e 75% RP
95% RE e 100% RP
95% RE e 10% RP
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80% RE e 60% RP

Expressao de RH (%)
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75% RE e 2% RP

100% RE e 95% RP

100% RE e 90% RP

100% RE e 100% RP
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Figura 24: Grafico representativo da expressao de RH dos 30 carcinomas lobulares.
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Na avaliacdo da expressdo dos RH dos carcinomas de tipo NST, foram observados
diversos valores, como se verifica na figura 25. Em maior nimero, 11 (37%) neoplasias
malignas foram identificadas pela expressdo de 100% RE e 100% RP. Seguidamente, 5
(17%) casos foram identificadas pela expressdo de 95% RE e RP 95% e 3 (10%) carcinomas
com 100% de expressao de RE e 0% RP.

Avaliacdo da expressdo de RH, em carcinomas NST
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Figura 25: Grafico representativo da expressao de RH dos 30 carcinomas de tipo NST.

4.2.1 AVALIACAO GERAL DA INFILTRACAO PERITUMORAL E INTRATUMORAL E NIVEIS DE
EXPRESSAO DE KI1-67, ENTRE CARCINOMAS LOBULARES E CARCINOMAS DE TIPO NST
Nos 30 casos de carcinoma lobular, foi registado um caso em que ndo se identificou
qualquer tipo de infiltragdo peritumoral e 22 casos em que ndo estava disponivel este registo,
pois nos relatdrios mais antigos este dado ndo foi avaliado. Foram identificados 4 carcinomas
com presencga de infiltragdo ligeira e a infiltragdo moderada, foi identificada em 3 casos clinicos.
Por outra lado, nos carcinomas de tipo NST , 13 (43%) dos 30 casos ndo tinham infiltragao
peritumoral. Por outro lado, 17 (57%) carcinomas tinham infiltragdo de LITs ligeira. No que
respeita tumores sem informagdo referente a infiltracdo peritumoral, ou mesmo infiltracdo de

tipo moderado, ndo foi registado qualquer caso clinico.

Relativamente a infiltragdo intratumoral em carcinomas lobulares, foram confirmadas 5 (17%)
casos sem este tipo de infiltracdo e em 18 (60%) neoplasias ndo havia qualquer avaliagdo deste
dado. Em relacdo a infiltracdo de tipo ligeiro, foram identificadas 5 casos (17%). Em 2 casos

foi identificado um infiltrado moderado.



Relativamente a infiltracdo intratumoral dos carcinomas de tipo NST, 14 (47%) casos nao
revelaram este tipo de infiltrado e as restantes 16 (53%) neoplasias demonstraram infiltragao
de tipo intratumoral ligeira. Ademais, nao foram identificados casos sem informagao referente

ao infiltrado linfoide, nem casos como infiltracao moderada.

Na avaliacdo da expressdo do biomarcador Ki-67, nos casos de carcinoma lobular, para
expressoes inferiores a 15% foram registados 22 casos. No que respeita expressdes da
proteina iguais a 15%, foram identificados apenas 3 carcinomas de tipo lobular. Por fim, em
referéncia a expressdes acima dos 15% foram identificados 5 tumores malignos. No entanto,
um total de 7 pacientes ndo possuiam registo da avaliagdo do parametro anteriormente

referenciado.

A expressao da proteina Ki-67, foi também avaliada conforme a percentagem de expressao
apresentada por cada tumor de tipo NST. Assim, para expressoes com valores inferiores a
15%, foram identificados 6 carcinomas de tipo NST. Por outro lado, para expressdes iguais a
15%, foram observados 5 casos. Para finalizar, com expressdes superiores a 15%, foram

registados 19 casos.

4.3 AVALIACAO GERAL DAS ASSOCIACOES ENTRE O BIOMARCADOR KI-67
E LITS, COM OS RESTANTES PARAMETROS CLINICOS NOS 60
CARCINOMAS

A fim de avaliar de forma generalizada os parametros clinicos de interesse e as restantes
variaveis de interesse, foi realizada uma analise estatistica dos 60 carcinomas em simultaneo.
Nesta analise foram estabelecidas correlagdes entre as varidveis de relevancia: infiltragdo
peritumoral, infiltragdo intratumoral e expressdo de Ki-67, juntamente com a idade, estado de
recidiva e expressdao de RH. Para cada correlagdo foi determinado o valor de coeficiente de

correlacdo, assim como o respetivo grafico de dispersao.

4.3.1 AVALIACAO DOS DADOS RELATIVOS A ANALISE DA INFILTRACAO PERITUMORAL COM
OS RESTANTES PARAMETROS CLINICOS, NOS 60 CARCINOMAS
No que concerne a correlagdo entre a infiltragdo peritumoral e a idade dos 30 carcinomas de

tipo lobular e os 30 carcinomas de tipo NST, foi determinado um valor de coeficiente de
correlacdo de -0.233, figura 26. Deste modo, ¢ possivel afirmar a existéncia de uma correlagao

negativa fraca entre as duas variaveis em estudo. De acordo com o valor anteriormente referido,
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¢ esperado que valores de infiltragdo peritumoral reduzidos se encontrem associados a idades

mais elevadas.
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Figura 26: Relacao entre a infiltragdo peritumoral e a idade nos 60 carcinomas. Relacdo
entre a auséncia, a presenca ligeira ou moderada da infiltragdo peritumoral e a idade das 60
pacientes com carcinoma lobular ou NST.

Em referéncia a correlagdo entre a infiltragdo peritumoral e o estado de recidiva das 60
pacientes com carcinoma lobular ou NST, o valor de coeficiente de correlagao determinado foi
de 0.195, figura 27. Assim, € viavel afirmar que existe uma correlacdo positiva fraca e, portanto,

espera-se que valores de infiltragdo peritumoral reduzidos se associem a auséncia de recidiva.
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Figura 27: Relagdo entre a infiltragdo peritumoral e o estado de recidiva nos 60
carcinomas. Associa¢do entre a auséncia, presenca ligeira ou moderada de infiltracao
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peritumoral e a auséncia, presen¢a ou incerteza de recidiva, nas 60 pacientes com carcinoma
lobular ou NST.

A respeito da correlagdo entre a infiltragdo peritumoral e a expressdo de RH, também foi
realizada uma andlise estatistica semelhante (figura 28). Deste modo, foi determinado um
coeficiente de correlagdo de 0.015. Assim, € plausivel afirmar que ndo existe correlagdo entre

as duas variaveis estudadas, entre os dois carcinomas estudados.
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Figura 28: Relacdo entre a infiltragdo peritumoral e a expressao de RH, em 60 carcinomas.
Relagdo entre a auséncia, presenca ligeira ou moderada de infiltragdo peritumoral e a expressao
de RH: ambos RH negativos, RH positivo e RH negativo e ambos RH positivos, nas 60
pacientes com carcinoma lobular ou NST.

No que respeita a correlagdo entre a infiltracdo intratumoral e a idade, foi realizada uma
analise estatistica similar, figura 29. Assim, foi obtido um valor de coeficiente de correlagdo de
-0.288, revelando assim a presenga de uma correlagdo fraca negativa. Deste modo, € previsivel

que valores de infiltragdo intratumoral reduzidos estejam associados a idades mais avangadas.
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Figura 29: Relacdo entre a infiltragdo intratumoral e a idade, em 60 carcinomas.
Associagdo entre a auséncia, presenca ligeira ou moderada de infiltragdo intratumoral e a
idade, das 60 pacientes com carcinoma lobular e NST.

No que se refere a correlagdo de infiltracdo intratumoral e a recidiva, foi determinado um
valor de coeficiente de correlagao de 0.246, figura 30. Desta forma, ¢ viavel afirmar que existe
uma correlagdo fraca negativa, sendo que valores de infiltragdo intratumoral reduzidos se

encontram associados a auséncia de recidiva.
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Figura 30: Relacdo entre a infiltragcdo intratumoral e a recidiva, nos 60 carcinomas.
Associagdo entre a auséncia, presenga ligeira ou moderada de infiltracdo intratumoral e o
estado de recidiva, das 60 pacientes com carcinoma lobular ou NST.

Em relacdo a correlagdo entre a infiltragdo intratumoral e a expressdo de RH foi determinado
um valor de coeficiente de correlagdo de 0.015, figura 31. De acordo com o valor anteriormente

referido, ¢ possivel referir que ndo existe correlagdo entre as variaveis estudadas.
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Figura 31: Relagdo entre a infiltragdo intratumoral e a expressao de RH, nos 60 carcinomas.
Associagdo entre a auséncia, presenga ligeira ou moderada de infiltracdo intratumoral e a
expressdao de RH: ambos RH negativos, RH positivo e RH negativo e ambos RH positivos, das
60 pacientes com carcinoma lobular ou NST.

Ja no que respeita a correlagdo entre a expressdao de Ki-67 e a idade das 60 pacientes, foi
determinado um valor de coeficiente de correlacdo de 0.034, figura 32. De acordo com o valor
anteriormente apresentado, ¢ possivel afirmar que ndo existe qualquer tipo de correlagdo entre

as variaveis estudadas.
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Figura 32: Relacdo entre a expressdo de Ki-67 e a idade das 60 participantes.

Em referéncia a correlagdo entre a expressao de Ki-67 e o estado de recidiva das 60 pacientes

com carcinoma lobular e NST (figura 33), foi determinado um valor de coeficiente de
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correlacdo, sendo este de 0.245. Demonstrando a existéncia de uma correlagdo positiva,

esperando-se que valores de expressao de Ki-67 reduzidos, se associem a auséncia de recidiva.
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Figura 33: Relacdo entre a expressdo de Ki-67 e a recidiva, dos 60 carcinomas.
Associagdo entre a expressao de Ki-67 e o estado de recidiva: auséncia, presenca ou incerteza,
nos 60 carcinomas de tipo lobular e de tipo NST.

Relativamente a correlacdo de expressao de Ki-67 e o estado de infiltragdo peritumoral dos 60
carcinomas, foi obtido um valor de coeficiente de correlacio de 0.158, figura 34. Deste modo,
segundo o valor obtido ¢ plausivel afirmar que existe uma correlacdo positiva fraca, entre as
duas variaveis. Desta forma, ¢ esperado que valores de expressao de Ki-67 reduzidos estejam

associados a valores de infiltragdo peritumoral igualmente reduzidos.
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Figura 34: Relacdo da expressao de Ki-67 e a infiltragdo peritumoral, dos 60 carcinomas.
Associagdo entre a expressao de Ki-67 e o estado de infiltracdo peritumoral: auséncia,
presenga ligeira ou moderada, nos 60 carcinomas de tipo lobular e de tipo NST.
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Relativamente a correlacdo entre a expressdo de Ki-67 e a infiltragdo intratumoral, foi
determinado um valor de correlagdo, sendo este de 0.121 (figura 35). Deste modo, € possivel
referir que existe uma correlagdo positiva fraca entre as duas variaveis. Assim, espera-se que
valores de expressdo de Ki-67 reduzidos se associem a valores de infiltragdo intratumoral

igualmente reduzidos.
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Figura 35: Relagdo entre a expressao de Ki-67 e infiltracdo intratumoral, dos 60
carcinomas. Relagdo entre a expressdo de Ki-67 e o estado de infiltragdo intratumoral:
auséncia, presenca ligeira ou moderada, nos 60 carcinomas de tipo lobular e de tipo NST.

No que concerne a relacdo entre a expressdao de Ki-67 e a expressao de RH, nos 60
carcinomas estudados, foi igualmente determinado o seu valor de coeficiente de correlagao,
figura 36. Por esta via, foi obtido um valor de coeficiente de correlagdo de -0.206, demonstrando
assim a existéncia de uma correlagdo negativa fraca. Desta forma, ¢ esperado que valores de

expressao de Ki-67 reduzidos se associem a valores de expressdo de RH elevados.
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Figura 36: Relacdo entre a expressao de Ki-67 e a expressdao de RH, dos 60 carcinomas.
Relagdo entre os valores de expressao de Ki-67 e os valores de RH, nos 60 carcinomas de tipo
lobular e de tipo NST.

4.3.1.1 ASSOCIACAO DA INFILTRACAO PERITUMORAL E INTRATUMORAL E
EXPRESSAO DE KI1-67 COM OS RESTANTES PARAMETROS CLINICOS, EM
TUMORES LOBULARES E DE TIPO NST

Tendo em consideracdo, os dados estatisticos analisados, foram realizadas varias
associagoes entre os parametros de foco deste estudo: infiltragdo peritumoral e intratumoral
e expressao de Ki-67, com os restantes dados clinicos: idade, recidiva e expressao de RH,

de cada tumor

4.3.1.2 ASSOCIACAO DA INFILTRACAO PERITUMORAL COM OS RESTANTES
DADOS CLINICOS EM CARCINOMAS LOBULARES E EM CARCINOMAS DE
TIPO NST

Procedendo ao estudo da infiltracdo peritumoral com os restantes dados clinicos, foram
estabelecidas diversas relagdes. Primeiramente, correlacionou-se a infiltragdo peritumoral
com a idade das doentes com carcinoma lobular, como se verifica na figura 37. Através do
estudo estatistico, foi determinado o coeficiente de correlagdo de Pearson, sendo este de
-0.082. Segundo o valor apresentado anteriormente, ¢ possivel referir que ndo existe
correlacdo entre a infiltracdo peritumoral e a idade das 30 pacientes com carcinoma lobular,

inseridas neste estudo.
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No decurso da analise estatistica, foi averiguada a tabela suplementar B.1.
Consequentemente foram contempladas as idades nos diferentes estados de infiltragdo
peritumoral. Assim sendo, com a presenga de apenas um caso, em que nao existiam indicios
de infiltragdo, a idade observada foi de 47 anos. Por outro lado, em pacientes que ndo
dispunham de qualquer tipo de informacao relativamente a infiltracdo, a média das idades
foi de 61 anos, estando esta compreendida entre os 39 e 83 anos. Em termos de infiltragdo
peritumoral ligeira, a média das idades observadas foi de 56 anos, sendo os 43 anos de idade
a idade minima e os 74 anos a idade maxima. Por fim, na analise da infiltragdo peritumoral
moderada, a média das idades averiguada foi de 67 anos num minimo de 49 anos e num

maximo de 80 anos.
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Figura 37: Relagdo entre a infiltragdo peritumoral e a idade em carcinomas lobulares.
Associacdo de acordo com a sua auséncia, escassez, incerteza, presenga ligeira ou moderada
de infiltra¢do peritumoral e a idade das 30 pacientes com tumores de tipo lobular.

Dando continuidade a andlise estatistica, no que concerne a infiltragdo de tipo peritumoral
em carcinomas de tipo NST, foram estabelecidas 3 associagdes: idade, recidiva e expressao dos

RH.

Primeiramente, na relagdo entre a infiltracdo e a idade, figura 38, foi estabelecido um valor
de coeficiente de correlacdo sendo este de -0.357. Deste modo, ¢ possivel afirmar que existe

uma correlacdo negativa fraca entre a infiltragdo peritumoral e a idade das 30 pacientes com
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carcinoma NST. Além disso, ¢ esperado que valores de infiltracdo peritumoral reduzidos

estejam associados a idades mais avangadas.

Apds analise da tabela suplementar B.2 resultante da analise estatistica, a média da idade
determinada das 13 pacientes que ndo possuiam infiltragdo de tipo peritumoral, foi de 62 anos
estando esta compreendida entre os 44 e 81 anos. Por outro lado, a média das idades das
restantes 17 pacientes com indicios de infiltracdo peritumoral ligeira, foi de 53 anos. Além disso
foi de igual modo determinado o minimo e o maximo das idades das 17 pacientes, da qual 35
anos de idade correspondentes a0 minimo e 73 anos ao maximo das idades. Como
supramencionado, ndo foram identificados casos clinicos sem informacao referente a infiltragao

peritumoral, bem como tumores com indicacdo de infiltragdo moderada.
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Figura 38: Relacdo entre a infiltragdo peritumoral e a idade, em tumores de tipo NST.
Relagdo entre a auséncia ou presenga ligeira da infiltragdo peritumoral e a idade, das 30
pacientes com tumor de tipo NST.

