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INTRODUCAO

O cancer de mama ¢ reconhecido mundialmente como um problema de satde
publica. Sua incidéncia e conseqiiente mortalidade tém aumentado significativamente nas
ultimas décadas. Estima-se que em 2006 a incidéncia de novos casos sera de 51,66 por
100.000, totalizando 48.930 pacientes. No Rio Grande do Sul, a incidéncia estimada de
novos casos em 2006 ¢ de 88,81 casos por 100.000, num total de 4.960 mulheres(1). A
Sociedade Americana de Oncologia estima que em 2006, 212.920 mulheres serdo
diagnosticadas e 40.970 morrerdao por cancer de mama invasivo (estadios I-IV)(2).

O controle loco-regional do cancer de mama ¢ fundamentalmente cirirgico, com a
associagdo de radioterapia e quimioterapia neo e/ou adjuvante. Essas modalidades
terapéuticas sdo suficientes em pacientes com doenga em estadio inicial € com minimo
risco de recorréncia. As pacientes com doenca operavel com baixo ou alto risco de
recorréncia e as pacientes com doenga ndo operavel t€ém entre as recomendagdes
terapéuticas a terapia hormonal, dependendo da presencga de receptores de estrogénio no
tecido tumoral(3).

Metastases 0sseas ocorrem em 8% das pacientes com carcinoma de mama, ¢ em
aproximadamente 70% das pacientes com doenga avangada(4). O osso € o primeiro local
de metastases em 26% a 50% e pode ocorrer em 30% a 85% das pacientes(5,6). O risco
de uma paciente apresentar metastases Osseas esta relacionado com o estadio da doenca.
Pacientes em estadios I e II tém 0% a 2,6% de risco, enquanto pacientes em estadios Il e

IV 16,8% a 40,5%(6-8). A investigacdo de metastases O0sseas ndo ¢ recomendada por



alguns como rotina em pacientes assintomaticas em estadios iniciais (T1-2 NO-1), mas
pode ser realizada em pacientes em estadio 11(9-12).

A literatura comumente indica a avaliagdo ou nao do esqueleto em funcdo do
estadiamento, que ¢ dado em fun¢do do tamanho do tumor, da presenca de linfonodos
axilares metastaticos e de metastases a distancia(13).

A maioria dos estudos realizados para avaliacdo de metastases 0sseas de cancer de
mama utilizou como critério para estadiar as pacientes o tamanho do tumor e a presenga
de linfonodos comprometidos(7, 8, 10, 12, 14-16). Recentemente alguns autores tém
estudado dados da patologia e da imunoistoquimica além do tamanho tumoral e da
presenca de linfonodos metastaticos para classificar as pacientes em grupos de maior ou
menor probabilidade de apresentar metastases 6sseas(7, 17). Um estudo evidenciou que a
idade, o grau tumoral e receptores de progesterona positivos se correlacionam
positivamente com metastases dsseas(17), porém neste a amostra foi de 126 pacientes,
das quais apenas 11 apresentaram metastases. Koizumi (2001) encontrou correlacao
positiva entre metastases Osseas e tamanho tumoral, linfonodos axilares positivos e tipo
histologico. Neste estudo os tumores foram analisados em relagdo ao tamanho e ndo
apenas classificados em T1, T2, T3 ou T4, e os resultados mostraram discriminagao
estatisticamente significativa usando 30 mm como ponto de corte(7). A analise de
outros fatores prognosticos menores tais como o ki 67 , p53 e o C-erb-B2 ndo foi
realizada nesses estudos sendo muito controversa a determinacdo destes como
marcadores no rastreio metastatico bem como preditores de metastases 0sseas.

Os fatores prognosticos estabelecidos, ja citados previamente, sdo o tamanho

tumoral e o comprometimento linfonodal, sendo este ultimo o mais importante na



avaliagdo do risco de doenga a distancia. Observa-se, porém, que algumas mulheres
acometidas pelo cancer da mama em estddios iniciais apresentam tumores mais
agressivos com surgimento de metdstases a distdncia sem a apresentagdo da doenga
previamente na axila. A andlise desta situacdo particular demonstrou que a origem
genética e o polimorfismo (microarrays) parece ser fundamental para se determinar qual
a capacidade de invasdo e disseminagdo do carcinoma mamario independente do seu
estadiamento clinico. E possivel ainda que possam ser identificados subgrupos de
mulheres sem evidéncia de metastases linfonodais e com tumores pequenos que
apresentem maior risco de metéstases,. Essas pacientes seriam identificadas através dos
dados da patologia que refletem o comportamento do tumor tais como grau celular,
presenca de receptores de estrogénio e de progesterona e expressdo dos marcadores
prognosticos (p-53, ki-67 e cerb-B2).

O objetivo deste estudo ¢ comparar os fatores progndsticos e preditivos Ki 67,
p53, C-erb-B2, receptores de estrogénio e progesterona através de estudo
imonoistoquimico em tumores de mama de pacientes com e sem metastases 6sseas, bem
como avaliar se estes, a idade, o grau tumoral, tamanho tumoral ¢ comprometimento

linfonodal sdo fatores de risco para doenca 6ssea metastatica.



REVISAO DA LITERATURA

FISIOPATOLOGIA DAS METASTASES OSSEAS

Metastases 0sseas ocorrem em 8% das pacientes com carcinoma de mama, ¢ em
aproximadamente 70% das pacientes com doenga avancgada(4).

Metastases 0sseas no cancer de mama ocorrem por disseminagdo hematogénica de
células tumorais. A predilecdo de células metastaticas para os ossos ocorre devido ao alto
fluxo sangiliineo na medula dssea, onde também se encontram fatores de crescimento e de
angiogénese. Além disso, as células tumorais produzem moléculas adesivas que ajudam
na localizag¢do no osso(18).

A medula dssea vermelha estd localizada predominantemente no esqueleto axial
(vértebras, costelas, cridnio e porcdo proximal de ossos longos), o que justifica a
predilecdo das metastases para estes locais(6). Soma-se a isso a existéncia do plexo
venoso de Batson, que ¢ uma rede de veias paravertebrais sem valvulas que apresenta
anastomoses com os sinusoides da medula 6ssea das vértebras e vasos epidurais. Este
plexo provavelmente apresenta uma anastomose com os sistemas azigos € hemi-azigos e
o sistema mamario interno das veias da parede toracica(6, 19, 20). Dessa forma, os locais
mais freqiientes de metastases 6sseas sdo a coluna toracica (53%), pelve (50%), coluna
lombar (49%), costelas (39%), fémures (31%), cranio (24%), coluna cervical (22%),
umeros (18%) e estemno (18%-34%)(5, 21). O esterno geralmente ¢ sitio de metastases

por comprometimento dos linfonodos mamarios internos e invasdo por contigiiidade(22).
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Em 75%-80% das vezes as metastases sdo osteoliticas. Ha um espectro continuo
de lesOes liticas e blasticas, com perda da regulacdo do processo de remodelagdo dssea.
Ocorre um ciclo vicioso nas metéastases 6sseas do cancer de mama, em que as células
metastaticas estimulam a formacao de osteoclastos, que, por sua vez, reabsorvem o 0sso €
liberam fatores de crescimento, estimulando as células tumorais. Isso leva a um aumento

do nimero de células neoplasicas e da destruicao 6ssea(18).

COMPLICACOES DAS METASTASES OSSEAS

Tanto as metastases osteoblasticas/esclerdticas quanto as osteoliticas podem levar
a complicagdes importantes. As metastases osteoblasticas costumam causar dor e fraturas
patoldgicas, enquanto que as metastases osteoliticas causam dor, fraturas patologicas,
hipercalcemia, mielossupressao, compressdao de canal medular e lesdo de raiz nervosa

A dor pode estar presente em 75%-80% das pacientes com metastases. Fraturas
patoldgicas podem ocorrer entre 7% e 25%. Hipercalcemia, compressao do canal medular

e mielopatia ocorrem em 9%, 8% e 7%, respectivamente(5, 23).

