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RESUMO

Viarios sistemas de classificagdo de carcinoma ductal in situ de mama (CDIS) tém sido
propostos. Decisdes terapéuticas sdo adotadas baseadas na classificagdo do grau histolégico
do CDIS associada a outros fatores, como tamanho da lesdo, estado das margens, idade da
paciente, correlagdo mamografica e outros marcadores bioldgicos de agressividade tumoral
avaliados por técnicas moleculares. Poucos estudos avaliaram o grau de concordancia de
diferentes sistemas de classificacdo de CDIS. Este estudo tem como objetivo validar um
questionario eletronico associado a um sistema de pontos disponivel na Internet (web-based
survey), pela determina¢do de grau de concordancia entre diagnodsticos de CDIS de mama
obtidos com e sem o auxilio deste web-based survey, através de imagens digitalizadas da
microscopia segundo as classificagdes de Holland, Van Nuys e grau nuclear de Black
modificado. Além disso, propds-se determinar a concordincia diagndstica entre patologistas
para os sistemas de graduag@o histologica de Holland e Black modificado dos mesmos casos
de CDIS de mama através deste web-based survey. Foram selecionados 43 casos de CDIS de
mama para analise inter e intraobservador. Treze patologistas receberam o mesmo conjunto de
imagens digitalizadas da microscopia dos casos de CDIS, em formato JPEG, e responderam
um questionario contendo os critérios para composi¢ao do grau histologico das classificagdes
aqui estudadas. Para tal fim, foi criado um programa informatizado disponivel em um
website, que organiza as informagdes coletadas de cada um dos patologistas avaliadores,
fornecendo a graduacdo histolégica dos casos para os trés sistemas de classificacdo de forma
objetiva, através de um sistema de pontos. Trés destes treze patologistas, apds um intervalo
minimo de 6 meses, realizaram uma segunda leitura dos mesmos 43 casos, porém desta vez,
sem o auxilio do questionario eletronico e do sistema de pontos. Os resultados foram
analisados utilizando a concordancia percentual e teste de Kappa. A concordancia entre o
diagnostico obtido pelos patologistas a partir do novo método (web-based survey) e aquele
obtido sem o questionario eletronico e sistema de pontos foi semelhante para todos os
sistemas de classificacdo estudados, com valores de Kappa de 0,57 + 0,10, 0,67 + 0,09 e 0,67
+ 0,09 para as classificacdes de Holland, de Van Nuys e para o grau nuclear de Black
modificado, respectivamente. A concordancia diagnostica interobservador para o grau nuclear

de Black modificado aplicado a casos de CDIS de mama foi considerada aceitavel, com valor



de Kappa de 0,23 + 0,02. Realizando a comparagao entre as classificacdes estudadas, houve
concordancia semelhante para a de Holland, mostrando essa ultima, um valor de Kappa de
0,27 + 0,03. Analisando os subgrupos de patologistas, foi encontrada uma maior
reprodutibilidade no grupo de especialistas em patologia mamaria em relacio aos patologistas
residentes, sendo que no caso da classificagdo de Black modificado, esta diferenca foi
estatisticamente significativa (k = 0,43 £ 0,07 vs x = 0,11 £+ 0,05; p = 0,0018). De forma
semelhante, a acurdcia acompanhou os resultados das concordéancias interobservador, sendo
considerada aceitavel. O indice de Kappa, quando comparado o diagndstico do padrao-ouro
com a moda do diagnostico dos patologistas participantes, foi de 0,32 + 0,10 para ambas
classificagdes. Quando avaliada nos subgrupos por interesse em patologia mamaria variou de
0,19 + 0,08 a 0,34 + 0,11 para classificacdo de Black modificado; 0,19 + 0,08 a 0,33 + 0,11
para a classificagdo de Holland. Conclusdes: A reprodutibilidade do diagndstico obtido
através de um programa de pontos disponivel na internet (web-based survey) para os sistemas
de classificagdo de CDIS, utilizando imagens digitais, quando comparada ao diagnostico
obtido das mesmas imagens digitais sem o auxilio do novo método, foi regular para as
classificagdes de Holland e boa para as classificacdes de Van Nuys e para o grau nuclear de
Black modificado. Comparando os sistemas de classificagdo estudados, obteve-se
reprodutibilidade e acuracia diagnostica semelhante para o grau histologico de lesdoes de CDIS
de mama, tanto para a classificacio de Holland quanto para o grau nuclear de Black
modificado. Tais resultados indicam que a utilizagdo deste sistema de pontos, neste Web-
based survey para graduar lesdes de CDIS, objetivamente, ¢ uma ferramena promissora, 1til e

confiavel.