Do mesmo modo, a infiltragdo peritumoral foi submetida a uma rela¢do juntamente com
a auséncia, presenga, ou incerteza de recidiva, figura 39, nos carcinomas lobulares. No
seguimento da andlise estatistica, foi observada uma correlagdo positiva fraca entre a
infiltragdo peritumoral e o estado de recidiva das 30 pacientes, segundo o valor apresentado
do coeficiente de correlagdo de Pearson, 0.338. Assim, ¢ esperado que valores de infiltragao

peritumoral reduzidos, associem-se a auséncia de recidiva.
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Ap0s averiguacdo da tabela suplementar B.1, apenas 1 caso revelou recidiva, ndo tendo
este informacao relativamente a infiltragdo peritumoral. Por outro lado, dos 17 casos que ndo
possuiam recidiva, 15 (88%) ndo dispunham do mesmo modo de informagao relativamente
a infiltracdo peritumoral. Dos restantes carcinomas, 1 (5,9%) tumor revelou evidencias de
uma ligeira infiltragdo peritumoral e outra situacao (5,9%) demonstrou indicios de infiltragao
moderada. Das 12 neoplasias em que ndo foi possivel obter informagdo relativamente a
recidiva, 6 (50%) também ndo dispunham de informacdo relativamente a este tipo de
infiltragdo. Num dos 30 tumores (8,3%) ndo havia sinais de infiltragdo. A finalizar, 3 dos 30
carcinomas lobulares mostravam sinais de infiltracdo ligeira e 2 tumores (17%) exibiam

indices de infiltracdo moderada.
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Figura 39: Relagdo entre a infiltragdo peritumoral e a recidiva, em tumores lobulares.
Comparacao entre a infiltracdo peritumoral e a auséncia, incerteza ou presenca de recidiva
analisada nas 30 participantes com carcinoma lobular.

Quando analisada a associagdo entre a infiltragdo peritumoral e a recidiva em pacientes com
tumor NST (figura 40), o valor de coeficiente de correlacdo determinado foi de -0.038. Assim,
de acordo com o valor anteriormente apresentado ¢ plausivel garantir que ndo existe correlagao
entre a infiltragdo peritumoral e o estado de recidiva dos 30 casos de carcinoma de tipo NST

estudados.

No seguimento da andlise estatistica, segundo os dados apresentados na tabela B.2, 2 casos

revelaram indicios de recidiva dos quais 1 registo (50%) ndo possuia infiltracao peritumoral e
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o restante caso (50%) revelava sinais de infiltracdo peritumoral. No que respeita a auséncia de
recidiva, um total de 12 carcinomas foram identificados. Assim, em 7 casos (58%) foi
identificada infiltragdo peritumoral ligeira e os restantes 5 registos (42%), ndo demonstraram
quaisquer sinais de recidiva. Por fim, relativamente a incerteza de risco de recidiva, quer por
caréncia de dados clinicos, quer por dificuldade de diagndstico, 16 carcinomas foram
identificados na totalidade. Deste modo, 56% dos 16 carcinomas NST foram assinalados pela
presenca de indicios de infiltracdo peritumoral ligeira. Por outra via, as restantes 7 neoplasias
malignas (44%), ndo apresentaram sinais de infiltracdo de tipo peritumoral. Como referido
anteriormente, ndo foram observados casos clinicos com caréncia de informacao referente a

infiltragdo peritumoral, bem como casos com infiltragdo moderada.
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Figura 40: Relacdo entre a infiltracdo peritumoral e a recidiva, em tumores de tipo NST.
Associacdo entre a auséncia ou presenga ligeira da infiltragdo peritumoral e a auséncia,
presenca, risco ou incerteza de recidiva nas 30 pacientes com tumor de tipo NST.

Em continuidade da andlise estatistica, a infiltracdo de tipo peritumoral foi relacionada com a
expressdao dos RH, em carcinomas lobulares. Deste modo, o valor determinado para o
coeficiente de correlag@o foi de 0.070. Assim, ndo ¢ possivel identificar uma correlagdo entre a
infiltracdo peritumoral e a expressdo de RH, nos 30 carcinomas de tipo NST aqui estudados,

figura 41.

Em concordancia com a tabela suplementar B.1 explorada, os dados da infiltragdo

peritumoral e a expressdao de RH demonstravam uma grande diversidade. Os dados observados
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na relacdo estabelecida entre os dois parametros, apresentaram uma grande diversidade, pelo
que foram reportados aqui apenas parte destes, informagdes adicionais podem ser encontradas
na tabela suplementar. No entanto, dos 3 tumores malignos de infiltragdo moderada, 1 destes
correspondia a uma expressao de 100% de RE e 90% de RP, 1 carcinoma com expressdo de
80% de RE e 60% de RP e um outro caso com expressoes de RH desconhecidas. Também na
infiltragdo peritumoral ligeira foram observadas 3 situacdes, tendo uma delas expressdo de
100% para ambos os RH, outra neoplasia com expressdo de 95% de RE e 10% de RP e

finalmente, um carcinoma com expressao de 100% de RE e 95% de RP.
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Figura 41: Relacdo entre a infiltragdo peritumoral e a expressao de RH, em tumores
lobulares. Associacdo entre a auséncia, escassez, incerteza, ou presenga ligeira a moderada de
infiltragdo peritumoral, observada nas 30 pacientes com tumor lobular, e a expressdao dos RH
(em %).

Respetivamente a infiltragdo peritumoral e a variabilidade de dados de expressdao dos RH,
foi ajustado um vinculo entre estes dois fatores (figura 42). Tendo em consideracdo esta analise,
foi determinado um valor de coeficiente de correlagdo de correlagao de 0.026. Neste sentido, €
possivel demonstrar que ndo existe correlacdo entre a infiltragdo peritumoral e a expressdo de

RH, nos 30 casos de carcinoma NST estudados.

Recorrendo a uma analise estatistica similar a aplicada nos pardmetros supramencionados,
foram detalhados do mesmo modo os valores entre a associagdo estabelecida entre a infiltragao
peritumoral e a expressdo de RH, nos 30 carcinomas de tipo lobular. No entanto, uma grande
variabilidade de dados foi recolhida apo6s andlise da tabela suplementar resultante da associagao,

pelo que foram ressaltados apenas os dados com maior significancia, sendo possivel obter mais
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informacdo através da tabela suplementar B.2. Por conseguinte, destacaram-se 11 situagdes
com expressoes de 100% tanto para RE, como para o RP. Assim, 7 dos 11 carcinomas (64%),
revelavam sinais de infiltragdo peritumoral ligeira. Em contrapartida, 4 dos casos (36%) nao
possuiam qualquer indicio de infiltragdo peritumoral. No mesmo seguimento, no que respeita a
expressoes de 100% de RE e 0% RP, 3 registos foram observados. Deste modo, 2 carcinomas
(67%) dispunham de infiltra¢do peritumoral ligeira e apenas 1 caso (33%), ndo possuia qualquer
sinal de infiltragdo. Por fim, 5 neoplasias malignas foram identificadas de acordo com
expressoes de 95% de ambos os recetores. Neste grupo, em 3 dos carcinomas NST (60%)
identificou-se infiltragdo ligeira, os restantes 2 casos (40%), ndo demonstraram qualquer indicio

de infiltra¢do peritumoral.
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Figura 42: Relagdo entre a infiltragdo peritumoral e a expressdo de RH, em tumores de
tipo NST. Associacdo entre a auséncia ou presenca ligeira de infiltracdo peritumoral, presente
em 30 carcinomas NST, e a expressao dos RH (em %).

Com o intuito de completar a analise estatistica referente a infiltragdo peritumoral das 60
pacientes com carcinoma da mama, foi realizado um teste de qui-quadrado de Pearson, entre os
carcinomas de tipo lobular e de tipo NST. O valor de p-value determinado apds a andlise
estatistica foi de 0,073. Assim, embora o valor de p-value esteja proximo de 0,05, ndo € possivel
afirmar a existéncia de significdncia entre a associacdo da variavel, entre os dois tipos de

carcinoma.
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4.3.1.3 ASSOCIACAO DA INFILTRACAO INTRATUMORAL COM OS RESTANTES

DADOS CLINICOS EM CARCINOMAS LOBULARES E CARCINOMAS NST

Foram estabelecidas relacdes semelhantes entre a infiltragdo de tipo intratumoral e os
restantes dados clinicos de relevancia em carcinomas lobulares, figura 43. Primeiramente,
na andlise entre a infiltragdo e a idade das pacientes foi determinado um valor de coeficiente
de correlacdo de Pearson de -0.138. Deste modo, em concordancia com o valor
anteriormente referido, ¢ possivel afirmar que as varidveis estabelecem uma correlagao
negativa fraca. Neste sentido, ¢ esperado que valores de infiltragdo intratumoral reduzidos

estejam associados a idades mais avangadas.

De acordo com os dados da tabela suplementar C.1 ponderada, a média das idades nos
casos em que ndo existia infiltragdo intratumoral foi de 63 anos, sendo o minimo de 43 anos
e o0 maximo de 83 anos. Do mesmo modo, nos casos em que ndo foi possivel obter
informacao deste tipo de infiltragdo, a média das idades calculada foi de 60 anos, estando
esta compreendida entre os 39 anos e 83 anos. J4 a média de idade na infiltragdo ligeira foi
de 60 anos, estando compreendida entre um intervalo de 46 anos e 74 anos de idade.
Finalmente, em situagdes com infiltracio moderada a média de idade obtida foi de 65 anos,

sendo o minimo de 49 anos e o maximo de 80 anos.
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Figura 43: Relacdo entre a infiltragdo intratumoral e a idade, em tumores lobulares.

Associacdo entre a auséncia, incerteza, ou presenca ligeira a moderada de infiltracao
intratumoral, em 30 tumores de tipo lobular, com a idade das participantes.
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Em ultima andlise, nos 30 carcinomas de tipo NST, os dados da infiltragdo intratumoral
foram de igual modo associados a idade, recidiva e a expressdo dos RH. Inicialmente a
infiltracdo intratumoral foi relacionada com a idade das 30 pacientes com carcinoma NST,
figura 44. De acordo com a associacdo estabelecida, o valor de coeficiente de correlagdo
identificado foi de -0.376. Deste modo, ¢ razodvel atestar a presenga de uma correlacdo negativa
fraca entre a infiltracdo intratumoral e a idade das 30 pacientes com carcinoma de tipo NST.
Contudo, segundo o valor supramencionado ¢ esperado que em determinados casos valores de

infiltragdo intratumoral reduzidos estejam associados a presenca de recidiva.

Tendo em conta a andlise estatistica da tabela suplementar C.2, a média das idades das
pacientes que ndo dispunham de sinais de infiltragdo intratumoral foi de 64 anos, estando esta
compreendida entre um intervalo de 44 e 81 anos. Por outro lado, a média das idades das
pacientes que possuiam infiltracdo ligeira foi de 51 anos, sendo a idade minima de 35 anos e a
maxima de 73 anos. Segundo a observacao dos registos clinicos, ndo foram identificados casos
clinicos sem informagdo clinica a nivel da infiltracdo intratumoral, bem como tumores com

infiltragdo intratumoral de tipo moderado.
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Figura 44: Relacdo entre a infiltragdo intratumoral e a idade, em tumores de tipo NST.
Associagdo entre a auséncia e presencga ligeira da infiltragdo intratumoral e a idade das 30
pacientes com carcinoma de tipo NST.

No que respeita a infiltragdo intratumoral e a recidiva em carcinomas lobulares, foram

realizados testes estatisticos para determinar a correlagdo das duas varidveis apresentadas.
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Assim, foi identificado um coeficiente de correlagdo de 0.327, demonstrando assim uma
correlagdo positiva fraca entre as duas varidveis estudadas (figura 45), pelo que ¢ expectavel

que valores de infiltragdo intratumoral reduzidos estejam associados a auséncia de recidiva.

Através da decomposicdo da tabela suplementar C.1, apenas um caso com recidiva foi
identificado, ndo tendo o mesmo informacao relativamente a infiltragdo intratumoral. Dos
17 casos sem presenca de infiltracdo intratumoral, 11 destes (65%) ndo dispunham de
informacao relativamente a recidiva. Por outro lado, 4 (24%) dos 17 carcinomas, nao
evidenciavam sinais de infiltragdo, uma neoplasia (5,9%) revelou infiltragao de tipo ligeira
e outro tumor maligno (5,9%) exibia indicios de infiltracdo intratumoral moderada.
Ademais, 12 dos tumores malignos ndo possuiam informagao relativamente a este achado
clinico. Das 12 situacdes identificadas, 6 ndo possuiam de igual modo informagdo no que
respeita a infiltracdo de tipo intratumoral, 4 (33%) revelavam indicios de infiltragdo
intratumoral ligeira, e por fim, 1 neoplasia nao revelava possuir infiltragdo intratumoral. Para
finalizar dos 12 carcinomas lobulares sem informagao relativa a recidiva, 1 caso demonstrou
sinais de infiltragdo de tipo moderado. Por fim, foi observado um tumor de tipo lobular com

recidiva, mas que nao tinha informacao no que respeita a infiltragdo intratumoral.
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Figura 45: Relacdo entre a infiltragdo intratumoral e recidiva, em tumores lobulares.
Associagdo entre infiltracdo de tipo intratumoral e a auséncia, presenga ou incerteza de
recidiva, registada nas 30 participantes com tumor de tipo lobular.

Seguidamente, foi procurado um vinculo entre a infiltragcdo intratumoral e a recidiva, nos 30

carcinomas de tipo NST (figura 46). Em concordancia com a andlise estatistica determinada foi
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identificado um valor de coeficiente de correlagdo de 0.101. Assim, ¢ plausivel concluir que as
variaveis estudadas se encontram correlacionadas de forma positiva, embora com fraca

correlagao.

Analisando a tabela suplementar C.2, foi possivel identificar 2 casos dos 30 carcinomas de
tipo NST com recidiva, em que em 1 (50%) ndo tinha sinais de infiltragdo linfocitaria e o outro
exibia (50%) infiltragdo ligeira. Seguidamente, foram identificados 12 casos clinicos sem
recidiva, dos quais 6 (50%) ndo possuiam infiltragdo e os restantes 6 (50%), revelavam
infiltragdo ligeira. Por fim, 16 casos foram analisados segundo a incerteza quanto ao risco ou
presenca de recidiva. Assim, 7 dos carcinomas (44%) observados ndo tinham infiltracao
intratumoral. Relativamente aos restantes 9 casos (56%), estes apresentavam infiltracdo ligeira.
A acrescentar a informagdo anteriormente referida, ndo foram observadas situacdes com
caréncia de informacao no que respeita a infiltragdo intratumoral, tal como casos com presenca

de sinais de infiltracdo intratumoral moderada.
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Figura 46: Relacdo entre a infiltragdo intratumoral e recidiva, em tumores de tipo NST.
Associacdo entre a auséncia ou presencga ligeira da infiltracdo intratumoral e a auséncia,
presenga, risco ou incerteza de recidiva, nos 30 tumores de tipo NST avaliados.

A andlise dos carcinomas de tipo lobular deu seguimento ao estudo entre a infiltragdo
intratumoral e a expressdo dos RH, figura 47. Segundo a andlise efetuada, foi determinado um
valor de coeficiente de correlagdo de 0.071. Tendo em conta o valor anteriormente apresentado,
ndo ¢ possivel identificar correlag@o entre as duas varidveis analisadas, nos 30 carcinomas de

tipo lobular.
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Pela apreciacdo da tabela suplementar C.1, chegou-se a conclusdo que existia uma grande
variabilidade nos dados entre a infiltragdo intratumoral e a expressao de RH, sendo que foram
analisados somente os casos mais frequentes, sendo possivel obter informagdes adicionais
através da analise da tabela suplementar 5. No entanto, dos 5 casos com presenca de infiltragao
ligeira, 1 dos carcinomas revelou uma expressao de 100% para ambos os recetores, outro caso
uma expressdao de 100% de RE e 90% de RP, outro tumor maligno com expressdo de 100%
para RE e 95% para RP. As restantes duas situagdes revelaram uma expressao de 95% de RE e
10% de RP e 95% de RE e 95% de RP. Ja no que respeita a infiltragdo intratumoral moderada,
dois carcinomas foram identificados, sendo que a expressdo dos RH correspondia a valores de
80% para expressoes de RE e 60% no que respeita a expressdo de RP. O caso restante de

infiltracdo intratumoral moderada, ndo possuia informagao relativamente a expressao de RH.
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Figura 47: Relacado entre a infiltragdo intratumoral e a expressdo de RH, em tumores
lobulares. Associagdo entre a infiltragdo linfocitaria de tipo intratumoral e a expressao dos
RH, de 30 pacientes com tumor lobular.