A IMPORTANCIA DAS METASTASES OSSEAS

As metastases 0sseas no cancer da mama ndo apresentam o mesmo significado
patologico da maioria dos tumores malignos ou seja, ndo significam necessariamente um
prognostico ruim no curto prazo. O tempo médio de sobrevida das pacientes com
metastases Osseas isoladas sem comprometimento visceral ¢ de 24 meses, sendo que

aproximadamente 20% das pacientes estardo vivas 5 anos apos o diagnostico(24). No
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momento do diagnoéstico, até 5% das pacientes pode se apresentar em estadio IV. No
entanto, foi identificado um grupo de pacientes com metastases exclusivamente Osseas
que teve uma sobrevida de 33 meses em relagdo as pacientes que também tinham
metastases viscerais, que tiveram sobrevida média de 9 meses. A presenca de
disseminacdo visceral do tumor, dessa forma, apresenta prognostico bastante reservado

com sobrevida de poucos meses(4).

DETECCAO DE METASTASES OSSEAS

Os estudos de imagem sdo importantes no acompanhamento das pacientes com
cancer de mama. As diferentes modalidades de imagem existentes se baseiam em
principios diferentes para a formacao de imagem.

O raio-x e a tomografia computadorizada utilizam raios-x para avaliar as
diferengas de densidade dos tecidos, formando uma imagem anatdémica de alta resolucao.
Nos exames radioloégicos as metastases podem ser osteoliticas, osteoblasticas ou mistas,
sendo que no cancer de mama elas s3o mais freqiientemente osteoliticas. Metastases
vertebrais podem se manifestar como destrui¢do pedicular, massa de tecidos moles e
deformidades angulares e/ou irregulares das bordas. Os estudos radiologicos sdo pouco
sensiveis na detec¢do de metastases. Como regra geral, apenas lesdes com 1 a 2 cm ou
mais sdo visiveis. Além disso, s6 sdo visiveis quando induzem uma perda de 50% ou
ganho de 30% do contetido mineral do osso(25).

A tomografia computadorizada (TC) pode evidenciar lesdes vistas na cintilografia

que ndo sdo vistas em radiografias, sejam liticas, mistas ou esclerdticas. No entanto, a TC
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ndo tem boa sensibilidade na detec¢ao de metastases medulares. Dessa forma, a TC ¢ util
na avaliagdo de pacientes sintomdticos ou com alta suspeita clinica, cuja cintilografia ¢
positiva mas as radiografias sdo negativas.

A ressondncia magnética (RM) ¢ um método sensivel para a deteccdo de
metastases 0sseas € pode mostrar precocemente a disseminagdo hematogénica de tumores
para a medula 6ssea. Devido ao custo, a RM ndo ¢ utilizada rotineiramente no
estadiamento 6sseo de pacientes com cancer de mama(26).

A cintilografia 6ssea ¢ mais sensivel para a detec¢do precoce de doenca
metastatica do que estudos radiologicos de rotina. Anormalidades na cintilografia podem
preceder os achados radiologicos em 4 a 6 meses(20, 27). A sensibilidade da técnica se
deve ao fato de que 5-15% de aumento na atividade O6ssea ja possibilita a detec¢do de
alteragOes na captagdo. Estudos animais, com inoculagdo de células tumorais na medula
Ossea mostraram que a cintilografia detecta a formagao dssea reativa apds 1 semana(28).
Os tragadores 0sseos utilizados na medicina nuclear sdo complexos de fosfatos ligados ao
nuclideo emissor de radiagdo gama, o *™Tc¢ (Tecnécio). Entre os mais comumente
utilizados estdo o MDP (metileno difosfonato) e o HDP/HMDP (hidroximetileno
difosfonato). A captacdo ocorre no processo de formagdo oOssea em metdstases
osteoblasticas ou secundariamente ao reparo em metastases osteoliticas(18).

A cintilografia 6ssea tem alta sensibilidade para a deteccdo de metastases Osseas,
com valores at¢ 98%. No entanto, sua especificidade é controversa, ¢ geralmente ¢
descrita como baixa. Este fato pode ser contornado através de exames bem feitos e de boa
qualidade, elevando a especificidade a valores tdo altos quanto 95%(29). Foram descritas

variagoes dos valores de verdadeiros positivos entre 11,9% a 72,8%(29,30).
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Quando comparada ao raio-x, a cintilografia detecta 28% mais lesdes, enquanto
que apenas 1,5% das anormalidades vistas no raio-x ndo sao vistas na cintilografia(25).

A indicagdo da cintilografia 6ssea depende do estadiamento do tumor. O risco de
metastases 0sseas na avaliagcdo cintilografica ¢ de 0 a 0,8% em estadio I, 2,6 a 3% em
estadio II, 7% a 16,8% em estadio III e 40,5% a 47% em estadio IV (6, 8, 9, 19). Uma
meta-analise do uso da cintilografia 6ssea em cancer de mama em 5407 pacientes
mostrou presenca de metastases em 0,5% em estadio I, 2,4% em estadio II e 8,3% em
estadio III(12).

Recentemente a tomografia por emissdo de podsitrons (PET) realizada com a
glicose marcada com fluor radioativo (FDG-ISF) tem sido cada vez mais utilizada no
cancer de mama. Entre suas principais indicacdes estdo o diagnostico da doenca,
estadiamento, re-estadiamento, prognostico e avaliagdo de terapia. A maioria das
neoplasias da mama tem aumento no metabolismo da glicose e, conseqlientemente,
captam FDG-""F. A sensibilidade ¢ a especificidade do PET sdo, de maneira geral,
similares as da cintilografia o6ssea (80,0% versus 78,2% e 88,2% versus 82,4%,
respectivamente). No entanto, quando as lesdes sdo separadas por tipo (osteoblastica,
osteolitica ou mista), surgem discrepancias. A deteccdo de lesdes 0sseas tem valores entre
94,7%-100% versus 55,6%-73,7% em lesoes osteoblasticas, 70,0%-73% versus 92,3%-
100,0% em lesdes osteoliticas, e 84,2% versus 94,7% em lesdes mistas, para a

cintilografia 6ssea e para o PET, respectivamente(31, 32).
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GUIDELINES NO RASTREIO DAS METASTASES OSSEAS

Muitos estudos foram realizados no intuito de determinar qual a indicagdo de
rastrear a doenga Ossea metastatica em mulheres assintomaticas de acordo com o
estadiamento da doenga. A Sociedade Americana de Oncologia Clinica ndo recomenda o
rastreamento Osseo de rotina no seguimento das pacientes com cancer de mama por nao
haver evidéncia de ganho de sobrevida em pacientes com investigacdo intensa(l1, 33,
34). O inicio adequado para o rastreamento e a freqiiéncia com que deve ser feito ndo
estdo definidos na literatura(6) .

A Associagdo Médica Canadense sugere que a realizagdo de cintilografia 0ssea
esta indicada para todas as pacientes nos estadios II e III no momento do diagndstico e
tratamento ¢ em todas as pacientes, independente do seu estadio inicial, que em
seguimento pos-tratamento apresentarem dor dssea em repouso sem alivio com
medicamentos(12). Pacientes em estagios iniciais da doen¢a tém uma freqiiéncia muito

baixa de metastases, ndo justificando a investigagdo(7, 8, 10, 35).
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FATORES PROGNOSTICOS E PREDITIVOS

Os fatores progndsticos estdo associados ao tempo livre de doenga ou de
sobrevida global na auséncia de terapia sistémica adjuvante, de forma que refletem a
historia natural da doenca. Os principais fatores prognosticos sdo o tamanho do tumor, a
presenca € o niumero de linfonodos metastaticos, o tipo histoldgico, o grau tumoral, a
presenca de invasdo linfovascular, o estado dos receptores hormonais ¢ medida de
proliferacao(36, 37).