ABSTRACT

Several relevant classification systems have been proposed to the ductal carcinoma in situ
(DCIS) with the purpose of offering information concerning the risk of recurrence and
progression to invasive carcinoma. Therapeutic decisions are made based on the histological
classification, associated with other factors such as histopathological grading, size of lesion,
state of margins, age of patient, mammographic correlation, and other biological markers of
tumor aggressiveness assessed by molecular techniques. Few studies have examined the
degree of agreement in DCIS classifications. This study intends to validate an electronic
questionnaire associated with a scoring point system available on the Internet (web-based
survey), aiming to assess the ability of the created web-based survey reproduce the diagnosis
of the pathologists in their routine work for the classifications of Holland and Van Nuys and
the Black modified nuclear grade system. This study also was performed to assess
reproducibility comparing interobserver results, and to determine the accuracy of the
histological grade of modified Black nuclear grading system and classification of Holland for
DCIS lesions, utilizing the same web-based program. 43 cases of DCIS lesions were selected
to provide inter and intraobserver analysis. Thirteen pathologists received the same set of
digitized images (JPEG format) from microscopy of the DCIS cases, and answered a
questionnaire containing the criteria to compose the studied classifications. For these
proposals a web-based survey was created. It organizes the information collected from each
pathologist participant providing itself the histological grading of the cases in the
classification systems studied. After at least 6 months, three pathologists specialized in breast
pathology from the thirteen pathologists read again the same set of digitized images, but
without the help of the questionnaire, indicating subjectively the diagnosis, using the grading
system of their daily practice. The results were analyzed by concordance rate and Kappa
statistical method. Overall, diagnostic reproducibility of this web-based survey compared the
subjective reading of the digital images was similar for all systems of histological grading
classification, with Kappa values of 0.57 + 0.10, 0.67 + 0.09 and 0.67 + 0.09 for Holland, Van
Nuys classification and modified Black nuclear grade system respectively, what makes this
method useful for surgical pathologist in daily routines. The reliability for the modified Black
nuclear grade applied to cases of DCIS was acceptable, with kappa value of 0.23 + 0.02.



Comparing the two classifications studied, there was a similar agreement among both
schemes, showing Kappa index of 0.27 £+ 0.03 for the Holland classification. Analyzing the
subgroups of pathologists rated by their interest in breast pathology, a higher diagnostic
reproducibility was found for the group of breast pathology experts in relation to the
pathology residents, and in the case of the modified Black nuclear grading system, it was
statistically significant (k = 0.43 £ 0.07 vs k =0.11 £ 0.05; p = 0.002). The agreement among
all pathologists and the gold standard pathologist similarly followed the results of the
interobserver concordance, showing to be acceptable, with Kappa for de overall mode value
0.32 + 0.10 for both classifications. The findings of Kappa index when comparing the gold
standard diagnoses and the mode of diagnoses for specialists in breast pathology and
pathology residents were, respectively, 0.34 + 0.11 (acceptable) and 0.19 + 0.08 (weak) for
the modified Black nuclear grade and 0.33 + 0.11 (acceptable) and 0.19 + 0.08 (weak) for
Holland classification. Breast pathology specialists showed greater reproducibility for both
classifications evaluated than the pathologists not devoted to breast pathology. Conclusions:
The intraobserver diagnostic reproducibility of DCIS with the use of digital images in a web-
based survey comparing subjective analysis with the use of a point scoring system is moderate
to good for Holland, Van Nuys and modified Black nuclear grade system. The interobserver
reproducibility and the diagnostic accuracy were similar for the modified Black nuclear
grading system and for the Holland classification system. These findings indicate that the use
of this point scoring system in this web-based survey to objectively grade DCIS lesions is a

promising, useful and a reliable diagnostic tool.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma ductal in situ (CDIS) compreende um grupo de lesdes com diferentes
caracteristicas citoldgicas e arquiteturais, que se originam na unidade ducto-lobular terminal e
estao associadas a um risco varidvel de desenvolvimento de carcinoma invasor (BURNSTEIN
et al., 2004; HARRIS et al., 2010; ROSEN; OBERMAN, 1993; TAVASSOLI; DEVILEE,
2003). O CDIS caracteriza-se por uma proliferacdo de células epiteliais malignas dentro dos
ductos mamarios, confinadas pela membrana basal, sem evidéncia microscopica de invasao
do estroma (ELLIS et al., 1998). Sob o ponto de vista histolégico, trata-se de uma entidade
clinico-patologica heterogénea, com carater bioldgico evolutivo incerto (BURNSTEIN et al.,

2004).