Na ligacdo instituida pela andlise estatistica, entre a infiltracdo intratumoral e a expressao
dos RH em tumores de tipo NST, foi estipulado um valor de coeficiente de correlagdo de
Pearson de 0.060. Deste modo, segundo o valor anteriormente referenciado ¢ plausivel afirmar

a presenca de uma correlagdo positiva fraca entre os dois parametros clinicos (figura 48).

Recorrendo a andlise da tabela suplementar C.2, foi possivel delinear uma grande
variabilidade de valores no que concerne a associagdo entre a infiltragdo intratumoral e a

expressdao de RH. Deste modo, apenas se fez referéncia as situagdes mais frequentes, pelo que
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informagdes adicionais podem ser obtidas através da anélise da tabela suplementar C.2. Dos
dados obtidos, salientaram-se 11 registos com expressao de 100% para ambos os recetores. Dos
11 carcinomas, 6 (55%) evidenciavam sinais de infiltracdo ligeira e os restantes 5 (45%), ndo
possuiam indicios de infiltracdo. Seguidamente, para expressdes de 100% de RE e 0 % de RP,
identificaram-se 3 registos, em que 1 (33%) ndo revelou infiltragdo linfocitaria e os restantes 2
(67%) demonstraram uma ligeira infiltragdo. Por fim, com valores de percentagem de 95% para
o RE ¢ RP, 5 casos foram assinalados. Dos 5 carcinomas, 3 (60%) revelaram sinais de
infiltra¢do ligeira, contrariamente as restantes 2 neoplasias malignas (40%) ndo demonstraram

quaisquer indicios de infiltragao.
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Figura 48: Relacdo entre infiltragdo intratumoral e a expressdo de RH, em tumores de tipo
NST. Associagdo entre a infiltragdo intratumoral e a expressao de RH, nas 30 pacientes com
tumor de tipo NST.

A fim de aprofundar a analise estatistica no que respeita a infiltragao intratumoral nos dois
tipos de carcinomas, foi realizado o teste de qui-quadrado de Pearson. Deste modo, o valor de
p-value determinado entre a associagdo das duas variaveis, foi de 0,084. De acordo com o valor
anteriormente indicado, ¢ possivel concluir que ndo existe significdncia entre a associagao

estabelecida.
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4.3.1.4 ASSOCIACAO DA EXPRESSAO DO KI-67 COM AS RESTANTES
VARIAVEIS, EM CARCINOMAS LOBULARES E CARCINOMAS DE TIPO
NST

Dando seguimento a andlise estatistica procedeu-se a analise da expressdo do
biomarcador Ki-67 com a idade, a infiltracdo peritumoral e intratumoral, recidiva e por fim,

expressao de RH, nos 30 carcinomas de tipo lobular.

Assim, quando analisada a correlagdo entre a expressdo do biomarcador Ki-67 com a
idade, de acordo com a andlise estatistica aplicada, foi estabelecido um valor de coeficiente
de correlacdo de -0.109, figura 49. Deste modo, € possivel afirmar que existe uma correlagdo
negativa fraca entre as duas varidveis em estudo. Assim, ¢ esperado que em determinados
casos valores de expressdo de Ki-67 mais reduzidos, estejam associados a idades mais

jovens.

De modo a facilitar a analise estatistica, os dados referentes a expressao de Ki-67 foram
subdividos em 3 grupos: expressdes inferiores a 15%, iguais a 15%, e por fim, superiores a
15%, como se verifica na tabela D.1. Nos 22 casos que se notou uma expressao de Ki-67
inferior aos 15% ou que ndo possuiam informacao relativamente a este parametro clinico, a
média das idades observadas foi de 60 anos, compreendida entre os 39 e 83 anos. Por fim,
nas 5 situagdes em que se identificou uma expressdo de Ki-67 superior a 15%, as idades
variavam entre os 45 e 83 anos, sendo a média de 62 anos. Para valores de expressao de Ki-
65 iguais a 15, foram identificadas 3 situacdes, ao qual a média das idades identificada foi

de 64 anos de idade, estando esta compreendida entre os 46 e 74 anos.
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Figura 49: Relacdo entre a expressao de Ki-67 e a idade, em carcinomas de tipo lobular.

A analise estatistica teve continuidade com o estudo dos 30 carcinomas de tipo NST.
Assim, andlises estatisticas permitiram determinar a relagdo entre a expressao da proteina
Ki-67 em tumores de tipo NST e a respetiva idade das pacientes, como representado na
figura 50. O valor do coeficiente de correlacdo de Pearson determinado foi de 0.271. De
acordo com os dados apresentados, ¢ possivel identificar uma correlagdo positiva fraca entre
as varidveis estudadas. Desta forma, ¢ expectavel que valores de expressdo da Ki-67

reduzidos se associem a idades mais jovens.

No que concerne os dados da tabela suplementar D.2, a média das idades para expressdes
de Ki-67 inferiores a 15% foi de 53 anos, estando esta compreendida entre os 41 e 72 anos
de idade. Por outro lado, para expressdes do biomarcador acima dos 15% a média observada
foi de 61 anos, sendo que o minimo da idade identificada foi de 43 anos e 0 méximo de 81
anos. Por fim, para expressdes da proteina iguais aos 15%, a média das idades identificada

foi de 48 anos de idade, sendo 35 anos 0 minimo ¢ 69 anos, 0 maximo.
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Figura 50: Relacdo entre a expressao de Ki-67 e a idade, em tumores de tipo NST.

Em referéncia a correlagdo entre a expressao da proteina Ki-67 e a infiltragdo de tipo
peritumoral das 30 participantes com carcinoma lobular, o valor de coeficiente de correlagdo
apresentado foi de 0.545, figura 51. Tendo em conta o valor anteriormente referido, foi
identificada uma correlag¢do positiva moderada. Assim, ¢ esperado que valores de expressao

de Ki-67 reduzidos se associem a valores de infiltragdo peritumoral igualmente reduzidos.

Avaliando a analise estatistica presente na tabela suplementar D.1, verificou-se que 50%
dos 4 casos que tinham uma infiltragdo linfocitaria peritumoral ligeira, possuiam uma
expressao de Ki-67 inferior aos 15% e igual a 15%. No caso da infiltragdo moderada, um
caso (33%) possuia valores do biomarcador Ki-67 iguais a 15%, outro carcinoma (33%)
dispunha de uma expressao de Ki-67 inferior a 15% e por fim, um tumor (33%) evidenciava
uma expressao de Ki-67 superior a 15%. A infiltragdo peritumoral encontrava-se ausente em
apenas numa situagdo tendo esta uma expressao de Ki-67 inferior a 15%. No que concerne
a incerteza da presenca de infiltracdo, por falta de dados clinicos, 6 casos (27%) nao

dispunham de informacao de expressao de Ki-67.
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Figura 51: Associagdo entre a expressao do biomarcador de expressao do KI-67 (em %) e
a infiltracdo peritumoral, em 30 pacientes com carcinoma lobular.

Seguidamente, foi analisada a relacdo entre a expressdo do biomarcador Ki-67 e a
infiltracdo de tipo peritumoral nos tumores de tipo NST, como representado na figura 52.
Assim, apos andlise estatistica foi determinado um valor de coeficiente de correlagdo de
Pearson de -0.363. Segundo o valor anteriormente referenciado, existe uma correlagdo
negativa fraca entre os dois parametros estudados. Tendo em conta que valores negativos
proximos de -1 correspondem a correlagdes inversas, ¢ plausivel inferir que existe uma
correlacdo inversa entre as duas varidveis, isto €, valores elevados de expressdo de Ki-67 se

associam a valores de infiltragao peritumoral reduzidos.

Na contemplagdo dos dados da tabela suplementar D.2, para expressoes inferiores a 15%
foram observados 6 tumores malignos, ao qual apresentavam sinais de infiltragdo
peritumoral ligeira. Para valores de expressdo de Ki-67 iguais a 15%, foram observados 5
casos, dos quais 1 ndo relevava sinais de infiltragdo peritumoral e os restantes 4 indicavam
a presenca de infiltracdo peritumoral ligeira. Ademais, em expressdes superiores a 15% de
Ki-67, para situagdes sem sinais de infiltragdo peritumoral foram observados 12 carcinomas.
A acrescentar a esta andlise, 7 situacdes, foram identificadas com expressdes de Ki-67

superiores a 15% e com presenca de infiltracdo peritumoral ligeira.
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Figura 52: Relacdo entre a expressao de Ki-67 e a infiltragdo peritumoral, em tumores de
NST.

Posteriormente, a analise realizada entre a expressao do Ki-67 e a infiltragdo intratumoral
em carcinomas lobulares, possibilitou concluir que o valor do coeficiente de correlagao
observado foi de 0.564, figura 53. De acordo com o valor anteriormente apresentado, ¢
provavel a existéncia de uma correlagdo positiva moderada, entre a expressao de Ki-67 e a
infiltra¢do intratumoral. Deste modo, espera-se que valores de expressdo de Ki-67 reduzidos

se associem a valores de infiltragdo intratumoral, do mesmo modo reduzidos.

No que respeita a analise da tabela suplementar D.1, 2 casos foram identificados com uma
infiltragdo intratumoral moderada. Deste modo, 1 dos carcinomas (50%) ndo dispunha de
informagao relativamente a expressdo de Ki-67. Por outro lado, o outro carcinoma lobular
identificado (50%), revelava uma expressdo de Ki-67 superior a 15%. Relativamente a
infiltracdo intratumoral ligeira, 5 neoplasias foram identificadas, tendo 40% destas, 2
tumores, uma expressdao de Ki-67 inferior a 15%. Os restantes 3 tumores, possuiam
expressoes de Ki-67 iguais a 15%. Nas 5 situacdes em que ndo foi identificada qualquer tipo
de infiltragdo de tipo intratumoral, 1 caso (20%), ndo possuia informac¢ao relativamente a
expressao de Ki-67. A acrescentar a esta andlise, foram identificados 3 carcinomas (60%)
com expressoes de Ki-67 inferiores a 15%. Por fim, apenas um caso (20%) revelou uma
expressdo de Ki-67 superior a 15%. Para finalizar a associagdo entre a expressdo do
biomarcador Ki-67 e a infiltracdo intratumoral, foram identificados 18 carcinomas que nao

possuiam qualquer tipo de informacdo relativamente a infiltracdo intratumoral. Assim, 5
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situacdes (28%) nao dispunham de igual modo de dados a cerca da expressdo do
biomarcador. Em contrapartida, 10 neoplasias possuiam uma expressdo de Ki-67 inferior
aos 15% e 3 carcinomas lobulares, salientavam valores de expressao de Ki-67 superiores a

15%.
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Figura 53: Associacdo entre a expressdo do Ki-67 (em %) e a infiltragdo linfocitaria
intratumoral, em 30 pacientes com carcinoma do tipo lobular.

Relativamente a relagdo entre a expressao de Ki-67 e a infiltragdo intratumoral em tumores
de tipo NST, apds analise estatistica foi estabelecido um valor de coeficiente de correlacdo de
Pearson de -0.400. Desta forma, ¢ possivel concluir que existe uma correlagdo negativa fraca
entre as duas variaveis em estudo (figura 54). Além disso, € possivel que em determinados casos

valores de expressdo da proteina reduzidos se associem a infiltragdo intratumoral elevados.

Em relacdo a tabela suplementar D.2, dos 14 casos sem infiltragdo intratumoral, 1 deles
(7,1%) tinha uma expressdao de Ki-67 igual a 15%. Por outro lado, 12 carcinomas (86%)
possuiam uma expressdao do biomarcador Ki-67 superior a 15%. E por fim, o restante tumor de
tipo NST, indicava valores de expressao da proteina inferiores a 15%. Ademais, em termos de
infiltracdo intratumoral ligeira foram identificados 16 registos. Dos 16 casos, 7 (44%)
revelavam uma expressdo da proteina Ki-67 superior a 15%. Por fim, 5 carcinomas (31%)
possuiam uma expressdo inferior aos 15%, assim como 4 tumores revelavam valores de

expressao de Ki-67 iguais a 15%. Para infiltra¢des de tipo moderado, ou em casos de auséncia
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de informacdo no que respeita este achado clinico, ndo foram observados casos clinicos de

acordo com estas caracteristicas.
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Figura 54: Relacdo entre a expressao de Ki-67 e infiltragdo intratumoral, em tumores de
tipo NST.

Para além dos dados ja analisados, foi pertinente relacionar a expressao do Ki-67 com a
recidiva, nas pacientes com carcinoma lobular (figura 55). Desta correlagdo, conclui-se que
o valor de coeficiente de correlagdo existente foi de 0.222. Assim, destaca-se a existéncia de
uma correlacdo positiva fraca entre as variaveis estudadas. Além disso, ¢ esperado que

valores de expressao de Ki-67 reduzidos se associem a auséncia de recidiva.

Recorrendo a tabela suplementar D.l1 para exercer uma andlise mais detalhada, foi
possivel aprofundar os dados entre a associacdo estabelecida. No que respeita a auséncia de
recidiva, 17 tumores foram identificados sendo que 3 (18%) destes ndo possuiam informagao
relativamente a expressao de Ki-67. A destacar, 11 situacdes (65%) em que nao dispunham
de indicagdo de recidiva, expressavam o biomarcador em percentagens inferiores a 15%. Por
fim, 3 (18%) dos 17 carcinomas, revelavam percentagens de expressdo da proteina
superiores aos 15%. A terminar a presente andlise, 12 neoplasias foram identificadas pela
auséncia de informacdo no que respeita ao risco ou presenga de recidiva. Assim, 3 (25%)

dos casos possuiam valores de expressao do Ki-67 iguais a 15%. Nao obstante, 7 situacdes
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(58%) expressavam o biomarcador Ki-67 em percentagens inferiores a 15%. Apenas dois

carcinomas (17%), obtiveram valores superiores a 15% em referéncia a expressao de Ki-67.
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Figura 55: Relagdo entre a expressao de Ki-67 e recidiva, em tumores malignos lobulares.

No seguimento do estudo estatistico da expressdo do biomarcador Ki-67, o mesmo foi
relacionado com a recidiva em carcinomas de tipo NST, figura 56. Nesta avaliagdo, o valor do
coeficiente de correlacdo encontrado foi de 0.148, demonstrando assim a existéncia de uma
correlacdo positiva fraca entre a expressao da proteina e recidiva. Deste modo, ¢ esperavel que
em determinados casos, valores de expressdo de Ki-67 estejam associados a auséncia de

recidiva.

Através da analise da tabela suplementar D.2, 2 carcinomas revelaram recidiva, tendo estes
uma expressao de Ki-67 superior a 15%. Dos 12 registos que ndo revelavam sinais de recidiva,
8 dos casos (67%) demonstravam uma expressao superior a 15% e 2 carcinomas (17%)
possuiam expressdes de Ki-67 inferiores a 15%. Os restantes tumores de tipo NST, com
incertezas a nivel de sinais de recidiva, possuiam valores de expressao da proteina iguais a 15%.
Em termos de auséncia de informagao que indique presenca ou risco de recidiva, 16 neoplasias
malignas foram observadas. Assim, 4 destas (25%) expressavam valores inferiores a 15%. Os
restantes 9 carcinomas (56%), revelavam valores de expressao da proteina superiores a 15%. E

por fim, 3 dos tumores malignos demonstravam valores de expressao de Ki-67 iguais a 15%.
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Figura 56: Relacdo entre a expressao de Ki-67 e recidiva, em 30 pacientes com carcinoma
NST.

Para concluir a andlise da expressao do Ki-67 nos carcinomas lobulares, foi determinado
um valor de coeficiente de correlacdo de 0.136 entre a expressdo do biomarcador e a
expressao dos RH, figura 57. Neste sentido, afirma-se a existéncia de uma correlagdo
positiva fraca entre as varidveis estudadas. Além disso, ¢ esperado que valores de expressao
de Ki-67 reduzidos, estejam relacionados a valores de expressio de RH igualmente

reduzidos.