A presenca de metastases em linfonodos ¢ o mais importante fator prognostico
para carcinoma invasivo na auséncia de metastases a distancia. O tamanho do tumor ¢ um
importante fator prognéstico, principalmente quanto os linfonodos sdo negativos. A
recorréncia aumenta quanto maior o tumor primdrio. Tumores pequenos t€m uma baixa
freqiiéncia de linfonodos positivos. Os tumores com tipos histologicos
invasivos/infiltrativos tém mais freqlientemente metastases axilares e pior prognostico do
que os tumores in situ. O grau tumoral reflete o grau de diferenciagdo, o pleomorfismo e
o indice mitotico, através de um sistema de escore que leva ao enquadramento em uma
das seguintes categorias: I: bem diferenciado; II: moderadamente diferenciado; III: pouco
diferenciado(36, 38, 39). A presenca de invasdo linfovascular esta associada a um maior
risco de recorréncia local e a distancia(37). O ki-67 é um anti-corpo contra antigenos da
proliferacdo celular, que pode ser usado junto com outros fatores progndsticos para
identificar um grupo de pacientes com linfonodos negativos com baixo risco, de forma

que ndo necessitem tratamento(37).
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Os fatores preditivos sdo medidas que estdo associados a resposta ou nao a uma
terapia especifica, como quimio ou hormonioterapia. Os receptores hormonais, quando
positivos, permitem que as pacientes sejam tratadas com hormonioterapia. O uso de
tamoxifen em pacientes com tumores com receptores hormonais positivos mostrou
reducdo nos riscos de recorréncia ¢ mortalidade em 5 anos na ordem de 47% ¢ 26%,
respectivamente. Nao houve beneficio no tratamento das pacientes com receptores
hormonais negativos(40). O HER2/meu (ou c-Erb-b2) é um proto-oncogene cuja
expressao esta aumentada em 30% tumores de mama, de forma que eles sdo mais
agressivos, tém maiores taxas de recorréncia e maior mortalidade em pacientes com
linfonodos positivos, enquanto que sua influéncia ¢ mais variavel em pacientes com
linfonodos negativos. Suspeita-se que o HER2 também pode predizer a resposta a quimio

e homonioterapia(37).

PROGNOSTICO E RECORRENCIA

A detecgdo precoce da recorréncia do cancer de mama ¢ debatida na literatura.
Isso se deve ao fato de que o aumento da sobrevida apos a deteccdo de metastases €
modesto com os tratamentos e com as evidéncias disponiveis(41).

Entre os fatores prognosticos avalidveis pela patologia e que estdo associados a
uma menor sobrevida livre de doencga estdo a presenga e o numero de linfonodos axilares
metastaticos ¢ o tamanho do tumor. Quanto maior o nimero de linfonodos axilares
positivos, menor ¢ a sobrevida livre de doenga. Por outro lado, quanto maior tamanho do

tumor primario, menor ¢ a sobrevida livre de doenca. No entanto, o risco de recorréncia
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aumenta até um tamanho de 3 a 6 cm de didmetro, possivelmente porque tumores que
tenham chegado a tamanhos maiores tenham menor agressividade por menor potencial
metastatico(41). Tumores pequenos, com menos de 1 cm de didmetro, tém uma taxa de
recorréncia local de 2,8% e de 6,5% em 20 em pacientes com linfonodos axilares
negativos e postivos, respectivamente(42-44).

A presenca de receptores hormonais positivos influencia tanto a conduta
terapéutica quanto o progndstico das pacientes com cincer de mama. Pacientes com
receptores positivos tém intervalo livre de doenga maior. O receptor de estrogénio € um
preditor da sobrevida livre de doenga, enquanto o receptor de progesterona permite
avaliar a sobrevida global(41). A presenca de receptores hormonais esta altamente
correlacionada com os resultados do tratamento endocrino com tamoxifeno.

Os fatores prognosticos associados a uma menor sobrevida livre de doenga sdo
linfonodos axilares positivos, tamanho do tumor, receptores hormonais negativos, c-erb-

B2 positivo(45-48).
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OBJETIVOS

Geral
Determinar se os indicadores prognosticos e preditivos estdo associados a um
risco maior de metastases 6sseas em um grupo de mulheres portadoras de cancer de

mama invasor.

Especificos
Correlacionar a associa¢do de metastases 6sseas com:
e Idade das pacientes
e Tamanho do tumor
e Presenca de linfonodos axilares comprometidos
e Estadio clinico
e Histologia tumoral
e Grau histologico
e Expressao do ki-67
e Expressao do p53
e Expressao do cerb-B2
e Presenca de invasao linfovascular

e Expressao de receptores tumorais (estrogénio e progesterona)
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ASSOCIACAO ENTRE METASTASES OSSEAS E FATORES PROGNOSTICOS

NO CANCER DE MAMA INVASIVO

Anselmi, CE; Graudenz, MS; Caleffi, M, Barcellos, MC; Silveira, GPG

Palavras-chave: receptores hormonais, receptores de estrogénio, receptores de

progesterona, imunoistoquimica

Sinopse: a utilizagdo dos resultados da imunoistoquimica, em particular os receptores

hormonais, pode auxiliar a indicacdo da pesquisa de metastases dsseas além dos

parametros classicos (tamanho do tumor e presenca de linfonodos axilares metastaticos).
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Resumo

Objetivo: o osso ¢ local freqiiente de metastases em pacientes com cancer de
mama. Na indicacdo do rastreamento 6sseo sdo levados em consideracdo o tamanho
tumoral e o status axilar, mas ndo a imunoistoquimica dos tumores. O objetivo deste
trabalho ¢ avaliar os fatores prognosticos classicos e aqueles identificados pela
imunoistoquimica em tumores de mama de pacientes com e sem metastases 0sseas.

Materiais e métodos: apds calculo amostral, 40 pacientes com e 47 sem
metastases Osseas foram selecionadas a partir dos laudos de cintilografias ¢sseas no
periodo 2000 a 2005. Foram comparados, através de analise uni e multivariada, o
tamanho dos tumores, o numero de linfonodos axilares metastaticos, o tipo histologico, o
grau tumoral, a expressao de receptores de estrogénio e de progesterona, do p53, do ki-67
e do c-erb-b2 e a presenca de invasao linfovascular.

Resultados: as andlises uni e multivariada mostraram correlagdo significativa
entre o tamanho do tumor (p=0,031), a presenga de receptores de estrogénio (p=0,034) e
a auséncia de receptores de progesterona (p=0,032) com um maior risco de metastases
osseas. A presenca de linfonodos axilares metastaticos mostrou uma tendéncia, mas nao
foi estatisticamente significativa (p=0,058). Idade, tipo histolégico, grau tumoral,
expressao de ki-67, p53, c-erb-b2 ou invasdo linfovascular ndo foram preditores de
metastases Osseas.

Conclusao: ¢ possivel que pacientes com receptores de estrogénio positivos e/ou
com receptores de progesterona negativo configurem um grupo com maior risco para

metastases Osseas, independente do estadio clinico (tamanho do tumor e status axilar).
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INTRODUCAO

Metastases 0sseas ocorrem em 8% das pacientes com carcinoma de mama, ¢ em
aproximadamente 70% das pacientes com doenga avangada(1l). O osso € o primeiro local
de metastases em 26% a 50% dos casos e metastases podem ocorrer em 30% a 85% das
pacientes(2, 3).