Recorrendo a andlise da tabela suplementar D. 1, foi possivel sublinhar que 3 dos 30 casos
apresentavam valores de expressdo de Ki-67 iguais 15%, 22 revelavam valores de expressao
inferiores a 15% e 5 casos, possuiam niveis de expressdo de Ki-67 superiores aos 15%.
Assim, 91% dos 11 carcinomas que dispunham de uma expressdao dos RH de 95% para
ambos os recetores da proteina, possuiam uma expressao da proteina Ki-67 inferior a 15%,
com a excecdo de um caso que tumor que indicava expressdes de Ki-67 superiores a 15%.
Por outro lado, destacam-se 3 situagdes que revelaram valores de expressdo de 100 % de RE
e 100% de RP, com uma expressao de Ki-67 inferior, igual e superior a 15%, respetivamente.
Para uma andlise detalhada, poderdo ser consultadas informag¢des adicionais na tabela

suplementar D.1 apresentada nos anexos.
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Figura 57: Relagao entre a expressao de Ki-67 e expressdo de RH, em tumores lobulares.

Por fim, no que respeita ao estudo da expressdao do Ki-67 em conjunto com os outros
parametros, foi determinada uma relagdo entre o biomarcador e a expressdo de RH, nos
carcinomas de tipo NST. Deste modo, ap6s andlise chegou-se a conclusdo de um valor de
coeficiente de correlacdo de -0.246 (figura 58). Neste sentido, ¢ plausivel afirmar que nesta
série existe uma correlacdo negativa fraca, assim ¢ esperado que em determinados casos valores

de expressao de Ki-67 mais elevados se associem a valores reduzidos de expressdo de RH.

Como ultima analise estatistica efetuada e de acordo com os dados ja analisados, a
associacdo entre a expressao de RH e a expressdo de Ki-67 nos carcinomas NST demonstrou
valores com elevada diversidade. Procedeu-se a apresentagdo de resultados mais significativos,
no entanto informagdes adicionais poderdo ser consultadas na tabela suplementar D.2. Em
destaque, das 11 situagdes em que se assinalava uma expressao de 100% para ambos os RH, 4
dos carcinomas (36%) demonstravam uma expressdo de Ki-67 inferior a 15%. Em
continuidade, 4 dos registos (36%), possuiam uma expressao de biomarcador superior a 15% e
por fim, 3 tumores apresentavam expressdes da proteina iguais a 15%. No que concerne a
expressoes de RH de 100% para RE e 0% RP, 3 casos foram identificados, na qual 2 (67%) dos
tumores apresentavam expressoes de Ki-67 superiores a 15% e a restante neoplasia, apresentava

valores de expressao de Ki-67 inferiores a 15%. Por fim, em situagdes de expressdes de 95%
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para ambos os RH, foram identificados 5 casos. Das 5 neoplasias malignas assinaladas, todos

os registos possuiam expressoes de Ki-67 superior a 15%.
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Figura 58: Relacdo entre a expressao de Ki-67 e expressdo de RH, em tumores NST.

Para finalizar a andlise estatistica entre a expressdo de Ki-67 em carcinomas de tipo lobular e
de tipo NST, foi realizado um teste qui-quadrado de Pearson. Neste sentido, o valor de p-value
encontrado foi de 0,7252. Segundo o valor anteriormente referenciado, ¢ possivel afirmar que
ndo existe significancia entre a associagdo entre a expressao de Ki-67 de carcinomas de tipo

lobular e de tipo NST.

4.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE HER2, EM CARCINOMAS DE TIPO
LOBULAR E DE TIPO NST

Na avalia¢do dos 60 carcinomas estudados, poucos foram os casos clinicos que indicavam a
expressao do oncogene HER2. Assim, em 30 carcinomas de tipo lobular, apenas 2 carcinomas
revelavam expressdo de HER?2. Por outro lado, também nos carcinomas de tipo NST foram

identificados apenas 2 tumores malignos com expressao de HER?.

Segundo a andlise dos 4 casos clinicos positivos a expressdo de HER?2, a idade observada
nos 2 carcinomas de tipo lobular foi de 43 e 72 anos. Por outra via, nos 2 carcinomas de tipo
NST, as idades identificadas foram de 35 e 44 anos. No que respeita a expressao de Ki-67 dos
casos de carcinoma lobular que expressavam a proteina, um dos tumores expressava valores de

12% e o restante caso ndo apresentava qualquer tipo de informagdo no que refere a expressao
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de Ki-67. Por outro lado, nas 2 neoplasias que demonstravam expressdes de HER2, um dos
casos revelava valores de Ki-67 de 15% e 22%. No que respeita o estadio dos carcinomas, sendo
que todos os carcinomas de tipo lobular e NST se apresentavam em estadio 1 ndo foi nosso

objetivo estabelecer associagdes entre as varidveis biologicas e o estadio dos tumores.
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5 DISCUSSAO
Atualmente sdo inimeros os estudos cientificos que pretendem estabelecer associagdes entre 0s
parametros clinicos e bioldgicos e determinar a sua significancia, apesar de muitas das vezes

ndo ser possivel obter resultados objetivos e claros.

Com a descoberta do anticorpo monoclonal Ki-67, que possui a capacidade de reconhecer o
respetivo antigeno especificamente em células proliferativas, o mesmo permitiu avaliar o indice
de proliferacdo e velocidade de crescimento em carcinomas da mama. Desde entdo, este
biomarcador tem um valor significativo em termos de prognoéstico e valor preditivo nos varios
tipos de cancro da mama. Apds reconhecimento das vantagens do Ki-67, foi necessario
estabelecer uma defini¢cdo mais clara no que concerne aos valores de ponto de corte, sendo que
varios grupos de investigagao trabalharam nesse sentido. No entanto, atualmente esses mesmos
valores para este biomarcador, continuam a possuir uma extensa diversidade, variando entre 1
a 28,6%. Brian S. Finkelman et al. apelam aos laboratdrios de patologia, a evolugdo de meios
que permitam alcancar uma maior confiabilidade da proteina, que possibilitem assim validar a

sua utilidade a nivel clinico (Finkelman et al., 2023).

Diversos sdo os estudos que se realizam com o objetivo de responder a questdo da validade
e utilidade clinica dos LITs. Coloca-se em aberto diversas questdes que carecem de resposta,
tais como: a andlise da fung¢do preditiva destas células através de estudos observacionais, bem
como reconhecer e definir o valor de prognoéstico de LITs em todos os tipos de cancro da mama
e sobretudo a idealizacdo de novos métodos para estudar este tipo de células. No entanto,
diversos autores salientam a relevancia dos LITs como biomarcadores de prognodstico e
preditivos, muito devido ao baixo custo da sua analise. Além disso, estes biomarcadores
permitem conduzir o paciente a uma terapia mais especifica (Valenza et al., 2023). Diversas
relacdes foram previamente estabelecidas, como por exemplo a associagdo entre valores de
expressao reduzidos de RE e RP, em mulheres de idades mais jovens, com valores de LITs mais
elevados. No entanto, € necessario continuar estudos com o intuito de determinar a causa € a

forma como ocorre este tipo de acontecimentos (Garcia-Torralba et al., 2023).

Neste contexto com a realizagcdo do presente projeto, pretende-se comparar duas coortes de

doentes com carcinoma da mama de tipo lobular e NST e determinar correlagdes entre os dados

91



clinicos e os biomarcadores analisados e assim contribuir para a avaliacdo do valor destes

biomarcadores como progndstico, e o respetivo uso na pratica clinica.

E de mencionar que sendo a série estudada reduzida, o estudo acarretou diversas limitacdes.
Além disso, existe uma grande caréncia no que se refere as informagdes nos casos dos
carcinomas lobulares, muito devido a sua antiguidade. Por outro lado, em casos mais recentes
(maioria dos carcinomas NST aqui estudados e determinados tumores lobulares) os registos
efetuados estdo bastante completos, incluindo todas as informagdes clinicas de relevancia.

Assim, a analise das neoplasias anteriormente referidas demonstra-se com maior significancia.

5.1 RECOLHA DE INFORMACAO CLINICA
O funcionamento e gestdo de dados e amostras do Hospital CUF Descobertas, facilitou o
presente projeto. Ademais, toda a organizacdo da informacao na plataforma digital e respetiva
gestdo e recolha de dados clinicos pelos responsaveis, proporcionou todo o processo de

levantamento de dados e amostras.

Os relatorios clinicos dispunham de informagdes com elevada relevancia, quer relativamente
ao diagnostico, ao tratamento aplicado, informagdes relativamente a risco de recidiva na
maioria dos casos, metastizagao, histérico familiar, entre outros parametros. E de salientar, que
em determinadas situa¢des ndo foi possivel recolher certos dados clinicos, pela antiguidade dos
casos. Os casos anteriormente referidos, referem-se a registos clinicos dos anos de 2010 a 2015
em que nem todas as varidveis eram analisadas tais como: expressdo do biomarcador Ki-67 e a
infiltracdo peritumoral e intratumoral. A acrescentar a lista de dados desconhecidos, insere-se

ainda nalguns casos a auséncia informacao relativamente a presenca de recidiva.

Com a evolugdo do conhecimento e pesquisa cientifica, dados bioldgicos como o indice de
proliferacdo avaliado através da expressdo de Ki67 e infiltrado linfocitario revelaram-se de
extrema relevancia e comecaram a ser introduzidos nos relatdrios anatomopatologicos.
Relatorios com avaliagdo dos fatores supramencionados, auxiliam na caracterizagdo do tumor

e orientacdo da terapéutica, sendo por este motivo indispensavel esta informagao.

No que concerne ao armazenamento das amostras bioldgicas, todas as amostras utilizadas
estavam devidamente armazenadas e identificadas, facilitando a sua recolha a qualquer

momento. Outro dos aspetos pertinentes observado no Hospital CUF Descobertas, tem a ver
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com a organizag¢ao de todo o processo de recolha e analise das amostras. Primeiramente, no ato
da cirurgia a amostra biologica ¢ retirada e enviada para laboratorio, onde ¢ devidamente
tratada, conservada e processada de modo a produzir laminas histoldgicas representativas da
area tumoral para andlise de patologistas experientes. Juntamente com a amostra, segue o
relatdrio com a descricdo do tipo de peca anatomica, orientacdo da mesma, assim como
dimensdes. Apos andlise laboratorial sdo adicionadas informagdes ao relatorio inicial, tais
como: expressao de RH, expressdo de Ki-67 e avaliagdo de outros marcadores tumorais. O
acompanhamento da pe¢a anatémica, conjuntamente com o respetivo relatrio permite
identificar e facilitar a analise da mesma durante todo o processo. Ademais, evita-se a perda de

informag¢ao da mesma no ato do processamento, bem como eventuais erros na troca de amostras.

Deste modo, salienta-se a importdncia de organizagdo e gestdo hospitalar que
maioritariamente ¢ dificultada pelo imenso nimero de casos analisados, mas que se verifica

todo este gerenciamento regulamente no Hospital CUF Descobertas.

5.2 EXTRACAO DE AMOSTRAS

Toda a extracdo de amostras foi devidamente realizada nos laboratorios do Hospital CUF
Descobertas, com o acompanhamento de técnicos especializados. As infraestruturas do hospital
permitiram o bom funcionamento e adequada gestdo de todo o procedimento. Todos os
procedimentos foram executados através de equipamentos altamente adequados para o mesmo

efeito, evitando assim imprecisdes das tarefas.

Inumeraveis sdo as informacdes contidas em cada amostra bioldgica e que de certa forma,
podem trazer proveito a investigacao cientifica. Posteriormente ao processamento adequado da
recolha das amostras, através da utilizagdo de técnicas altamente especializadas, seria possivel
efetuar uma avaliacdo aprofundada no que concerne a informacdo contida nas mesmas. A
avalia¢do de determinados genes, tais como HER2 e PIK3CA, sdo alguns dos genes estudados
e incluidos nos relatorios clinicos, pelo seu valor na orientacdo da terapéutica. Assim, com a
devida avaliagdo genética das amostras, seria possivel comprovar e retirar mais informacao das
mesmas. No presente estudo, ndo foi possivel reunir condi¢des essenciais para a analise das

amostras biologicas, pelo que a mesma nao foi concretizada.
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5.3 OBSERVACAO DE LAMINAS HISTOLOGICAS

A observagdo de todos os casos clinicos, de forma microscdpica permitiu ndo s6 a aquisi¢ao
de conhecimento relativamente a histologia dos diferentes tipos de carcinoma da mama, mas
também confrontacdo com os respetivos relatorios. Em determinados relatorios clinicos,
essencialmente os de longa data, existia uma escassez de informacdo no que concerne a
infiltragdo de tipo peritumoral e intratumoral. Em certos casos foi observada
microscopicamente a presenga de infiltragdo na area tumoral, pelo que seria pertinente inseri-
la no relatdrio clinico. Na maioria dos casos, encontravam-se disponiveis laminas histologicas
com coloragdo de HE e imunohistoquimica, de modo a avaliar diversos parametros biologicos,
tais como para determinar a presenca ou auséncia de E-caderina, expressao de RE e RP, entre
outras. O conjunto das coloragdes anteriormente referido, facilitou a detecdo e identificacdo do
tipo de tumor e das respetivas caracteristicas, tendo estas um valor significativo no ato do
diagnostico e posterior prognostico e orientacio terapéutica. E de referir que o sistema de dupla
observagdo presente no microscopio do Hospital CUF Descobertas facilitou o processo de
aprendizagem e observagao das ldminas histologicas da aluna. Além disso, o registo fotografico
no ato da visualizacdo das laminas histologicas ao microscopio, permitiu a posterior analise e
caracterizacdo de cada tumor. Assim, foi possivel ndo sé reconhecer o carcinoma, bem como

estabelecer comparagdes entre carcinomas do mesmo tipo.

5.4 AVALIACAO DOS ACHADOS DAS IMAGENS MICROSCOPICAS DE
CARCINOMAS LOBULARES E NST

De acordo com a OMS, ¢ sabido que determinados aspetos histologicos sdo caracteristicos
de distintos tipos de carcinomas. Isto ¢, em carcinomas de tipo lobular existe uma proliferacao
de células cancerigenas que ao perderem a capacidade de coesdo, se desprendem do tecido e
infiltram-se entre as fibras do tecido conjuntivo. Com nticleos com formas redondas ou ovoides
e citoplasmas escasso e pouca atipia citologica, estes tumores sao habitualmente diagnosticados
em HE, mas pode ser necessario o recurso a imunohistoquimica, nomeadamente para avaliar a
expressdo de E-caderina, que esta ausente nestes tumores (Lakhani SR, Ellis IO, Schnitt SJ,

Tan PH, van de Vijver MJ, 2012).

Por outro lado, nos carcinomas NST sdo identificadas diferentes caracteristicas, em relagao
aos carcinomas lobulares. Assim, nos tumores bem diferenciados as células tém formas

monomorficas, com arquitetura ductal e com ntcleos de dimensdes uniformes, apresentando
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uma cromatina com padrdo regular, com pouca atipia. J4 em carcinomas de tipo NST com grau
de diferenciacdo intermédio, as células apresentam uma diversidade no que respeita a
arquitetura, aos seus tamanhos e forma, bem como a estrutura da cromatina. Por fim,
carcinomas pouco diferenciados tém geralmente um elevado grau nuclear, sdo compostos por
células que proliferam com padrdes distintos, com polimorfismos variaveis (Lakhani SR, Ellis
10, Schnitt SJ, Tan PH, van de Vijver MJ, 2012). Um fator com muita importancia entre os
diferentes graus de diferenciacdo ¢ sem margem de duvida o indice mitdtico, pois € também a
partir deste que se determina a gravidade do tumor (Lakhani SR, Ellis IO, Schnitt SJ, Tan PH,
van de Vijver MJ, 2012)

Assim, de acordo com as observagdes microscopicas realizadas no decorrer do presente
projeto, foi possivel adquirir conhecimento suficiente para diferenciar os dois tipos de tumor
aqui estudados. Além disso, a infiltracdo linfocitaria intratumoral ((LITs) foi igualmente
identificada e quantificada, incluindo casos em que ndo havia indicagdo nos relatorios

anatomopatologicos.

Diversas caracteristicas foram recolhidas no decorrer do estudo histoldgico destes tumores,
nomeadamente dimensdo do tumor, arquitetura, grau de diferenciagdo, tipo histologico,
presenga de invasdes vasculares. Em sintese, carcinomas lobulares destacam-se pela
organizag¢do das células cancerigenas, que aparecem agrupadas em fileiras, rompendo o estroma
do tumor, com perda de expressdao de E-caderina, pelo que adquirem a capacidade de se
desprenderem do tecido e rodear os ductos. No caso do carcinoma de tipo NST, A expressao

de E-caderina estd mantida e o tumor cresce formando ductos, trabéculas ou areas sélidas.