O risco de metastases 0sseas na avaliagdo cintilografica ¢ de 0 a 0,8% em estadio
I, 2,6 a 3% em estadio II, 7% a 16,8% em estadio 11l ¢ 40,5% a 47% em estadio IV (3-6).
Uma meta-andlise do uso da cintilografia 6ssea em cancer de mama em 5407 pacientes
mostrou presenca de metastases em 0,5% em estadio I, 2,4% em estadio Il e 8,3% em
estadio III(7). Classicamente sdo utilizados como critério para indicar o rastreio 0sseo o
tamanho do tumor primdrio e a presenca de linfonodos axilares metastaticos(7).
Atualmente o estudo anatomopatologico do cancer de mama nao se resume ao tamanho
ou a presenca de linfonodos axilares metastaticos. Também ¢ avaliada a presenca de
receptores hormonais (estrogénio e progesterona), a expressdo de antigenos de
proliferacdo celular (ki-67), a presenca do p53 e de Her-2 (c-erb-b2). O progndstico ¢ a
sobrevida livre de doenca das pacientes com cancer de mama dependem principalmente
do status axilar, seguido do tamanho do tumor, ¢ de outros fatores, como o estado dos
receptores de estrogénio e de progesterona ¢ o Her-2, mas esses fatores ndo sdo
considerados na indicagdo de rastreamento 6sseo(8, 9).

O objetivo deste trabalho ¢ avaliar se o resultado da anélise imunoistoquimica dos
receptores de estrogénio e de progesterona, do ki-67, do p53 e do Her-2 acrescenta valor

prognostico aos dados classicos de tamanho e presenca de linfonodos metastaticos para o
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risco de desenvolvimento de metastases Osseas em pacientes com cancer de mama

1Invasor.
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MATERIAL E METODOS

Este ¢ um estudo transversal, retrospectivo, realizado em um tnico centro.

Pacientes

Entre 2000 e 2005, 2702 pacientes do sexo feminino com cancer de mama
provenientes do Sistema Unico de Saude (SUS) foram submetidas a cintilografia ssea
para rastreamento de metastases. Todos os laudos foram revisados e os resultados
anatomopatologicos e de imunohistoquimica do registro hospitalar foram anexados
através de um banco de dados (Microsoft Access, Redmond-Washington). O tamanho da
amostra foi calculado através da amostra dos receptores de progesterona de 292
pacientes, considerando p=0,05 e uma diferenca minima de 15% para discriminar entre
pacientes com e sem metastases 0sseas. O tamanho encontrado para cada grupo foi de 40
pacientes.

Em ordem alfabética, 40 pacientes com metastases Osseas na cintilografia 0ssea
foram selecionadas e seus prontuarios revisados. Apos, em ordem alfabética, os
prontuarios de 47 pacientes com cintilografia normal ou com resultado equivoco foram
revisados, para excluir metastases o0sseas. Foram incluidas no estudo: 1)pacientes com
cancer de mama invasor; 2)follow-up minimo de 1 ano; 3)estudo radiologico
confirmando ou excluindo os achados cintilograficos equivocos. Foram excluidas as
pacientes com historia de outro cancer tratado previamente, com cancer de mama

bilateral ou com carcinoma in situ.
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Cintilografia éssea e raio-x

As cintilografias 6sseas foram realizadas 3 horas apds a administracdo venosa de
99mT . MDP (metileno difosfonado), com colimador de alta resolu¢do e gama-camera
Siemens Ecam. Foram obtidas imagens do rastreamento do corpo inteiro nas projecoes
anterior e posterior e imagens estaticas focadas de regides de interesse de acordo com
eventuais necessidades.

O padrdo de multiplas areas focais de hipercaptacdo com distribuicdo aleatoria,
predominante no esqueleto axial, foi considerado positivo para metastases Osseas.
Quando a cintilografia mostrou areas equivocas, lesdes solitarias ou quando sugeriu
investigacdo radioldgica, na maioria dos casos foi realizado raio-x para elucidacdo.
Poucos casos realizaram tomografia computadorizada. Areas liticas ou blasticas anormais
no raio-x focado foram consideradas positivas para metastases. Quando o raio-x nao
evidenciou lesdo correspondente a alteracdo vista na cintilografia, um follow-up minimo
de 1 ano sem sintomas de progressdo de doenca foi utilizado para julgar o resultado da
cintilografia como falso-positivo.

Patologia e imunoistoquimica

As informacgdes buscadas nos laudos do Laboratorio de Patologia foram o
tamanho tumoral, tipo histoldégico, grau nuclear e invasdo de estruturas (vasos
sangiiineos, vasos linfaticos, pele, mamilo).

Fracdes representativas do tumor foram coradas com hematoxilina-eosina. A
graduacdo nuclear tumoral foi feita com base no sistema de Bloom e Richardson
modificada por Elston, que leva em consideragdo a percentagem de formagao de tibulos,
o pleomorfismo nuclear e a contagem de mitoses por campo de grande aumento(10).

Os linfonodos axilares foram isolados ¢ analisados através de uma seccdo
histologica e corados por hematoxilina-eosina. Linfonodos-sentinela, quando a técnica foi

realizada, foram totalmente incluidos e examinados com cortes de 5 micras.

31



Para a analise imunohistoquimica dos fatores prognodsticos os blocos mais representativos
foram selecionados. Os blocos de parafina foram cortados com espessura de 5
micrometros e as 1aminas desparafinadas em estufa a 60° C por 30 minutos. Apds, foram
submersas em xilol em duas etapas de cinco minutos, submetidas a concentragdes de
alcool absoluto 90%, 70% e 50% e lavadas em agua destilada. A recuperagdo antigénica
foi feita através de uma solugdo de citrato de sédio (pH 6,0) em banho Maria a 92° C
durante 40 minutos. O bloqueio da peroxidase endogena foi realizado através de duas
submersdes com 10 minutos cada em solucdo de metanol mais dgua oxigenada com
protecdo da luz. Ligagdes inespecificas foram bloqueadas com solugdo de proteina indcua
a amostra (Dako — Protein Block Serum-free). Apds, as laminas foram incubadas com os

anticorpos primarios (tabela) a 4° C.

Tabela 1: anticorpos primarios usados na imunoistoquimica

Anticorpo Clone Fornecedor Dilui¢do
RE Monoclonal - 1D5 Dako 1:100
RP Monoclonal - 1A6 Dako 1:100
Ki67 Monoclonal - Mib-1 Dako 1:100
p53 Monoclonal - DO7 Dako 1:100
Her-2 Policlonal Dako 1:100

As laminas foram incubadas com anticorpo secundario biotinilado por 40
minutos (Superkit ABC — Easy Path, diluicao 5:1000), lavadas em solu¢cdo de tampao
fosfato (PBS), incubadas em complexo biotina—peroxidase e novamente lavadas com
PBS, para entdo ser reveladas com substrato cromégeno - diaminobenzidina (DAB). A
contracoloragdo foi realizada com hematoxilina e imediatamente apos submetidas a
solugdo de amonio por 30 segundos. Apos desidratagdo, as laminas foram montadas com

Entellan®.
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Analise Estatistica

A anadlise estatistica foi realizada com o software SPSS (Versao 13, SPSS,
Chicago, IL, EUA). Foi considerado significativo p<0,05. Foi realizada a andlise
univariada através de regressdo logistica da idade, tamanho do tumor, nimero de
linfonodos positivos, receptores de estrogénio, receptores de progesterona, expressao do
ki-67, expressdo de p53, expressdo de c-erb-b2, invasdo linfovascular, grau tumoral. A
partir das variaveis estatisticamente significativas ou com forte tendéncia, foi realizada

uma analise multivariada por regressao logistica.
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RESULTADOS

Foram incluidas no estudo 40 pacientes com e 47 sem metdstases 0sseas. A tabela
1 mostra as caracteristicas das pacientes do estudo.

Anadlise univariada

A analise univariada (tabela 2) mostrou que pacientes com tumores maiores tém
uma maior probabilidade de desenvolver metastases 0sseas. Também foi encontrado um
maior risco de metastases dsseas em pacientes com receptores de estrogénio positivos e
em pacientes com receptores de progesterona negativos. O aumento do numero de
linfonodos axilares metastaticos mostrou uma tendéncia a maior risco de metastases,
porém o p nao foi estatisticamente significativo (0,053).