5.5 AVALIACAO DAS ASSOCIACOES ESTABELECIDAS ENTRE A EXPRESSAO
DE Ki1-67 E LITS, COM OS RESTANTES PARAMETROS CLINICOS

Apods andlise dos graficos, bem como as tabelas concebidas através do programa de
linguagem R, foi possivel recolher informagao relativamente ao valor e significancia do Ki-67
e LITs, como biomarcadores de prognéstico. Para isso, foram analisados todos os valores
correspondentes a analise estatistica, tais como: coeficiente de correlagdo, tanto de forma
generalizada englobando os 60 carcinomas, mas também para os carcinomas lobulares e os 30

carcinomas de tipo NST, de forma separada. Além disso, como complemento foi ainda
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determinado o qui-quadrado, entre os dois tipos de carcinoma, de forma a completar toda a

analise.

5.5.1 AVALIACAO GERAL DAS ASSOCIACOES ENTRE O BIOMARCADOR K1-67 E LITS, cOM
OS RESTANTES PARAMETROS CLINICOS NOS 60 CARCINOMAS
Em referéncia a andlise estatistica geral, isto é, dos 60 carcinomas em simultaneo, foram

obtidos diversos dados referentes a correlacdo entre as variaveis de interesse e os restantes

parametros.

Primeiramente, em referéncia a correlacdo entre a infiltracdo peritumoral a idade das 60
pacientes, de acordo com o valor de coeficiente de correlagdao obtido verificou-se a existéncia
de uma correlagdo inversa. Assim, de acordo com esta associagdo, espera-se que valores de
infiltracdo peritumoral reduzidos se associem a idades mais avancadas. De acordo com a
literatura, de facto valores de infiltragdo peritumoral mais reduzidos, associam-se a idades mais

avancadas (Kolberg-Liedtke, C., Feuerhake, F., Garke, M. et al., 2022).

Por outro lado, no que respeita a associagdo entre a infiltragdo peritumoral e o estado de
recidiva, foi encontrada uma correlagdo positiva entre as duas variaveis, no estudo dos 60
carcinomas em simultaneo. Deste modo, ¢ esperado que valores de infiltragdo peritumoral

reduzidos se associem a auséncia de recidiva, como se verifica na literatura (Perez et al., 2016).

Na analise efetuada entre a infiltragdo peritumoral e a expressdo de RH, ndo demonstrou a

existéncia qualquer tipo de correlagao.

Dando continuidade a analise estatistica efetuada, foram analisadas as correlagdes entre a
infiltracdo intratumoral e os restantes parametros clinicos. Inicialmente, a andlise entre a
infiltragcdo intratumoral e a idade, revelou a presenca de uma correlag@o positiva entre as duas
variaveis, prevendo que valores de infiltragdo peritumoral elevados se associem a idades mais

avangadas, comos ¢ verifica em (He et al., 2020).

Do mesmo modo, também foi estabelecida uma correlagdo positiva entre a infiltragao
intratumoral e o estado de recidiva. Neste sentido, valores de infiltragdo intratumoral elevados,
associam-se a presenga de recidiva, como descrito em artigos cientificos previamente

publicados (He et al., 2020)
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Contrariamente, neste estudo ndo foi verificada nenhuma correlagdo entre a infiltragdo

intratumoral e a expressdo de RH, nos 60 carcinomas estudados.

A finalizar a analise estatistica dos 60 carcinomas, foram estabelecidas diversas correlagdes
entre a expressdo de Ki-67 e as restantes varidveis. No entanto, através da analise dos dados
referentes aos 60 carcinomas, ndo foi estabelecida uma correlagdo entre a expressao de Ki-67 e

a idade das 60 pacientes (Kamranzadeh et al., 2019).

Por outro lado, no que respeita a expressao de Ki-67 e ao estado de recidiva, foi encontrada
uma correlagdo positiva entre os parametros estudados. Esta correlagdo também foi encontrada

em outros estudos precedentes (Kamranzadeh et al., 2019).

A acrescentar, relativamente a correlacdo entre a expressdo de Ki-67 e a infiltragdo
peritumoral, foi igualmente determinada uma correlacdo positiva (0,158) entre as duas
variaveis, estando esta de acordo com estudos ja realizados, 0,236 (Ruan et al., 2018). Assim,
espera-se que valores de expressdo de Ki-67 reduzidos se associem a valores de infiltragdo
peritumoral, igualmente reduzidos. Nao obstante, também na correlagdo entre a expressao de
Ki-67 e a infiltragdo intratumoral foi encontrada do mesmo modo uma correlacdo positiva, de
acordo com a analise dos 60 carcinomas. Deste modo, ¢ previsivel que valores de expressao de
Ki-67 reduzidos se associem igualmente a valores de infiltragdo intratumoral reduzidos, como

verificado na literatura (Ruan et al., 2018).

Por fim, em referéncia a analise estatistica entre a expressao de Ki-67 e a expressao de RH,
foi estabelecida uma correlagdo inversa entre as duas varidveis. Assim, ¢ esperado que valores
elevados de expressdo de Ki-67 se relacionem a auséncia de expressdo de RH (Trihia et al.,

2003).

5.5.2 AVALIACAO GERAL DAS ASSOCIACOES ENTRE O BIOMARCADOR KI-67 E LITS, COM
OS RESTANTES PARAMETROS CLINICOS EM CARCINOMAS LOBULARES E DE TIPO NST
No que respeita a analise estatistica dos dados referentes ao carcinoma de tipo lobular, a

mesma permitiu retirar diversas conclusdes.

No que concerne as idades das pacientes foi determinada uma média de 61 anos, sendo que

na literatura ¢ referido que a probabilidade de detetar um carcinoma lobular aos 45 anos ¢ de
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84% para as mulheres (Dossus & Benusiglio, 2015). O intervalo das idades encontrava-se
compreendido entre os 39 anos e os 83 anos, sendo que a execugdo de rastreios em Portugal, ¢
recomendada a partir dos 40 anos (Silva et al., 2021). Portanto, os valores obtidos encontram-
se nos intervalos habitualmente encontrados. No que se refere a sobrevivéncia, todas as
pacientes se encontravam vivas na data da recolha dos dados clinicos, a excecdo de uma
paciente com 83 anos de idade, que faleceu aparentemente sem qualquer relacdo com a

neoplasia.

Para a andlise estatistica dos 30 carcinomas de tipo NST, foi tida em conta a mesma linha de
estudo aplicada aos carcinomas lobulares. Inicialmente foi determinada uma média de idades
de 57 anos, para as 30 pacientes com carcinoma de tipo NST. A média anteriormente referida
encontrava-se compreendida entre os 35 anos e os 81 anos. Segundo a literatura, a taxa de
incidéncia de carcinoma de tipo NST ¢ de 1,3 em 1000 exames, em mulheres com idades
compreendidas entre os 70 a 84 anos (Randolph, 2002), comparativamente a valores de 0,6 por

1000 exames em mulheres com idades entre os 40 e 49 anos (Ernster, 2002).

Neste sentido, a média da idade determinada no presente estudo aproxima-se do grupo de
maior incidéncia de carcinoma de NST. Em referéncia ao estado de sobrevivéncia das 30

pacientes, todas elas se mantinham vivas até ao momento da recolha das informacdes clinicas.

Relativamente a metastizacdo, em 14 pacientes com carcinoma lobular havia indicac¢do da
inexisténcia de dados que indicassem a presenga ou risco de ocorrer metastizacdo. Assim das
30 pacientes com carcinoma lobular, apenas 2 tiveram registo de presen¢a de metastizagao.
Comparativamente ao que se verifica na literatura, um estudo de 2417 pacientes revelou que a
probabilidade de ocorrer metdstase em carcinomas de tipo lobular ¢ de 0,980 (Cao et al., 2012).
Contudo, ndo ¢ possivel estabelecer uma relacdo pelo que no presente estudo todos os
carcinomas estudados possuem o mesmo estddio, contrariamente ao estudo anteriormente
apresentado, onde ndo existia este padrdo. No entanto, determinou-se a taxa de incidéncia

referente aos carcinomas lobulares estudados, sendo esta de 53,33%.

No tocante a presenca ou auséncia de metastiza¢ao nos 30 carcinomas de tipo NST, 11 dos
30 casos ndo apresentavam sinais inequivocos de metastizagdo, embora existisse divida
relativamente a sua presenca. Por outro lado, em 19 carcinomas, ndo foram identificados sinais

de metastizagao, pelo que se considera que nesta série os valores sdo inferiores ao habitualmente
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descrito. Por exemplo, numa série publicada por Cao e colaboradores estudos cientificos
previam, num total de 2417 pacientes, 301 destas pacientes mostravam a presenga de
metastizacdo (Cao et al., 2012). No entanto no estudo supramencionado foi realizada uma
analise geral, isto €, todos os carcinomas de tipo NST estudados dispunham de estadios
diferentes. Contrariamente, no presente estudo foram estudados carcinomas de igual estadio

(pT1 pNO).

J& em termos de recidiva, 17 pacientes com carcinoma lobular, ndo demonstraram indicios
de recidiva, mas 12 das 30 pacientes ndo tinham qualquer informac¢ao. A falta de informagao
deste parametro clinico, dificulta novamente a analise estatistica, bem como a relagdo entre os
parametros a analisar. A presenca de recidiva verificou-se assim em apenas uma das pacientes,
correspondendo a uma percentagem de 3,3%. De acordo com o descrito na literatura, a taxa de
recidiva para carcinomas de tipo lobular varia entre 1 a 7%, pelo que o resultado obtido se
insere neste intervalo, embora o presente estudo englobe igualmente apenas tumores com o

mesmo estadio (Wilson et al., 2021).

Seguidamente, foi analisada a taxa de recidiva nos casos de carcinoma NST, ao qual 12 das
situacdes ndo demonstravam sinais de recidiva e 16 neoplasias tinham indicagdes de diivida em
relagdo a este pardmetro. No entanto, foram identificados dois carcinomas com sinais de
recidiva. Recorrendo aos dados disponibilizados na literatura, foi determinada uma taxa de
recidiva de 4 a 9% para carcinomas de tipo NST (Wilson et al., 2021). Assim, no presente
estudo se forem consideradas como positivas as duas situagdes com sinais sugestivos de
recidiva, ¢ determinada uma taxa de 6,7%, pelo que esta se insere no intervalo

supramencionado.

Respetivamente a expressdo de RH, foram obtidas diversas percentagens de expressdes dos
RH. No entanto, sublinha-se a expressdo de 95% de RE e 95% de RP, com 11 casos
identificados, que de certa forma se encontra relacionada com dados descritos em outros estudos
cientificos, onde se faz referéncia a taxas de 84% para expressodes iguais ou superiores aos 90%
de RE. J4 para o RP, a taxa referida ¢ de 54% para a presenca de percentagens iguais ou
superiores a 90% (Truin et al., 2017). Sendo que dos restantes valores obtidos, a grande maioria
apresenta percentagens iguais ou superiores aos 90% no RE, o mesmo ndo se verifica no RP,
como ¢ o caso de 4 tumores com expressdes superiores a 80% para RE, e de percentagem de

0% para RP.
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A nivel da expressdao de RH nos tumores malignos de tipo NST, estabeleceu-se a recolha de
algumas informagdes no que respeita a analise estatistica. Neste levantamento de dados, foram
identificados 11 casos com valores de expressdao de RH de 100% para ambos os RH. Com
expressoes de 95% para RE e RP, foram confirmadas 5 neoplasias e para expressdes de 100%
para RE e 0% para RP, 3 carcinomas. As restantes situagdes obtiveram expressdes bastante
variaveis, variando entre os 0 a 90% para o RP e 50% a 100% para o RE. Tendo em contra
outros estudos cientificos, foi mencionada uma taxa de 86% de casos de carcinoma de tipo NST
com expressdes iguais ou superiores aos 90% de expressdo de RE. Por outro lado, a taxa
determinada para expressdes de 90%, no que se refere ao RP, foi de 54% dos casos. Neste
sentido, a grande maioria dos tumores malignos estudados possuiam valores de expressao de
RE superiores aos 90% e 19 neoplasias (63,3%) possuiam valores de expressao de RP iguais
ou superiores a 90%. Deste modo, ¢ possivel afirmar que os dados aqui referidos se inserem

nos intervalos determinados previamente em outros estudos cientificos (Truin et al., 2017).

Em suma, nos 30 casos de carcinoma lobular, em geral todos os valores analisados até ao
momento se encontram dentro dos parametros descritos pela literatura. No entanto, a auséncia
de informacdo sobre determinados parametros clinicos dificulta a sua andlise e respetiva
relacdo. Futuramente, visto que este tipo de carcinoma possui um grande numero de casos
antigos, 2010 a 2015, seria revelante selecionar casos mais recentes, de modo a diminuir a
probabilidade de caréncia de informacao, visto que na atualidade os processos clinicos possuem

mais contetido no que respeita a informacao.

Do mesmo modo, nos 30 carcinomas de tipo NST, na generalidade a maioria dos dados
analisados encontrava-se entre os intervalos referidos na literatura, resultantes de analises
estatisticas similares. No entanto, a grande maioria dos estudos aqui citados inclui carcinomas

que dispunham de diferentes estadios.

5.5.3 AVALIACAO DOS DADOS RELATIVOS A ANALISE DA INFILTRACAO PERITUMORAL COM
OS RESTANTES PARAMETROS CLINICOS, EM CARCINOMAS LOBULARES E CARCINOMAS

DE TIPO NST
No que se refere a associacao entre a infiltragdo peritumoral e a idade das 30 pacientes com

carcinoma lobular, foi obtido um valor de coeficiente de correlacao de -0,082. De acordo com

o valor apresentado, ¢ possivel afirmar que ndo existe qualquer correlagdo entre estas variaveis.
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Em termos da andlise dos carcinomas de tipo NST, foram também analisados os dados
referentes a infiltragdo peritumoral e as idades das pacientes, onde foi determinado um valor de
coeficiente de correlagdo de -0,357, que demonstra a presenca de uma correlagao inversa entre
os 2 dados clinicos. Consequentemente, espera-se que valores mais reduzidos de infiltragao
peritumoral, se relacionem com idades mais avangadas. De acordo com a andlise dos dados, a
média das idades para carcinomas com existéncia de infiltracdo peritumoral ligeira foi de 53
anos, estando esta compreendida entre os 35 e 73 anos. Ja nas 13 situagcdes em que ndo se
encontraram indicios de infiltracdo peritumoral, a média foi de 62 anos, em que 44 anos tinha
como referéncia a idade minima e 81 anos, a idade maxima. Assim sendo, idades mais
avancadas associam-se a auséncia de infiltracdo peritumoral e idades mais jovens apresentam

maior infiltracdo.

Relativamente a correlagdo entre recidiva e infiltrado linfocitario peritumoral em tumores
lobulares, o valor obtido correspondeu a 0,338; sendo este valor positivo, € possivel concluir
que as variaveis se encontram correlacionadas fracamente. Desta forma, ¢ esperado que em
situacdes com uma menor quantidade de infiltragdo peritumoral se encontre uma menor taxa de

presenca de recidiva.

No seguimento da andlise, foi estudada a relagdo entre a infiltracdo peritumoral e a
presenca ou risco de recidiva nas 30 pacientes com carcinoma de tipo NST. Posto isto, foi
estabelecido um valor de coeficiente de correlagdo, tendo este um valor de -0,038. Assim
sendo, ndo foi observada qualquer tipo de correlagdo entre as duas varidveis. Num total de 16
em 30 tumores, ndo havia informacgdes claras que identificassem a presenca de recidiva, pelo

que nao foi possivel estabelecer associagdo entre as variaveis.

No que concerne a associagdo entre a infiltragdo peritumoral e a expressdo de RE e RP
nos carcinomas lobulares, o valor obtido foi de 0,070, o que indica a auséncia de correlagao
entre as varidveis estudadas. No entanto, dos 3 casos identificados como tendo infiltragdo
peritumoral moderada, as expressdes de RE e de RP apresentavam valores acima dos 60%. Na
infiltragdo peritumoral ligeira, dos 4 carcinomas identificados, a maioria apresentava
expressoes de RH superiores a 95%, exceto uma das situagdes que apresentava expressoes de
RP de 10%. De acordo com os achados anteriormente, a infiltracdo peritumoral de tipo ligeiro

e moderado ¢ associada a expressdoes de RE e RP, consideravelmente altas. Assim, tendo em

101



conta a hipdtese proposta, ndo foi possivel estabelecer uma correlagdo entre as varidveis

estudadas, através do valor de coeficiente de correlagao.