Nao foi encontrada associagdo estatistica entre a idade, a histologia dos tumores, o
grau tumoral, a expressao de ki-67, de p53, ou do c-erb-b2, a presenga de invasdo

linfovascular ou quimioterapia neoadjuvante.

34



Tabela 2: Caracteristicas das pacientes

Metastases Sem metastases
Numero de pacientes 40 47
Idade Média: 56,8 (23-88) Média: 56,2 (29-85)
Mediana: 54,5 Mediana: 55
Tumor

e  Tamanho

Meédia: 4,64 cm (1,0-16)
Mediana: 3,5 cm

Média: 2,98 cm (1,0 — 10,0)
Mediana: 2,5 cm

e TI 5 (13,5%) 9 (23,0%)
e T2 14 (37,8%) 21 (53,8%)
e T3 6 (16,2%) 3 (7,6%)
e T4 12 (32,4%) 6 (15,3%)
Linfonodos Positivos Média: 8,67 (0-29) Média: 3,0 (0-19)
Mediana: 8 Mediana: 1,5
e NO 4 (114%) 15 (36,6%)
e NI 10 (28,5%) 14 (34,1%)
e N2 13 (37,1%) 9 (22,0%)
e N3 8 (22,3%) 3(7,3%)
Estadio clinico
o I 2,78% 15,38%
o 1II 27,78% 41,03%
o III 69,44% 43,59%
Histologia
e  Carcinoma ductal 35 (87,5%) 39 (83%)
infiltrante
e  Carcinoma lobular 5(12,5%) 8 (17%)
infiltrante
Grau nuclear
o I 4 (16,0%) 3 (8,3%)
o I 11 (44,0%) 15 (41,7%)
o III 10 (40,0%) 18 (50,0%)
Receptores de estrogénio
e % de pacientes com 75% 59,6%
expressdo (critério = 10%)
Receptores de progesterona
e % de pacientes com 45,0% 69,6%
expressdo (critério = 10%)
Expressdo de ki-67
e % de pacientes com 64,1% 48,9%
expressdo (critério = 20%)
Expressao de p53
e % de pacientes com 28.2% 23.4%
expressdo (critério = 10%)
Expressdo de c-erb-b2
e % de pacientes com 31,4% 37,0%
expressdo (critério = 10%)
Invasdo linfovascular 67,5% 55,3%
Quimio neoadjuvante 7(7,5%) 8 (17,0%)
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Analise multivariada

A analise multivariada (tabela 2) foi realizada com os fatores preditivos que foram
estatisticamente significativos na andlise univariada. Permaneceram como preditores de
metastases o aumento no tamanho do tumor, a expressdo de receptores de estrogénio e a
auséncia de receptores de progesterona. Cada centimetro de aumento no tamanho do
tumor aumenta em 30% a probabilidade de metastases dsseas. O aumento do nimero de
linfonodos axilares metastaticos mostrou uma tendéncia a ter associagdo com metastases
(p=0,058). A auséncia de receptores de progesterona aumenta em 4,9 vezes a

probabilidade de metastases.
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Tabela 3: Fatores preditivos de metastases Ossea

Analise Univariada Analise Multivariada

Fatores Preditivos Odds Ratio p Odds Ratio p
(IC 95%) * (IC 95%) T

Idade 1,002 (0,974;1,032) 0.873 ; -
Histologia 0,696 (0,208;2,328) 0,557 ; -
Tamanho do 1,317 (1,055;1,644) 0,015 1,322 0,031
tumor
N"de linfonodos | g (1,079;1,322) 0,053 1,116 0,058
Positivos

3,750 (0,391;35,923) 0,252

Estadio clinico 8,824 (0,973:80,019) 0,053

Receptores de

Ot 2,036 (0,809;5,123) 0,131 5,523 0,034
estrogenio
Receptores de 0,358 (0,148;0,867) 0,023 0,203 0,032
Progesterona
KI67 2,007 (0,831;4,843) 0,121 - -
P53 1,333 (0,504;3,529) 0,562 - -
Invasdo 1,678 (0,698:4.031) 0.247 i i
linfovascular
Quimio neo 1,034 (0,339;3,154) 0,953 - -
c-erb-b2 0,782 (0,308;1,985) 0,605 - -
Grau tumoral 0,550 (0,102;2,972) 0,487 ) )

0,417 (0,077;2,246) 0,308

T Odds Ratio No Ajustado. =|= Odds Ratio Ajustado

37



DISCUSSAO

O local mais comum de metastases de cancer de mama ¢ o osso. A eficicia da
cintilografia 6ssea para a identificacio de metastases ja foi muito estudada, e foi
demonstrado que o rastreamento de rotina ndo € vantajoso na relacdo custo-beneficio,
pois apenas 0,6% das pacientes assintomaticas terdo um exame positivo. Além disso, nao
existe beneficio na sobrevida em 5 anos para as pacientes que sao submetidas a
cintilografia de rotina. Entretanto, a pesquisa de metéstases Osseas estd indicada em
pacientes sintomaticas ou que apresentem alto risco de doenca metastatica. A
identificagdo de outros fatores de risco, independentes do estadiamento, pode estabelecer
a indicagdo da realizagdo do rastreio metastatico 6sseo, inclusive em mulheres em estadio
I assintomaticas.

A presenca de receptores de estrogénio positivos neste estudo mostrou uma
associagdo estatisticamente significativa com a presenca de metéstases osseas (p=0,034),
elevando o risco em 5 vezes (intervalo de confianca: 1,324 a 24,262). Esse achado
contrasta com o que ¢ descrito em estudos que avaliaram tratamentos hormonais ou
quimioterapicos, em que sdao descritos o intervalo livre de doenca e a sobrevida global.
Esses trabalhos ndo tiveram como objetivo primario discriminar pacientes com maior ou
menor risco de metastases osseas. Por outro lado, hd autores que sugerem que tumores
com receptores de estrogé€nio positivos t€m uma maior probabilidade de se apresentarem
inicialmente com metastases Osseas e em tecidos moles, enquanto pacientes com
receptores negativos mais comumente metastatizam para cérebro e figado(11). Quasi et

al, 1984, observou alta freqliéncia de metastases 6sseas em pacientes com receptores de
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estrogénio positivo (60,4%) em relagdo as pacientes com receptores de estrogénio
negativo (13,4%)(12).

A auséncia de receptores de progesterona mostrou uma associagdo com a
presenca de metastases (p=0,032), com um risco aumentado em 4,9 vezes (intervalo de
confianga: 0,04 a 0,674). Este achado contrasta com o descrito por Ho e Chan, 2005, em
que foi encontrada uma associagdo entre a presenca de receptores de progesterona e
maior risco de metastases. No entanto, esse achado nio foi evidente nas analises uni ou
multivariada, se tornando evidente na regressdo logistica forward-stepwise (13). Outro
estudo mostrou um pior prognodstico € um risco 3 vezes maior para metastases em
pacientes com receptores de progesterona negativos(14). O receptor de progesterona esta
associado ao tempo de sobrevida global, possivelmente por ser melhor indicador de
resposta a hormonioterapia(15, 16). Pacientes com receptores positivos nas metastases
Osseas t€ém uma tendéncia a ter uma maior sobrevida do que pacientes com receptores de
progesterona negativos nas metastases(17).

Este estudo estd de acordo com a literatura, que mostra que o aumento no
tamanho do tumor e o aumento do numero de linfonodos metastaticos se correlacionam
positivamente com o maior risco de metastases 0sseas.

O c-erb-b2 esta associado a uma pior sobrevida livre de doenga e sobrevida global
em pacientes com axila comprometida, mas seu valor prognostico ndo ¢ tdo importante
em pacientes com axila negativa. O p53 apresenta um pior progndstico quanto a
sobrevida livre de doenga e global. O papel do ki-67 ainda ¢ discutido na literatura quanto
ao seu papel prognostico devido a heterogeneidade dos estudos(18). Este estudo ndo

encontrou associacao entre a expressao de p53, ki-67, e c-erb-b2 com metastases Osseas.
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O presente estudo apresenta algumas limitacdes: 1) ndo foram considerados os
tratamentos adjuvantes (quimio ou hormonioterapia) aos quais as pacientes foram
submetidas; 2) algumas pacientes receberam mais de um tratamento adjuvante,
geralmente por progressdo da doenca; 3) o periodo menstrual das pacientes ndo foi
avaliado; 4) os exames com metastases o0sseas foram selecionados a partir dos laudos
cintilograficos com caracteristicas tipicas de metastases 0sseas e nao foram realizadas
bidpsias de todas as lesdes Osseas para confirmagao histologica.

A partir dos resultados deste estudo € possivel que a indicacdo da pesquisa de
metastases seja determinada ndo apenas pelo estadiamento tradicional, mas também por
dados da imunoistoquimica dos tumores, principalmente dos receptores de estrogénio e
de progesterona. Dessa forma, pacientes em estaddios iniciais, com tumores pequenos €
linfonodos negativos poderiam ter um risco aumentado de metastases Osseas se
apresentarem receptores de estrogénio positivos e de progesterona negativos, justificando

uma investigacao.
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CONCLUSAO
A analise desta amostra permitiu levantar como hipotese para risco metastatico
0sseo as pacientes que apresentarem receptores de estrog€nio positivos e receptores de
progesterona negativos, além de confirmar como fatores de risco o tamanho tumoral e o
status axilar. S3o necessarios estudos com amostra maior, de preferéncia prospectivos e
com grupos pareados por estadio, de forma a determinar se os receptores hormonais estao
realmente associados a presen¢a de metastases Osseas ou se esse achado ocorreu por um

viés de sele¢ao desta amostra.

41



BIBLIOGRAFIA

1. Coleman RE, Rubens RD. The clinical course of bone metastases from breast
cancer. Br J Cancer. 1987 Jan;55(1):61-6.

2. Solomayer EF, Diel 1J, Meyberg GC, Gollan C, Bastert G. Metastatic breast
cancer: clinical course, prognosis and therapy related to the first site of metastasis. Breast
Cancer Res Treat. 2000 Feb;59(3):271-8.

3. Hamaoka T, Madewell JE, Podoloff DA, Hortobagyi GN, Ueno NT. Bone
imaging in metastatic breast cancer. J Clin Oncol. 2004 Jul 15;22(14):2942-53.

4. Coleman RE, Rubens RD, Fogelman I. Reappraisal of the baseline bone scan in
breast cancer. J Nucl Med. 1988 Jun;29(6):1045-9.

5. Yeh KA, Fortunato L, Ridge JA, Hoffman JP, Eisenberg BL, Sigurdson ER.
Routine bone scanning in patients with T1 and T2 breast cancer: a waste of money. Ann
Surg Oncol. 1995 Jul;2(4):319-24.

6. Maffioli L, Florimonte L, Pagani L, Butti I, Roca I. Current role of bone scan with
phosphonates in the follow-up of breast cancer. Eur J Nucl Med Mol Imaging. 2004
Jun;31 Suppl 1:S143-8.

7. Myers RE, Johnston M, Pritchard K, Levine M, Oliver T. Baseline staging tests in
primary breast cancer: a practice guideline. Cmaj. 2001 May 15;164(10):1439-44.

8. Tamoxifen for early breast cancer: an overview of the randomised trials. Early
Breast Cancer Trialists' Collaborative Group. Lancet. 1998 May 16;351(9114):1451-67.
0. Cianfrocca M, Goldstein LJ. Prognostic and predictive factors in early-stage

breast cancer. Oncologist. 2004;9(6):606-16.

42



10. Elston CW, Ellis 10. Pathological prognostic factors in breast cancer. 1. The value
of histological grade in breast cancer: experience from a large study with long-term
follow-up. Histopathology. 1991 Nov;19(5):403-10.

11. Elledge RM, Fuqua SAW. Receptores de Estrogénio e Progesterona. In: Harris
JR, Lippman ME, Morrow M, Osborne CK, editors. Doengas da Mama

2a ed: MEDSI Editora Medica e Cientifica; 2002. p. 565-86.

12. Qazi R, Chuang JL, Drobyski W. Estrogen receptors and the pattern of relapse in
breast cancer. Arch Intern Med. 1984 Dec;144(12):2365-7.

13. Ho YY, Chan YH. Predictors of a positive baseline bone scan in breast cancer.
Australas Radiol. 2005 Feb;49(1):21-6.

14. Pichon MF, Pallud C, Brunet M, Milgrom E. Relationship of presence of
progesterone receptors to prognosis in early breast cancer. Cancer Res. 1980
Sep;40(9):3357-60.

15. Clark GM. Fatores prognosticos e preditivos. In: Harris JR, Lippman ME,
Morrow M, Osbome CK, editors. Doen¢as da Mama

2a ed: MEDSI Editora Medica e Cientifica; 2002.

16. Oka H, Kondoh T, Seichi A, Hozumi T, Nakamura K. Incidence and prognostic
factors of Japanese breast cancer patients with bone metastasis. J Orthop Sci. 2006
Jan;11(1):13-9.

17. Wedin R, Skoog L, Bauer HC. Proliferation rate, hormone receptor status and p53

expression in skeletal metastasis of breast carcinoma. Acta Oncol. 2004;43(5):460-6.

43



18. Amadori D, Casadei Giunchi C, Maltoni R. Uso clinico dos fatores progndsticos e
preditivos de resposta ao tratamento. In: Veronesi U, Luini A, Costa A, Andreoli C,

editors. Mastologia Oncologica: Medsi; 2002. p. 429-34.

44



ASSOCIATION BETWEEN BONE METASTASIS AND PROGNOSTIC

FACTORS IN BREAST CANCER

Anselmi, CE; Graudenz, MS; Caleffi, M, Barcellos, MC; Silveira, GPG

Keywords: breast cancer, bone metastasis, hormone receptors, estrogen receptors,

progesterone receptors

Synopsis: the utilization of the immunohistochemical results, in particular hormone

receptors, may prompt bone metastasis screening, besides the classical parameters of

tumor size and the presence of axillary metastatic lymph nodes.
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ABSTRACT

Objective: bone is a frequent site of metastasis in patients with breast cancer.
Bone screening is indicated depending on primary tumor size and axillary lymph node
status, not on the immunohistochemical results. The objective of this study is to compare
the classical prognostic factors and immunohistochemical results in breast cancer patients
with and without bone metastasis.

Materials and methods: from a 40 patients per group sample size, 40 patients
and 47 without with bone metastasis were selected from the bone scintigraphy database
over the years 2000-2005. Tumor size, number of metastatic lymph nodes, histologic
type, tumor grade, expression of estrogen and progesterone receptors, p53, ki-67, c-erb-
b2 and the presence of lymphatic or blood vessels invasion was compared by uni and
multivariate analysis.

Results: uni and multivariate analysis showed a significant association between
tumor size (p=0.031), the presence of estrogen receptors (p=0.034) and the absence of
progesterone receptors (p=0.032) and an increased risk of bone metastasis. The presence
of metastatic axillary lymph nodes indicated a trend towards an increased risk of bone
metastasis (p=0.058). Age histology, tumor grade, expression of ki-67, p53, c-erb-b2 or
lymphovascular invasion were not predictors of bone metastasis.