A terminar a andlise estatistica entre a infiltragdo peritumoral e os restantes parametros
clinicos, sublinha-se a relagdo estabelecida entre o parametro de foco e a expressao de RH nos
tumores NST. Deste modo, determinou-se um valor de coeficiente de correlagdo entre as
variaveis estudadas, referente a um valor de 0,026. Em concordancia com o valor anteriormente
apresentado, sendo este proximo de 0, ndo ¢ identificada qualquer tipo de correlacdo entre a

infiltracdo de tipo peritumoral e a expressao de RH.

5.5.4 AVALIACAO DOS DADOS RELATIVOS A ANALISE DA INFLAMACAO INTRATUMORAL
COM OS RESTANTES PARAMETROS CLINICOS, EM CARCINOMAS LOBULARES E
CARCINOMAS DE TIPO NST

Relativamente a associagdo da inflamacdo intratumoral e as idades das 30 pacientes com

carcinoma da mama de tipo lobular, o valor de coeficiente de correlagdo, sendo este de -0,138.
Analisando o valor indicado anteriormente, ¢ possivel afirmar que existe uma correlagdo
negativa fraca, assim valores reduzidos de taxa de infiltracdo intratumoral, relacionam-se com
idades mais avangadas. A média das idades obtidas quando presenga de infiltra¢do ligeira foi
de 60 anos, sendo que o minimo de idade observada foi de 46 anos e o maximo de 74 anos.
Respetivamente a infiltracdo intratumoral moderada, a média das idades foi de 65 anos, estando
compreendida entre os 49 e os 80 anos. Segundo a associagdo estabelecida anteriormente seria
esperado que em determinados casos, idades mais avangadas estariam associadas a infiltragdes
intratumorais ligeiras e pacientes mais jovens possuissem indicios de infiltragdo moderada. No
entanto, esta relagdo nao foi verificada a nivel geral, estando presente em apenas escassos casos

clinicos.

Dando continuidade a analise estatistica do presente estudo, foi estabelecida uma relagdo
entre a infiltracdo intratumoral e a idade das pacientes com carcinoma de tipo NST. Assim, foi
determinado um valor de correlagdo de -0,376, que demonstra a presenga de uma correlagao
inversa, isto ¢, valores de infiltracao intratumoral reduzidos, associam-se a idades mais velhas.
De modo a testar a correlagdo anteriormente referenciada, foram analisados de forma minuciosa
todos os dados relativos aos 2 parametros clinicos em estudo. Portanto, a média das idades das

pacientes que ndo dispunham de infiltragdo intratumoral, foi de 64 anos estando esta
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compreendida entre os 44 e 81 anos. Seguidamente, a média das pacientes com infiltracao

ligeira foi de 51 anos, variando entre idades de 35 anos e 73 anos.

De facto, a presenca de infiltragdo intratumoral foi verificada em casos com idades mais
jovens, contrariamente aos casos que ndo possuiam qualquer sinal da mesma, que possuiam
idades mais elevadas. Desta forma, ¢ viavel afirmar que a correlagdo estabelecida vai de

encontro com a correlagio esperada.

No que concerne a presenca ou auséncia de recidiva em neoplasias de tipo lobular, foi
determinada uma correlacdo entre a variavel anteriormente referida e a infiltragdo intratumoral.
Em respeito a medida de correlagdo, foi determinado um valor de coeficiente de correlagio de
0,327, o que indica uma correlacdo positiva fraca. Neste seguimento, € possivel afirmar que o
aumento de risco de recidiva ou presenca da mesma, encontra-se relacionado com valores de
infiltracdo intratumoral mais altos. Através da analise dos dados clinicos, foram identificados
12 casos que ndo possuiam informacao relativamente a recidiva, pelo que esta caréncia de
informagdo pode de algum modo influenciar a andlise estatistica. Por outro lado, o tinico
carcinoma que tinha sinais de recidiva, ndo possuia informacao respetivamente a infiltragao
intratumoral. Do mesmo modo, a anélise estatistica acaba por sofrer alguma alteragdo, devido

a auséncia de dados relevantes ao estudo.

Prosseguindo com a analise estatistica, foram analisados os dados recolhidos entre a
associacdo da infiltragdo intratumoral e a presenca ou auséncia de recidiva, em pacientes com
carcinoma de tipo NST. Assim, no que respeita a correlacdo entre os 2 parametros foi
determinado um valor de 0,101 para a mesma. Assim, ¢ esperado que valores reduzidos de
infiltragcdo intratumoral se associem a auséncia ou escassez de recidiva. Apos andlise detalhada
dos dados recolhidos, foi possivel evidenciar que 2 casos foram identificados pela presenca de
indicios sugestivos de recidiva. Destas 2 situagdes, uma delas ndo apresentava informagdes
relativas a infiltracdo intratumoral e a restante evidenciava infiltracao ligeira. Além disso, 6
casos foram identificados com infiltragdo intratumoral ligeira e auséncia de sinais indicativos
de presenca de recidiva. No entanto 16 carcinomas, ndo dispunham de informacao suficiente

para clarificar a presenca de recidiva, pelo que a sua andlise estatistica foi dificultada.
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Embora apenas um niimero reduzido de casos apresentasse informagdes relativamente aos
2 dados clinicos aqui estudados, efetivamente valores reduzidos ou mesmo auséncia de recidiva

foram associados a valores de infiltragao intratumoral reduzidos.

Por fim, a finalizar a avaliacdo das associag¢des efetuadas entre a infiltracdo intratumoral e os
restantes pardmetros clinicos nos 30 tumores lobulares, analisaram-se os dados recolhidos da
relagd@o entre o parametro de foco e a expressdo de RH. Neste sentido, foi realizada uma analise
referente ao valor de correlagdo entre as duas varidveis associadas. Assim, o valor de correlagao
determinado foi de 0,071, indicando assim a auséncia de uma correlacdo. Através da analise
pormenorizada dos dados, foi possivel observar que a grande maioria dos dados nao dispunha
de sinais de infiltra¢do intratumoral. Além disso, verificou-se uma grande variabilidade no que
se refere aos dados relativos a expressdo de RH. Deste modo, torna-se dificil estabelecer uma

correlacdo entre as varidveis apresentadas.

Para finalizar a andlise da infiltragdo intratumoral no caso dos 30 carcinomas NST,
estabeleceu-se uma associagdo entre o parametro de foco e a expressao de RH. De acordo com
os dados obtidos segundo a andlise estatistica, foi de igual modo calculado o valor de coeficiente
de correlagdo entre as variaveis, sendo este de 0,060. Desta forma, visto que o valor se aproxima
de 0, ndo ¢ possivel verificar uma correlagdo entre os parametros estudados. Tendo em conta
os dados dos 30 carcinomas de tipo NST, verificou-se uma grande variabilidade no que respeita
os valores de infiltracdo intratumoral e a expressdo de RH. Assim, a identificacdo de uma
correlacdo entre as duas varidveis em estudo, ¢ dificultada, ndo sendo possivel determinar a

mesma.

5.5.5 AVALIACAO DOS DADOS RELATIVOS A ANALISE DA EXPRESSAO DE KI-67 E OS
RESTANTES PARAMETROS CLINICOS, EM CARCINOMAS LOBULARES E CARCINOMAS DE
TIPO NST

A finalizar a analise estatistica dos carcinomas lobulares, apresentou-se o estudo da
expressao de Ki-67 em conjunto com os restantes dados clinicos. No que respeita a correlagao
entre a expressdo de Ki-67 e a idade, foi determinado um valor de coeficiente de correlagao,
sendo este de -0,109. Deste modo, ¢ plausivel afirmar que existe uma correlagdo inversa entre
as variaveis, isto ¢, valores de expressdo de Ki-67 menores relacionam-se com idades mais

avancadas. De acordo com a andlise de dados suplementares, 19 casos evidenciaram valores de
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expressao de Ki-67 inferiores a 15%, sendo caracterizados como valores de expressao
relativamente baixos. A média das idades verificada nesta associagdo foi de 61 anos, entre um
intervalo de 42 e 83 anos. Por outro lado, para valores de expressdes de Ki-67 superiores a 15%,
foram identificados 5 carcinomas. Assim, a média das idades verificada para a situagdo
anteriormente referenciada foi de 62 anos, estando esta compreendida entre os 45 e 83 anos.
Em contrapartida, 7 das neoplasias ndo possuia informacdo relativamente a expressdo do
biomarcador. Assim, € possivel afirmar que os dados vao de encontro ao esperado, em situagdes
de expressdes de Ki-67, de valores reduzidos, a média das idades foi ligeiramente inferior a

média das idades determinada em expressdes de Ki-67 mais elevadas.

Para terminar a analise estatistica dos dados obtidos no que concerne os carcinomas de tipo
NST, enuncia-se assim as conclusdes provenientes das relacdes efetuadas entre a expressao do

biomarcador Ki-67 e os restantes dados clinicos.

Primeiramente, em andlise da correlacdo entre a expressdo da proteina Ki-67 e a idade das
pacientes, foi determinado um valor de coeficiente de correlagdo de 0,271, que indica a presenga
de uma correlacdo entre os 2 parametros clinicos. Assim, ¢ esperado que idades mais jovens se
encontrem relacionadas com expressdes de Ki-67 elevadas. Para testar a correlagdo anterior, foi
feito um levantamento das idades das pacientes e respetivos valores de expressdo de Ki-67.
Desta forma, para expressdes de Ki-67 inferiores a 15%, a média das idades das pacientes foi
de 53 anos, estando esta compreendida entre os 41 e 72 anos. Por outro lado, para expressdes
de Ki-67 superiores aos 15%, a média das idades determinada foi de 61 anos, entre um intervalo

de 43 e 81 anos.

Neste seguimento, ¢ possivel comprovar a correlacdo estabelecida, salientando que idades mais
jovens se associam a valores de expressdo de Ki-67 mais reduzidos, em carcinomas de tipo

NST.

Dando continuidade a anélise estatistica entre a expressdo de Ki-67 e a recidiva dos tumores
lobulares, foram analisados os resultados obtidos do estudo estatistico. Dos valores obtidos
obteve-se o valor de coeficiente de correlagao de 0,222, pelo que as variaveis se correlacionam
proporcionalmente, isto €, valores de expressao de Ki-67 elevados, associam-se de igual modo
a presenca de sinais de recidiva. E de referir que 12 dos casos clinicos estudados ndo possuiam

informagao referentemente ao estado de recidiva.
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A associagdo entre a expressao de Ki-67 e a presenca ou auséncia de recidiva, foi igualmente
estudada nos carcinomas NST. Deste modo, foi determinado um valor de coeficiente de
correlacdo entre as duas variaveis 0,148. De acordo com este valor ¢ possivel identificar uma
correlacdo entre os dados, isto ¢, valores de expressdo de Ki-67 baixos, associam-se a auséncia
de recidiva. Dos dados apresentados, apenas 2 casos revelaram sinais de recidiva, tendo todos
expressoes de Ki-67 superiores a 15%. No entanto, dos 12 carcinomas com auséncia de
recidiva, apenas 2 possuiam valores de expressao de Ki-67 inferiores a 15%. Neste seguimento,
a associacdo da correlacdo aplica-se apenas as neoplasias com presenga de recidiva, com valores
de expressdo superiores a 15%. Por outro lado, seria de extremo interesse clarificar as
informagdes quanto ao estado ou probabilidade de recidiva, de modo a classificar os dados em

apenas dois grupos: ausente e presente.

Do mesmo modo, foi realizada uma andlise estatistica entre a expressdo de Ki-67 ¢ a
infiltracdo de tipo peritumoral, em carcinoma lobulares. Assim, foi identificado um valor de
coeficiente de correlagdo de 0,545, o que indica a presen¢a de uma correlagdo moderada entre
os parametros clinicos, isto é, valores de expressdo reduzidos, associam-se a valores de
infiltracdo peritumoral igualmente reduzidos. No seguimento da andlise, foram identificados 2
carcinomas que continham informagdes no sentido da existéncia de expressao de Ki-67 inferior
a 15% e igualmente uma expressao de infiltragdo peritumoral ligeira. No caso da infiltragdo
moderada, também foram identificadas 3 neoplasias, no entanto uma destas ndo possuia
informacdo relativamente a expressdo de Ki-67, um outro caso apresentava valores de
expressoes inferiores a 15% e contrariamente, o restante carcinoma apresentava expressoes de

Ki-67 superiores a 15%.

De acordo com a relacdo supramencionada, era esperado que valores de expressdes de Ki-
67 reduzidos fossem associados a valores elevados de infiltragao peritumoral. Em determinados
casos, foi possivel verificar a associag¢@o anteriormente referida. No entanto, visto que a maioria
dos casos clinicos ndo demonstravam sinais de infiltragdo peritumoral, ndo se verificou uma

grande variabilidade entre os dados.

No que respeita a associacdo entre a expressdo de Ki-67 e a infiltragdo peritumoral, foi
efetuada uma analise estatistica englobando os 30 carcinomas NST, similar as andlises ja

mencionadas.
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Desta forma, foi calculado um valor de coeficiente de correlagao encontrado foi de -0,363
indicando a presenca de uma correlacio inversa entre as variaveis. Deste modo, ¢ esperado que
valores de expressdo de Ki-67 reduzidos estejam relacionados com elevados indices de
infiltragdo peritumoral. Com o intuito de comprovar a correlagdo anteriormente referenciada,
efetuou-se uma analise de forma minuciosa. Desta forma, 19 carcinomas foram identificados
com valores de expressao da proteina Ki-67 superiores a 15%, ao qual 12 ndo possuiam sinais
de infiltracdo peritumoral e as restantes neoplasias revelavam sinais de infiltragdo peritumoral
ligeiros. Para valores de expressdo inferiores a 15%, foram encontradas 6 situagdes, em que
todos os tumores apresentavam infiltracao peritumoral. Assim, ¢ possivel validar a correlagao
efetuada, visto que valores de expressdo de Ki-67 reduzidos, associam-se a valores de

infiltragdo peritumoral mais elevados.

Relativamente a associacdo entre a infiltracdo intratumoral e a expressdo de Ki-67 nos
carcinomas lobulares, foi aplicada uma andlise estatistica semelhante as associagdes realizadas

para os restantes parametros de interesse.

Desta forma, o valor de coeficiente de correlagdo determinado, foi de 0,564, pelo que ¢
identificada uma correlagdo moderada entre as variaveis. Por conseguinte, valores de expressao
de Ki-67 reduzidos, associam-se a valores de infiltracdo intratumoral igualmente reduzidos.
Como complemento da analise estatistica, foi efetuado um levantamento do niimero de casos
que revelavam sinais de infiltracdo intratumoral. Neste seguimento, 2 carcinomas foram
identificados com evidéncias de infiltracdo intratumoral moderada, ao qual uma das situagdes
ndo possuia informacdo relativamente a expressao de Ki-67 e a outra neoplasia possuia
percentagens de Ki-67 superiores a 15%. No grupo da infiltracdo intratumoral ligeira,
identificaram-se 5, dos quais 2 apresentavam valores de expressdo inferiores a 15% e 3
apresentavam valores iguais a 15%. Os restantes carcinomas ndo dispunham de informagdes no

que concerne as duas variaveis aqui estudadas.

A relagdo entre a expressdo de Ki-67 e a infiltragdo intratumoral em tumores NST, foi
também abordada e os seus dados foram igualmente analisados. Assim, para valor de
coeficiente de correlagdo, o valor determinado foi de -0,400, relevando assim uma correlagao
inversa entre os parametros analisados. Assim, espera-se que valores de expressdo de Ki-67
reduzidos, se associem a valores de infiltracdao intratumoral elevados. De modo a avaliar a

correlacdo proposta, os dados recolhidos resultantes da associacdo estabelecida foram
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analisados. Por esta via, foram identificados 11 carcinomas com valores de expressao inferiores
ou iguais a 15%, ao qual 2 destas situacdes ndo possuiam infiltragdo intratumoral e os restantes
9, apresentavam achados sugestivos de infiltracdo intratumoral ligeira. Por outro lado, 19
neoplasias foram identificadas pela expressao de Ki-67 superior aos 15%, sendo que 12 destas
ndo possuiam sinais de infiltracdo intratumoral e os restantes 7 casos, relevavam sinais de

infiltra¢do intratumoral ligeira.