Conclusion: it is feasible that patients with positive estrogen receptors and/or
negative progesterone receptors comprise a groups with increased risk of bone metastasis,

independently of the clinical staging (tumor size and axillary status).
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INTRODUCTION

Bone metastases occur in 8% of all patients with breast cancer, and in
approximately 70% of patients with advanced disease(1). Thirty to 85% of the patients
develop metastasis, and bone is the first site in 26% to 50%(2, 3).

The risk of bone metastasis in bone scintigraphy is 0%-0.8% in stage I, 2.6%-3%
in stage II, 7%-16.8% in stage III and 40.5%-47% in stage IV (2, 4-6). A meta-analysis on
the use of bone scan in 5407 patients evidenced metastasis in 0.5% of patients in stage I,
2.4% in stage Il and 8.3% in stage III(7). The usual criteria to indicate a bone scan is the
primary tumor size and the presence of metastatic axillary lymph nodes(7).

The pathologic analysis of breast cancer is not restricted to size or lymph nodes.
The routine analysis includes the evaluation of hormone receptors (estrogen and
progesterone), the expression of ki-67, p53 and c-erb-b2 (Her2). The prognosis and the
disease-free survival of breast cancer patients depend mainly on the axillary status,
followed by tumor size and, more recently, by the predictive factors such as hormone
receptor status and the expression of c-erb-b2, although these are not considered when
indicating a bone scan(§, 9).

The objective of this research is to evaluate if the immunohistochemical results
(estrogen and progesterone receptors, expression of ki-67, p53 and c-erb-b2) add
prognostic value to the classic staging criteria (tumor size and lymph node status) in the

risk evaluation of bone metastasis in patients with breast cancer.
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MATERIAL AND METHODS

This is a transversal, single center, retrospective study.

Patients

Between 2000 e 2005, 2702 female patients with breast cancer underwent
metastatic survey by bone scan in our center through the Brazilian public health system
(SUS — Sistema Unico de Satide). All reports were reviewed and anatomopathologic
results including immunohistochemistry were included in a database (Microsoft Access,
Redmond, WA. USA). Sample size was calculates by a sample of the progesterone
receptor status in 292 patients, considering p=0.05 and the smallest difference of 15% in
the expression of the receptor in order to discriminate patients with and without
metastasis. Sample size for each group was 40.

In alphabetical order, the first 40 patients with metastatic bone scans were
selected and their medical records reviewed. Next, in alphabetical order, the records of
the first 47 patients with normal or equivocal bone scans were reviewed to rule out
metastasis. Inclusion criteria were: 1)invasive breast cancer; 2)follow-up of, at least, 1
year; 3)radiologic study confirming or excluding findings in equivocal bone scans.
Patients with history of previously treated cancer, bilateral breast cancer or carcinoma in
situ were excluded.

Bone scintigraphy and radiologic studies

Bone scans were performed 3 hours after venous administration of 99mT e MDP
(methylene diphosphonate), in a Siemens Ecam gamma camera equipped with a high

resolution collimator. Whole body scans were obtained in the anterior and posterior
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projections and spot images of regions of particular interest were obtained at the nuclear
physician’s discretion.

The pattern of multiple focal areas of increased uptake, with random distribution,
predominantly in the axial skeleton, was regarded as positive for bone metastasis. When
the bone scan showed equivocal areas, solitary lesions or when radiological investigation
was suggested, x-ray of the abnormal area was obtained. Few patients underwent
computed tomography. Abnormal lytic of blastic areas in x-ray were considered positive
for bone metastasis. When radiological studies did not evidence abnormalities, a
minimum 1 year follow-up without symptoms or signs of disease progression was
utilized in order to rule the bone scan result as false positive.

Pathology and immohistochemistry

Information retrieved from the pathology reports were tumor size, histologic type,
tumor grade and invasion of lymphatic or blood vessels.

Fractions of the tumor were stained with hematoxylin-eosin. The tumor was
graded based on the Elston-modified system of Blomm and Richardson, which considers
the percentage of tubule formation, nuclear pleomorfism and the number of mitosis per
high-power field(10).

Axillary lymph nodes were isolated and analyzed through one histologic section
and stained with hematoxylin-eosin. Sentinel lymph nodes, when the technique was
performed, were totally included in paraffin and examined with 5 microns sections.

The most representative paraffin blocks were selected for immunohistochemical
analysis. Five micrometer-thick sections were depparafinized at 60° C for 30 minutes,

immersed in xylol in two 5 minutes steps, dehydrated in descending alcohol series (90%,
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70% and 50%) and washed in distilled water. Antigenic recovery was performed in a
sodium citrate solution (pH 6.0) at 92° C for 40 minutes. Endogenous peroxidase activity
was blocked by two 10 minutes immersion in methanol plus oxygenated water protected
from light exposure. Nonspecific bindings were blocked with inocuos protein solution
(Dako — Protein Block Serum-free). Slides were incubated with the primary antibodies at
4° C. The following Dako antibody clones were used: estrogen receptors: 1DS5;
progesterone receptors: PgR636; ki-67: MIB-1; p53: DO-7; c-erb-B2: polyclonal clone.

Dilution of all antibodies was 1:100.
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Statistical analysis

The statistical analysis was performed with SPSS (version 13, SPSS, Chicago, IL,
USA). Statistical significance was considered when p<0.05. Univariate analysis was
performed by logistic regression of age, tumor size, histologic type, number of positive
lymph nodes, status of estrogen receptors, status of progesterone receptors, ki-67
expression, p53 expression, c-erb-b2 expression, lymphatic or vascular invasion and
tumor grade. From the statistically significant variables or with strong trend, a logistic

regression multivariate analysis was performed.

RESULTS

In this study, 40 patients with and 47 without bone metastasis were included.

Table 1 shows the characteristics of these patients.
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Table 1: Characteristics of the patients

Bone metastasis

No metastasis

Number of patients

Age
Tumor
o Size
. T1
. T2
. T3
° T4

Positive lymph nodes

40
Average: 56,8 (23-88)
Median: 54,5

Average: 4,64 cm (1,0-16)
Median: 3,5 cm
5(13,5%)

14 (37,8%)

6 (16,2%)

12 (32,4%)

Average: 8,67 (0-29)
Median: 8

47
Average: 56,2 (29-85)
Median: 55

Average: 2,98 cm (1,0 — 10,0)
Median: 2,5 cm

9 (23,0%)

21 (53.8%)

3 (7,6%)

6 (15,3%)

Average: 3,0 (0-19)

Median: 1,5

e NO 4 (11,4%) 15 (36,6%)
e NI 10 (28,5%) 14 (34,1%)
e N2 13 (37,1%) 9 (22,0%)
e N3 8 (22,8%) 3 (7,3%)
Clinical stage
o I 2,78% 15,38%
o II 27,78% 41,03%
o III 69.44% 43,59%
Histology
e  Ductal infiltrating 35 (87,5%) 39 (83%)
carcinoma
e Lobular infiltrating 5(12,5%) 8 (17%)
carcinoma
Tumor grade
o I 4 (16,0%) 3 (8,3%)
e 1II 11 (44,0%) 15 (41,7%)
o III 10 (40,0%) 18 (50,0%)
Estrogen receptor
e % patients with positive 75% 59,6%
receptors (>= 10%)
Progesterone receptor
e % patients with positive 45,0% 69,6%
receptors (>= 10%)
ki-67 expression
e % patients with positive 64,1% 48,9%
receptors (>=20%)
P53 expression
e % patients with positive 282% 23.4%
receptors (>= 10%)
c-erb-b2 expression
e % patients with positive 31.4% 37,0%
receptors (>= 10%)
Lymphovascular invasion 67,5% 55,3%
Neoadjuvant chemotherapy 7(17,5%) 8 (17,0%)
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Univariate analysis

Univariate analysis (table 2) evidenced that patients with larger tumors have an
increased risk of bone metastasis. An increased risk was also seen in patients with
positive estrogen receptors and in patients with negative progesterone receptors. An
increase in the number of metastatic axillary lymph nodes showed a trend towards a
positive association, but p was not significant (0.053).