Desta forma, ¢ possivel afirmar que valores de expressao de Ki-67 reduzidos, sdo associados
a valores de infiltragdo intratumoral elevados, comparativamente a valores de expressao de Ki-

67 superiores a 15%.

Por fim, foi efetuada do mesmo modo uma associacdo entre a expressdo de Ki-67 e a
expressdo de RH, em carcinomas lobulares. Para este efeito, foi determinado um valor de
coeficiente de correlagdo de 0,136. De acordo com o valor apresentado anteriormente, €
possivel afirmar que existe uma correlacdo entre as variaveis, isto ¢, valores reduzidos de
expressdo de Ki-67 associam-se a valores igualmente baixos de expressdo dos RH. Neste
sentido, foram assim identificados 11 carcinomas com uma expressao de Ki-67 inferior a 15%,
sendo que os mesmos obtiveram expressdes de RH de 95%, outros 3 casos obtiveram
expressoes de RE iguais a 95%, mas expressdoes de RP inferiores a 80%. Além disso, foi
identificado uma neoplasia que revelava uma expressao de 75% para RE e 2% RP, com uma
expressao de Ki-67 igualmente inferior a 15%. Com expressdes de Ki-67 superiores a 15%,
foram identificadas 5 situacdes, no qual 3 destas possuiam expressdes de RH superiores a 90%
e os restantes casos apresentavam expressoes de RH inferiores ou iguais a 80%. No seguimento
desta analise, ¢ possivel concluir que a relagdo anteriormente estabelecida aplica-se aos dados
apresentados, embora seja possivel identificar neoplasias com expressoes de Ki-67 reduzidas e
contrariamente, expressdes de RH elevadas. No entanto, a grande maioria dos 4 casos
identificados com expressdes de Ki-67 superiores a 15%, possuia de igual modo expressodes de

RH elevadas.

Do mesmo modo, para finalizar a andlise estatistica das relagdes estabelecidas entre os
parametros de interesse e os restantes dados clinicos nos 30 tumores NST, foi analisada a

relacdo estabelecida entre a expressdo de Ki-67 e a expressdo de RH.
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Para isso, foi determinado o valor de coeficiente de correlagdo de -0,246, foi possivel
identificar uma correlacdo inversa entre os 2 parametros clinicos. Assim, espera-se que valores
de expressdo de Ki-67 reduzidos, estabelegam uma associacao com valores de expressao de RH
elevados. Como forma completar a correlacdo identificada, foram reconhecidos 6 carcinomas
com expressdes de Ki-67 inferiores aos 15% e expressdes de RH de maioritariamente superiores
a 80%, para ambos os recetores. Apesar da grande variabilidade de valores de expressao de RH,
em situagdes com expressdes de Ki-67 superiores a 15%, foram identificadas 6 neoplasias com

auséncia de expressao do RP.

Desta forma, valida-se a correlagdo entre valores de expressdo de Ki-67 mais elevados,

encontram-se associados a valores de expressao de RH mais reduzidos.

Nao obstante, segundo a literatura existe uma variabilidade entre os diferentes laboratorios,
no que se refere ao valor de Ki-67. Assim, ¢ recomendada a utilizacio da informagao
proveniente do estudo da proteina, mas sempre tendo em conta os valores de referéncia do

laboratorio, visto que estes podem ser distintos consoante o laboratério (Focke et al., 2017).

Embora se tenha verificado um nimero reduzido de casos clinicos que revelavam sinais de
expressao de HER2, foram de igualmente analisados todos os dados. No que respeita a idade
dos carcinomas identificados, no caso dos carcinomas lobulares, uma das pacientes apresentava
uma idade inferior a 50 anos e a outra paciente, possuia uma idade superior aos 50 anos de
idade. No entanto, nos 2 carcinomas de tipo NST, ambas pacientes possuiam idades inferior
aos 50 anos. Segundo dados de estudos precedentes, a expressao de HER?2 ¢ observada em casos
clinicos com idades inferiores aos 50 anos de idade, sendo que os dados aqui apresentados vao
de encontro com o esperado (Seo et al., 2006). Ja na avaliacdo da expressao de Ki-67, dos 3
carcinomas que possuiam dados relativamente a este parametro, um deles apresentava valores
de expressdo da proteina inferiores a 15%, um outro carcinoma demonstrava valores iguais a
15% e por fim, o restante carcinoma possuia valores superiores a 15%. E de referir que as
expressoes com valores mais elevados, correspondem aos casos clinicos de carcinoma de tipo
NST. De acordo com estudos previamente realizados, valores de sobre expressdo de HER?2,
foram associados a valores de expressao de Ki-67 elevados (Shokouh et al., 2015). No entanto,

no presente estudo ndo foi observada a associagdo anteriormente referida.
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6 CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

Muitos s3o os estudos realizados com o intuito de fornecer resposta a tantas questdes
colocadas na area do cancro da mama. O valor dos biomarcadores e a sua utilidade clinica estao
em constate avaliagdo, de forma a esclarecer as numerosas duvidas existentes. No entanto, até
a presente dada ainda ndo foi possivel chegar a um consenso relativamente a alguns destes
biomarcadores, existindo na literatura muitas publicagdes com resultados contraditorios.
Efetivamente, os valores determinados em estudos cientificos por vezes apresentam-se com
uma grande discrepancia entre si, as opinides e hipoteses dos autores rumam em diregdes
opostas, dificultando assim todo este processo. Nesse sentido, o presente projeto foi idealizado
de forma a contribuir para esta pesquisa que carece de respostas. Trata-se de uma série pequena,
em que se identificaram no decorrer do estudo muitas lacunas no que se refere a variaveis
clinicas, mas também a variaveis bioldgicas, mas que apesar de tudo permitiu tirar algumas
conclusdes, que deverdo obviamente ser validadas através de novos estudos. Através da sele¢ao
dos carcinomas da mama mais frequentes, esperou-se contribuir com alguns dados cientificos,

ou comprovar os dados ja existentes.

Na literatura, todos os estudos existentes analisaram de uma forma generalizada os tumores
de tipos diferentes, com séries muito heterogéneas quer do ponto de vista histolégico quer do
ponto de vista clinico e de estadio. Desta forma, tentou-se nesta série uma analise focada em

tumores com caracteristicas similares de estadiamento clinico.

Muitos foram os dados recolhidos no decorrer do presente estudo, e foram avaliadas relagdes
entre varidveis clinicas e caracteristicas histologicas dos diferentes tipos de carcinomas nesta
série. Em relacdo a andlise dos 60 carcinomas em simultaneo, a grande maioria das correlagdes
encontradas foram de encontro com os dados disponiveis na literatura, muito devido a dimensao
da amostra. J4 na analise dos 30 carcinomas de tipo lobular e de tipo NST em separado, também
foram estabelecidas diversas correlacdes entre as varidveis. Em suma, € possivel constatar que
a média das idades determinada (61 anos) para o carcinoma lobular se encontrava no intervalo
esperado. Por outro lado, no que respeita a média das idades das 30 pacientes com carcinoma
de tipo NST, o valor determinado foi de 57 anos de idade. Relativamente a existéncia de
metastizacdo, também este dado clinico se encontrava inserido entre os intervalos descritos por
outros estudos cientificos. De igual modo, encontram-se dentro dos valores descritos os valores

de expressdo de RH identificados nos 30 casos de carcinoma do tipo NST. Ademais,
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salientaram-se valores elevados de expressdo de RH, alcancando valores superiores a 90%. Nao
obstante, a presenca de recidiva numa percentagem de 6,6%, insere-se de igual modo no

intervalo de valores sugeridos pela literatura para carcinomas da mama de tipo luminal.

Para os carcinomas lobulares, em termos da avaliacdo de episddios de metastizacdo, a
correlacdo com os outros parametros clinicos foi dificultada, pela escassez de dados porque
muitos dos casos dos carcinomas lobulares ndo tinham registo dessa informagdo. No que
concerne ao parametro de recidiva, apesar da escassez de dados referentes a este achado clinico,

foi possivel determinar uma percentagem, estando esta dentro dos valores de referéncia.

Por outro lado, a analise da expressdo de RH revelou a existéncia de algumas correlagdes
entre os parametros avaliados. Registou-se um elevado niimero de casos de tumores lobulares
com expressoes de RE superiores a 90%, contrariamente a expressao de RP, que revelou

menores expressoes.

Em relagdo aos parametros de foco do presente estudo, a infiltracdo peritumoral em
carcinomas NST teve uma correlagdo negativa com a idade das pacientes, retirando-se desta
andlise, que ¢ esperado que idades mais avancadas estejam associadas a valores de infiltragao
peritumoral mais reduzidos. Este aspeto pode ser explicado pela maior “eficacia” do sistema
imune nas doentes mais jovens. Por outro lado, a relagdo entre a infiltracdo peritumoral e o
estado de recidiva nos tumores lobulares revelou a existéncia de uma correlag@o positiva. De
forma contraria, a relacdo definida entre a infiltracdo peritumoral e o estado de recidiva em

carcinomas NST, ndo demonstrou ter qualquer tipo de correlagdo.

Do mesmo modo, a associagdo estabelecida entre a infiltracdo peritumoral e a expressdo de
RH em carcinomas lobulares e carcinomas de tipo NST, ndo revelou a existéncia de correlagao

entre as variaveis.

No que respeita a infiltracdo intratumoral e a idade das pacientes com carcinoma lobular, as
duas variaveis correlacionam-se de forma inversa, esperando-se assim que taxas de infiltragdes
intratumorais mais elevadas, estejam associadas a idades mais jovens. Do mesmo modo, em
tumores de tipo NST, a infiltragdo intratumoral encontra-se correlacionada a idade, estando as

variaveis igualmente correlacionadas inversamente.
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Por outra perspetiva, a infiltracdo intratumoral e o estado de recidiva presente nas 30
participantes com neoplasias lobulares deste estudo, encontravam-se correlacionadas de forma
positiva. Em relacdo a infiltra¢do intratumoral e ao estado de recidiva em tumores NST, também

o estudo estatistico revelou a existéncia de uma correlagdo positiva.

No que respeita a associagdo definida entre a infiltracdo intratumoral e a expressdo de RH,
a mesma nao demonstrou existéncia de correlagdo em carcinomas lobulares.
Concordantemente, os valores obtidos entre a relagdo da infiltragdo intratumoral e o estado de
expressao de RH entre carcinomas de tipo NST, também ndo revelaram estar correlacionados

entre si.

Por outro lado, também a associagdo entre a expressao do biomarcador Ki-67 e a expressao
de RH revelou um maior nimero de correlagdes, sendo o parametro de interesse mais
correlacionado com as outras variaveis clinicas. E de referir que de acordo com os registos de
carcinomas de tipo lobular, foram estabelecidas 2 correlagdes positivas moderadas, e ter a
expressdo deste biomarcador e o estado de infiltracdo peritumoral e intratumoral. Por outro
lado, a idade, o estado de recidiva, bem como a expressio de RH, encontravam-se
correlacionadas de forma fraca com a expressdo de Ki-67. Da mesma forma, em carcinomas
de tipo NST, a expressdo de Ki-67 e a infiltragdo intratumoral revelaram correlagdo moderada,
embora negativa correlacionando-se assim inversamente. Por outra via, a idade, o estado de
infiltragdo peritumoral, o estado de recidiva e a expressio de RH, encontravam-se
correlacionados de forma fraca com o biomarcador, sendo que a infiltragdo peritumoral e a

expressdao de RH, correlacionavam-se inversamente com a expressao de Ki-67.

No tocante a expressdo de HER2, poucos foram os carcinomas que apresentavam
amplificacdo deste marcador pelo que nao foi possivel fazer qualquer estudo estatistico

significativo relativamente a este biomarcador.

A escassez de correlagcdes moderadas ou fortes nos casos clinicos aqui estudados, encontra-
se relacionada ao facto da constante insuficiéncia de informag¢do encontrada, maioritariamente
nos carcinomas lobulares e a dimensao reduzida desta amostra. Um dos fatores influenciadores
para esta relacdo, ¢ o facto da maioria dos carcinomas lobulares aqui estudados, serem bastante
antigos e portanto, com menos informagao clinica, visto que algumas das variaveis estudadas

ndo eram consideradas de relevancia clinica a data do diagndstico e portanto, ndo eram
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avaliadas ou ndo foram registadas. Assim, sugere-se a andlise de casos mais recentes de modo

a incluir maior informagao referente as varidveis clinicas e bioldgicas.

O estudo desta série permitiu avaliar a evolugdo dos relatorios clinicos e
anatomopatologicos. Assim, nos casos mais atuais foi possivel encontrar e recolher um maior
conteudo de informacdo clinica e das caracteristicas da biologia relativamente a cada tumor.
Com a realizagdo da presente pesquisa, verificou-se que relatorios atuais contém
frequentemente referéncias que contribuem de uma forma muito importante, para o diagndstico
do tumor, mas também fatores de prognostico e resposta preditiva de terapéutica, contribuindo

assim para a orientacdo correta de cada caso.

A morfologia e outras caracteristicas das células cancerigenas, sdo alguns dos requisitos de
extrema importancia na hora do diagnostico clinico e portanto, deve-se dar o devido destaque
a todos estes fatores. Torna-se muito relevante estudar e analisar minuciosamente cada caso,

incluindo toda a informagdo que pode ser importante para o progndstico de cada caso.
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8 ANEXOS
Anexo A

Tabela A.1: Analise dos 30 carcinomas lobulares. Descri¢ao de diversos parametros clinicos:
RH, follow-up, recidiva, metastase, idade, infiltragdo peritumoral, intratumoral e expressdo de

Ki-67.

Caracteristicas N =30!

RE ¢ RP
100% RE e 0% RP 2 (6.7%)
100% RE e 100% RP 3 (10%)
100% RE e 90% RP 2 (6.7%)
100% RE e 95% RP 1(3.3%)
75% RE e 2% RP 1(3.3%)
80% RE ¢ 0% RP 1(3.3%)
80% RE e 60% RP 1(3.3%)
95% RE e 0% RP 1(3.3%)
95% RE ¢ 10% RP 1(3.3%)
95% RE e 100% RP 1(3.3%)
95% RE e 75% RP 1(3.3%)
95% RE ¢ 80% RP 1(3.3%)
95% RE e 95% RP 11 (37%)
98% RE ¢ 50% RP 1(3.3%)
Incerteza 2 (6.7%)

Follow-up
Faleceu 1(3.3%)
Viva 29 (97%)

Recidiva
Ausente 17 (57%)
Incerteza 12 (40%)
Presente 1(3.3%)

Metastases
Ausente 14 (47%)
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Caracteristicas N =30!

Incerteza 14 (47%)
Presente 2 (6%)
Idade 61(39-83)

Infiltracao Peritumoral

Ausente 1(3.3%)
Incerteza 22 (73%)
Ligeiro 4 (13.3%)
Moderado 3 (10%)

Infiltracio Intratumoral

Ausente 5(17%)
Incerteza 18 (60%)
Ligeiro 5 (17%)
Moderado 2 (6%)
Ki-67
10% 4 (13%)
10,3% 1(3.3%)
10,5% 1(3.3%)
11,5% 1(3.3%)
12% 2 (6.7%)
13,3% 1(3.3%)
15% 3 (10%)
20% 2 (6.7%)
25% 1(3.3%)
5% 2 (6.7%)
5,6% 1(3.3%)
50% 1(3.3%)
6,3% 1(3.3%)
7,5% 1(3.3%)
8,6% 1(3.3%)
Incerteza 7 (23.3%)
'n (%); Mean (Range)
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Tabela A.2: Analise dos 30 carcinomas NST. Descri¢do de diversos parametros clinicos: RH,
follow-up, recidiva, metéstase, idade, infiltragdo peritumoral, intratumoral e expressao de Ki-
67.