No statistically significant association was evidenced regarding age, histology,
tumor grade, ki-67, pS3 or c-erb-b2 expression, presence of lymphovascular invasion or

neoadjuvant chemotherapy.

Multivariate analysis

Multivariate analysis (table 2) was performed considering the predictors
statistically significant or with strong trend found in the univariate analysis. An increase
in the tumor size, estrogen receptor expression and lack of progesterone receptors
remained as bone metastasis predictors. Each 1 cm increase in tumor size was associates
with a 30% increased risk of bone metastasis. Axillary lymph node status had a strong
trend towards bone metastasis, although not significant (p=0.058). Lack of progesterone

receptors was associated with a 4,9 times increased probability of bone metastasis.
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Table 2: Predictive factors for bone metastasis

Univariate analysis Multivariate analysis
Predictive factor Odds Ratio p Odds Ratio p
(C195%)* (C195%)T

Age 1,002 (0,974;1,032) 0,873 - -
Histology 0,696 (0,208;2,328) 0,557 - -
Tumor size 1,317 (1,055;1,644) 0,015 1,322 0,031
Number of
positive lymph 1,194 (1,079;1,322) 0,053 1,116 0,058
nodes
Stage 113,750 (0,391;35,923) 0,252

111 8,824 (0,973;80,019) 0,053
Estrogen 2,036 (0,809;5,123) 0,131 5,523 0,034
receptors
Progesterone 0,358 (0,148:0,867) 0,023 0,203 0,032
receptors
ki67 2,007 (0,831;4,843) 0,121 ; ;
p33 1,333 (0,504;3,529) 0,562 - -
Lymphovaseular 4 (76 (0,698:4,031) 0,247 : :
mvasion
Neoadjuvant 1,034 (0,339:3,154) 0,953 . .
chemotherapy
c-erb-b2 0,782 (0,308;1,985) 0,605 - -
Tumor grade 110,550 (0,102;2,972) 0,487 ] ]

111 0,417 (0,077;2,246) 0,308

+ Non adjusted Odds Ratio. =|= adjusted Odds Ratio. CI: confidence interval
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DISCUSSION

The most common metastatic site in breast cancer is the bone. The efficacy of
metastatic survey has been extensively studied, and a routine workup is not cost-
effective, since only 0.6% of asymptomatic patients will have a positive exam. Also, no
benefit in the 5 year survival has been shown in patients who underwent intensive survey.
Nevertheless, metastatic workup is indicated in symptomatic patients or that harbor an
increased risk. The identification of further risk factors, independently of staging, might
establish the need for bone scans, even in stage I asymptomatic patients.

The presence of estrogen receptors in this study had a statistically significant
association with bone metastasis (p=0.034), raising the risk 5 times (confidence interval:
1.324 — 24.262). This finding is in contrast to what is described in trials which evaluated
hormone or chemotherapeutic treatments, which describe disease-free interval and overall
survival. However, these trials did not aim to evaluate patients with high or low risk of
developing bone metastasis. Conversely some authors suggest that tumors with positive
estrogen receptors have a greater probability to present initially with bone and soft tissue
metastasis, while patients with negative receptors usually metastasize to brain and
liver(11). Quasi et al, 1984, observed a high frequency of bone metastasis in patients with
positive estrogen receptors (60.4%) in relation to patients with negative receptors
(13.4%)(12).

The absence of progesterone receptors had a statistically significant association
with bone metastasis (p=0.032), with a 4.9 times increased risk (confidence interval: 0.04

— 0.674). This finding is different from what Ho and Chan, 2005, described. They report
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on the positive association between progesterone receptors and bone metastasis. This was
not evident in the uni or multivariate analysis, but was found in the forward-stepwise
logistic regression(13). A worst prognosis and a 3 times greater risk of bone metastasis in
patients with negative progesterone receptors was found by Pichon et al, 1980(14).
Progesterone receptors are associated with overall survival and are possibly a better
therapy response indicator(15, 16). Patients with bone metastasis which have positive
estrogen receptors have better overall survival trend then those patients which bone
metastasis lack the receptor(17).

The findings of this study are according to the literature, which states that an
increase in tumor size and in the number of positive lymph nodes are associated with an
increased risk of bone metastasis.

The expression of c-erb-b2 is associated with a worse disease-free and overall
survival in patients with positive lymph nodes, but its prognostic value is less important
in patients with negative lymph nodes. The expression of p-53 is related to a worse
prognosis regarding disease-free and overall survival. The prognostic significance of ki-
67 is still debated due to the heterogeneity of the trials(18). Conversely, this study did not
find an association between the expression of p53, ki-67 and c-erb-b2 with bone
metastasis.

This study has some limitations: 1) adjuvant treatments (chemo or hormone
therapy) were not considered; 2) some patients had more than one type of treatment,
usually because of disease progression; 3) menstrual status was not accessed; 4)
metastatic patients were selected from scintigraphic reports with usual multi-metastatic

patterns.
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From the results here presented, it is possible that the indication of metastatic
workup be determined not only by the usual staging guidelines, but also by data from
immunohistochemical analysis, namely the status of estrogen and progesterone receptors.
In this way, early stage patients, with small tumors and negative lymph nodes might have
an increased risk of developing bone metastasis if they present positive estrogen receptors

and negative progesterone receptors.
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CONCLUSION

The analysis of this sample allows the hypothesis that an increased risk of bone
metastasis in patients with positive estrogen receptors and or negative progesterone
receptors might exist. Our data was in accordance to the literature regarding the direct
relation of bone metastasis, tumor size and lymph node status. More studies are necessary
in order to confirm these findings, with the proper design: prospective, larger sample and

paired by stage.
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IRB - Institutional Review Board pelo U.S. Department of Health and Human Services (DHHS)
Office for Human Research Protections (ORPH) sob nimero - IRBO0002509,
FWA ~ Federalwide Assurance sob nimero - FWA00002949.

62



F

Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre

Rua Prof. Annes Dias, 285 - Telefone: (51) 3214.8080 - Fax: (51) 3214.8585
CEP 90020-090 - Porto Alegre - Rio Grande do Sul - CNPJ: 92815000/0001-68
Site: www.santacasa.org.br - E-mail: marketing(@santacasa.tche.br

Eompreiiivse com i exceléncia

- Informagio adequada quanto ao financiamento — adequado
- Outros centros no caso de estudos multicéntricos — ndo se aplica

V -Parecer : “Apds reavaliagdo das alteragdes acima descritas, o presente comité ndo encontrou obices quanto
ao desenvolvimento do estudo em nossa Institui¢do”.

VI -Data da Reunido: 01/08/06
VII -Data da Reavaliagio: 11/09/06

“Projeto e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, Aprovados”.

Obs.: 1 - O pesquisador responsavel deve encaminhar a este CEP, Relatorios de Andamento dos Projetos
desenvolvidos na ISCMPA. Relatérios Parciais (pesquisas com duragdo superior a 6 meses), Relatérios Finais
(ao término da pesquisa) e os Resultados Obtidos (copia da publicagdo).

2 — Para o inicio do projeto de pesquisa, o investigador deverd apresentar a chefia do servigo (onde
serd realizada a pesquisa), o Parecer Consubstanciado de aprovagdo do protocolo pelo Comité de
Etica.

Porto Alegre, 11 de setembro de 2006.

Dr. Cléudio Té¢loken
Coordenador do CEP-I. 'PA

Comité de Etica em Pesquisa — CEP/ISCMPA Fone/Fax (51) 3214-8571 — e-mail:cep@santacasa.tche.br
Reconhecido: Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP / Ministério da Salide
IRB ~ Institutional Review Board pelo U.S. Department of Health and Human Services (DHHS)
Office for Human Research Protections (ORPH) sob nimero - IRB00002509.
FWA - Federalwide Assurance sob namero - FWA00002949,
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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