Caracteristicas N=30!
RE ¢ RP
0% RE e 0% RP 2 (6.7%)
100% RE e 0% RP 3 (10%)
100% RE e 100% RP 11 (37%)
100% RE e 50% RP 1 (3.3%)
100% RE e 80% RP 1 (3.3%)
100% RE e 90% RP 2 (6.7%)
100% RE e 95% RP 1 (3.3%)
50% RE e 0% RP 1 (3.3%)
75% RE e 60% RP 1 (3.3%)
90% RE e 0% RP 1 (3.3%)
95% RE e 0% RP 1 (3.3%)
95% RE e 95% RP 5 (17%)
Incerteza 0 (0%)
Follow-up
Faleceu 0 (0%)
Viva 30 (100%)
Recidiva
Ausente 12 (40%)
Incerteza 18 (53%)
Presente 2 (6.7%)
Metastases
Ausente 19 (63%)
Incerteza 11 (37%)
Presente 0 (0%)
Idade 57 (35-81)

132



Caracteristicas

N=30'

Infiltracao Peritumoral
Ausente
Incerteza

Ligeiro

Moderado
Infiltracio Intratumoral

Ausente

Incerteza

Ligeiro

Moderado
Ki-67
10%
15%
20%
22%
25%
30%
35%
40%
5%

8%

Incerteza

13 (43%)
0 (0%)

17 (53%)
0 (0%)

14 (47%)
0 (0%)

16 (53%)
0 (0%)

4 (13%)
5 (17%)
4 (13%)
1 (3.3%)
6 (20%)
4 (13%)
2 (6.7%)
2 (6.7%)
1 (3.3%)

1 (3.3%)
0 (0%)

'n (%); Mean (Range)
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Anexo B

Tabela B.1: Andlise das relacdes estabelecidas dos 30 carcinomas lobulares, entre a infiltragdo
peritumoral e os restantes parametros clinicos: RH, recidiva, metastases, idade, infiltracao.

Caracteristicas Ausente, N =1' Incerteza, N = 22! Ligeiro, N = 4! Moderado, N = 3! p-value®
RE e RP 0.10
100% RE ¢ 0% RP 0 (0%) 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
100% RE ¢ 100% RP 0 (0%) 2 (67%) 1 (33%) 0 (0%)
100% RE e 90% RP 0 (0%) 1 (50%) 0 (0%) 1 (50%)
100% RE ¢ 95% RP 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
75% RE ¢ 2% RP 0 (0%) 1(100%) 0 (0%) 0 (0%)
80% RE ¢ 0% RP 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
80% RE e 60% RP 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)
95% RE e 0% RP 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
95% RE e 10% RP 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
95% RE e 100% RP 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
95% RE e 75% RP 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
95% RE ¢ 80% RP 0 (0%) 1(100%) 0 (0%) 0 (0%)
95% RE ¢ 95% RP 1(9.1%) 10 (91%) 0 (0%) 0 (0%)
98% RE e 50% RP 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
Incerteza 0 (0%) 1 (50%) 0 (0%) 1 (50%)
Recidiva 0.3
Ausente 0 (0%) 15 (88%) 1(5.9%) 1(5.9%)
Incerteza 1 (8.3%) 6 (50%) 3 (25%) 2 (17%)
Presente 0 (0%) 1(100%) 0 (0%) 0 (0%)
Metastases 0.14
Ausente 1 (7.1%) 7 (50%) 4 (29%) 2 (14%)
Incerteza 0 (0%) 13 (93%) 0 (0%) 1(7.1%)
Presente 0 (0%) 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Idade 47 (47 - 47) 61 (39 - 83) 56 (43 - 74) 67 (49 - 80) 05
Infiltragio Intratumoral <0.001
Ausente 0 (0%) 4 (80%) 1(20%) 0 (0%)
Incerteza 0 (0%) 18 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Ligeiro 1 (20%) 0 (0%) 3 (60%) 1 (20%)
Moderado 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%)
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Ki-67

10%

10.3%

10.5%

11.5%

12%

13.3%

15%

20%

25%

5%

5.6%

50%

6.3%

7.5%

8.6%

Incerteza

0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
1 (50%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

0 (0%)

4 (100%)
1 (100%)
1 (100%)
0 (0%)
1 (50%)
1 (100%)
0 (0%)
2 (100%)
1 (100%)
1 (50%)
1 (100%)
0 (0%)
1 (100%)
1 (100%)
1 (100%)

6 (86%)

0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

1 (100%)
1 (50%)
0 (0%)
2 (67%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
1(33%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

1 (100%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

1 (14%)

0.2

'n (%); Median (IQR)

2Fisher's exact test; Kruskal-Wallis rank sum test
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Tabela B.2: Analise das relagdes estabelecidas dos 30 carcinomas NST, entre a infiltragdo peritumoral e os
restantes parametros clinicos: RH, recidiva, metéstases, idade, infiltragdo intratumoral e expressao de Ki-67.

Caracteristicas Ausente, N = 13! Incerteza, N = 0! Ligeiro, N = 17' Moderado, N p-value®
=0
RE e RP 0.3
0% RE e 0% RP 1 (50%) 0 (0%) 1 (50%) 0 (0%)
100% RE e 0% RP 1 (33%) 0 (0%) 2 (67%) 0 (0%)
100% RE e 100% RP 4 (36%) 0 (0%) 7 (64%) 0 (0%)
100% RE e 50% RP 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
100% RE e 80% RP 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
100% RE e 90% RP 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%) 0 (0%)
100% RE e 95% RP 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
50% RE e 0% RP 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
75% RE e 60% RP 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
90% RE e 0% RP 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
95% RE e 0% RP 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
95% RE e 95% RP 3 (60%) 0 (0%) 2 (40%) 0 (0%)
Recidiva 0.038
Ausente 5 (42%) 0 (0%) 7 (58%) 0 (0%)
Incerteza 7 (44%) 0 (0%) 9 (56%) 0 (0%)
Presente 1 (50%) 0 (0%) 1 (50%) 0 (0%)
Metastases 0.001
Ausente 11 (58%) 0 (0%) 8 (42%) 0 (0%)
Incerteza 2 (18%) 0 (0%) 9 (82%) 0 (0%)
Presente 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Idade 62 (44 - 81) NA (NA, NA) 53 (35-73) NA (NA, NA) 0.046
Infiltracio Intratumoral <0.001
Ausente 12 (86%) 0 (0%) 2 (14%) 0 (0%)
Incerteza 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Ligeiro 1 (6.3%) 0 (0%) 15 (94%) 0 (0%)
Moderado 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
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Ki-67

10%

15%

20%

22%

25%

30%

35%

40%

5%

8%

Incerteza

0 (0%)

1 (20%)

4 (100%)

1 (100%)

3 (50%)

1 (25%)

2 (100%)

1 (50%)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

4 (100%)

4 (80%)

0 (0%)

0 (0%)

3 (50%)

3 (75%)

0 (0%)

1 (50%)

1 (100%)

1 (100%)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%0)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%0)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

0.006

'n (26); Median (IQR)

2Fisher's exact test; Kruskal-Wallis rank sum test

137



Anexo C

Tabela C.1: Andlise das relagdes estabelecidas dos 30 carcinomas lobulares, entre a infiltracdo intratumoral e os
restantes parametros clinicos: RH, recidiva, metéstases, idade, infiltracao peritumoral e expressao de Ki-67.

Caracteristicas Ausente, N = 5! Incerteza, N = 18! Ligeiro, N = 5! Moderado ,N=2! p-value’
RE e RP 0.14
100% RE e 0% RP 1 (50%) 1 (50%) 0 (0%) 0 (0%)
100% RE e 100% RP 1 (33%) 1 (33%) 1 (33%) 0 (0%)
100% RE e 90% RP 0 (0%) 1 (50%) 1 (50%) 0 (0%)
100% RE e 95% RP 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
75% RE ¢ 2% RP 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
80% RE ¢ 0% RP 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
80% RE ¢ 60% RP 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)
95% RE ¢ 0% RP 0 (0%) 1(100%) 0 (0%) 0 (0%)
95% RE e 10% RP 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
95% RE e 100% RP 0 (0%) 1.(100%) 0 (0%) 0 (0%)
95% RE e 75% RP 1.(100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
95% RE e 80% RP 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
95% RE € 95% RP 1(9.1%) 9 (82%) 1(9.1%) 0 (0%)
98% RE e 50% RP 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Incerteza 0 (0%) 1 (50%) 0 (0%) 1(50%)
Recidiva 0.5
Ausente 4 (24%) 11 (65%) 1(5.9%) 1 (5.9%)
Incerteza 1 (8.3%) 6 (50%) 4 (33%) 1 (8.3%)
Presente 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Metastases 0.016
Ausente 4(29%) 4(29%) 5 (36%) 1(7.1%)
Incerteza 1 (7.1%) 12 (86%) 0 (0%) 1(7.1%)
Presente 0 (0%) 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Idade 63 (43 -83) 60 (39 - 83) 60 (46 - 74) 65 (49 - 80) 0.9
Infiltracao Peritumoral <0.001
Ausente 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
Incerteza 4 (18%) 18 (82%) 0 (0%) 0 (0%)
Ligeiro 1(25%) 0 (0%) 3 (75%) 0 (0%)

Moderado 0 (0%) 0 (0%) 1 (33%) 2 (67%)



Ki-67
10%
10,3%
10,5%
11,5%
12%
13,3%
15%
20%
25%
5%
5,6%
50%
6,3%
7,5%
8,6%

Incerteza

0 (0%)
1 (100%)
0 (0%)
1 (100%)
1 (50%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
1 (100%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

1 (14%)

4 (100%)
0 (0%)
1 (100%)
0 (0%)
0 (0%)
1 (100%)
0 (0%)
2 (100%)
0 (0%)
1 (50%)
1 (100%)
0 (0%)
1 (100%)
1 (100%)
1 (100%)

5(71%)

0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
1(50%)
0 (0%)
3 (100%)
0 (0%)
0 (0%)
1 (50%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

1 (100%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

1 (14%)

0.031

'n (%); Mean (Range)

“Fisher's exact test; Kruskal-Wallis rank sum test
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Tabela C.2: Andlise das relagdes estabelecidas dos 30 carcinomas NST, entre a infiltragdo intratumoral e os

restantes parametros clinicos: RH, recidiva, metéstases, idade, infiltracdo peritumoral e expressao de Ki-67.

Caracteristicas Ausente, N = 14! Incerteza, N = 1! Ligeiro, N = 16! Moderado, N = 1! p-value?
RE e RP 0.5
0% RE e 0% RP 1(50%) 0 (0%) 1 (50%) 0 (0%)
100% RE e 0% RP 1 (33%) 0 (0%) 2 (67%) 0 (0%)
100% RE e 100% RP 5 (45%) 0 (0%) 6 (55%) 0 (0%)
100% RE e 50% RP 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
100% RE e 80% RP 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
100% RE e 90% RP 1 (50%) 0 (0%) 1 (50%) 0 (0%)
100% RE e 95% RP 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
50% RE e 0% RP 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
75% RE e 60% RP 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
90% RE e 0% RP 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
95% RE e 0% RP 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
95% RE e 95% RP 2 (40%) 0 (0%) 3 (60%) 0 (0%)
Recidiva 0.036
Ausente 6 (50%) 0 (0%) 6 (50%) 0 (0%)
Incerteza 7 (44%) 0 (0%) 9 (56%) 0 (0%)
Presente 1 (50%) 0 (0%) 1 (50%) 0 (0%)
Metastases 0.003
Ausente 11 (58%) 0 (0%) 8 (42%) 0 (0%)
Incerteza 3 (27%) 0 (0%) 8 (73%) 0 (0%)
Presente 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Idade 64 (44 - 81) NA (NA - NA) 51 (35-73) NA (NA- NA) 0.007
Infiltracio Peritumoral <0.001
Ausente 12 (92%) 0 (0%) 1 (7.7%) 0 (0%)
Incerteza 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Ligeiro 2 (12%) 0 (0%) 15 (88%) 0 (0%)
Moderado 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Ki-67 0.2
10% 1 (25%) 0 (0%) 3 (75%) 0 (0%)
15% 1 (20%) 0 (0%) 4 (80%) 0 (0%)
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20%

22%

25%

30%

35%

40%

5%

8%

Incerteza

3 (75%)
1 (100%)
3 (50%)
2 (50%)
2 (100%)
1 (50%)
0 (0%)
0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

0 (0%)

1 (25%)
0 (0%)
3 (50%)
2 (50%)
0 (0%)
1 (50%)
1 (100%)
1 (100%)

0 (0%)

0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

0 (0%)

'n (%); Mean (Range)

2Fisher's exact test; Kruskal-Wallis rank sum test
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Anexo D

Tabela D.1: Analise das relagdes estabelecidas dos 30 carcinomas lobulares, entre a expressdao de
Ki-67 e os restantes parametros clinicos: RH, recidiva, metastases, idade, infiltragdo peritumoral,
infiltragcdo intratumoral e expressdo de Ki-67.

Caracteristicas 15, N=3! <15,N =22! >15,N=5! p-value?
RE e RP 0.059
100% RE e 0% RP 0 (0%) 2 (100%) 0 (0%)
100% RE e 100% RP 1 (33%) 1 (33%) 1 (33%)
100% RE e 90% RP 1 (50%) 0 (0%) 1 (50%)
100% RE e 95% RP 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
75% RE e 2% RP 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
80% RE e 0% RP 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
80% RE e 60% RP 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)
95% RE e 80% RP 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)
95% RE e 0% RP 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
95% RE e 10% RP 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
95% RE e 100% RP 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
95% RE e 75% RP 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
95% RE e 95% RP 0 (0%) 10 (91%) 1(9.1%)
98% RE e 50% RP 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
Incerteza 0 (0%) 2 (100%) 0 (0%)
Recidiva 0.3
Ausente 0 (0%) 14 (82%) 3 (18%)
Incerteza 3 (25%) 7 (58%) 2 (17%)
Presente 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
Metastases 0.3
Ausente 3 (21%) 8 (57%) 3 (21%)
Incerteza 0 (0%) 12 (86%) 2 (14%)
Presente 0 (0%) 2 (100%) 0 (0%)
Idade 64 (46 - 74) 60 (39 - 83) 62 (45 - 83) 0.5
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Infiltragdo Peritumoral
Ausente
Incerteza
Ligeiro
Moderado
Infiltracao Intratumoral
Ausente
Incerteza
Ligeiro

Moderado

0 (0%)
0 (0%)
2 (50%)

1 (33%)

0 (0%)
0 (0%)
3 (60%)

0 (0%)

1 (100%)
18 (82%)
2 (50%)

1 (33%)

4 (80%)
15 (83%)
2 (40%)

1 (50%)

0 (0%)
4 (18%)
0 (0%)

1 (33%)

1 (20%)
3 (17%)
0 (0%)

1 (50%)

0.026

0.021

'n (%); Median (IQR)

“Fisher's exact test; Kruskal-Wallis rank sum test
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Tabela D.2: Analise das relacdes estabelecidas dos 30 carcinomas NST, entre a expressao de Ki-67 e
os restantes parametros clinicos: RH, recidiva, metastases, idade, infiltracdo peritumoral, infiltracao
intratumoral e expressao de Ki-67.

Caracteristicas 15,N=5" <15,N=6' >15,N= 19! p-value?
RE e RP 0.3
0% RE e 0% RP 1 (50%) 0 (0%) 1 (50%)
100% RE e 0% RP 0 (0%) 1(33%) 2 (67%)
100% RE e 100% RP 3 (27%) 4 (36%) 4 (36%)
100% RE e 50% RP 1 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
100% RE e 80% RP 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
100% RE e 90% RP 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%)
100% RE e 95% RP 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)
50% RE e 0% RP 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)
75% RE e 60% RP 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)
90% RE e 0% RP 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)
95% RE e 0% RP 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)
95% RE e 95% RP 0 (0%) 0 (0%) 5 (100%)
Recidiva 0.13
Ausente 2 (17%) 2 (17%) 8 (67%)
Incerteza 3 (19%) 4 (25%) 9 (56%)
Presente 0 (0%) 0 (0%) 2 (100%)
Metastases 0.022
Ausente 2 (11%) 4 (21%) 13 (68%)
Incerteza 3 (27%) 2 (18%) 6 (55%)
Presente 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Idade 48 (35-69) 53(41-72) 61 (43 - 81) 0.10
Infiltracio Peritumoral <0.001
Ausente 1(7.7%) 0 (0%) 12 (92%)
Incerteza 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Ligeiro 4 (24%) 6 (35%) 7 (41%)
Moderado 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
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Infiltragdo Intratumoral

Ausente 1(7.1%)
Incerteza 0 (0%)
Ligeiro 4 (25%)
Moderado 0 (0%)

1(7.1%)
0 (0%)
5(31%)

0 (0%)

0.002
12 (86%)

0 (0%)

7 (44%)

0 (0%)

'n (%); Median (IQR)

“Fisher's exact test; Kruskal-Wallis rank sum test
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