A carcinogénese mamaria consiste num processo de multiplas alteragdes, nas quais as
células da unidade ducto-lobular modificam-se de normais a hiperplasicas, do cancer
hormoénio sensivel ao hormoénio insensivel. O cancer invasor tem sua possivel origem em
alteracdes mamarias proliferativas preexistentes. As altera¢des consideradas pré-malignas sdo:
hiperplasia ductal usual e atipica (HDA), hiperplasia lobular atipica (HLA), carcinoma ductal
in situ e carcinoma lobular in situ (CLIS). Embora o CDIS e o CLIS apresentem
particularidades malignas - como a perda de controle de proliferagdo celular - elas nao
apresentam as propriedades de invasdo e metastase, o que permite que sejam consideradas

alteragdes pré-malignas (HARRIS et al., 2010).

Conforme as varias propostas conhecidas, o inicio da carcinogénese ¢ a progressao do
tecido mamario ao cancer dependem do estimulo proliferativo, por meio do estrégeno, dos
fatores de crescimento e do dano genético (HARRIS et al., 2010). A progressdo do tumor
horménio dependente em hormoénio independente, provavelmente, envolve ativagdo de
oncogenes, perda dos receptores de estrogénio e perda da resposta aos hormonios, por meio

de outros produtos génicos (MIETTINEN et al., 2000).

A defini¢do do prognoéstico dos tumores de mama, pela simples classificagdo desses
quanto ao tamanho e a presen¢a de metastases que comprometam os linfonodos axilares, nao
explica, adequadamente, as diferencas clinicas observadas entre as pacientes com o mesmo

estadiamento (LAGIOS et al., 1996).

Os fatores prognoésticos na doenga invasiva sdo indicadores que auxiliam a determinar

a historia natural da doenga, na auséncia de tratamento complementar, assim como a decidir o
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tipo de intervencdo necessaria para o melhor tratamento da neoplasia. Dentre os fatores
prognésticos mais importantes para o tratamento, estdo: avaliagdo dos linfonodos axilares,
tamanho tumoral, tipo histoldgico, grau histologico e marcadores biomoleculares envolvidos
no processo carcinogénico. Os fatores preditivos, por sua vez, sdo indicadores que orientam a
probabilidade de resposta a determinadas terapias, considerando-se os receptores hormonais
de estrogeno como um dos mais importantes elementos para o tratamento do cancer de mama.
Esses fatores ndo se excluem mutuamente, assim sendo, alguns indicadores podem assumir
ambas as fungdes, como ¢ o caso dos receptores hormonais de estrogénio e progesterona,

assim como o HER2 (HARRIS et al., 2010).

Decisoes terapéuticas sao adotadas baseadas na classificacdo histologica do CDIS
associada a outros fatores como: tamanho da lesdo, estado das margens, idade da paciente,
correlacdo mamografica e outros marcadores bioldgicos de agressividade tumoral, avaliados
por técnicas moleculares (LAGIOS et al., 1996; SILVERSTEIN et al., 1996). O tratamento do
CDIS pode variar segundo o potencial evolutivo da lesdo e potencial de recorréncia; portanto,
¢ de fundamental importancia que existam critérios muito bem definidos para a classificacao
dessas lesdes (BADVE et al., 1998). Considerando o tratamento cirrgico — que pode variar
desde uma resseccdo segmentar isolada ou associada a radioterapia até uma mastectomia — e,
dada a irreversibilidade dessa acdo terapéutica, ¢ de fundamental importancia que as bases
diagnoésticas tenham critérios objetivos, facilmente reprodutiveis na pratica diaria, e assim,
possam auxiliar na escolha do melhor tratamento para cada paciente. (DOUGLAS-JONES et
al., 1996).

Para o controle local do CDIS, os fatores anatomopatologicos e indicadores de
prognésticos mais importantes sdo: extensdo da lesdo, margens cirlirgicas livres e grau
histologico (GOLDHIRSCH et al., 2005). Varios estudos favorecem a ideia de que, dos
parametros semiquantitativos (diferenciacdo tubular, alteragdo nuclear e nimero de mitoses),
o grau nuclear ¢ o indicador prognéstico mais importante (FISCHER et al., 1980), embora
separa-lo da dimensao da lesdo e das margens cirurgicas seja dificil (CONSENSUS..., 1997).
O grau nuclear e a necrose, juntos, definem subgrupos de CDIS com maior ou menor risco de
recorréncia local e transformagdo invasiva (LAGIOS et al., 1996; SALLES et al., 2007;
SCOTT et al., 1997). O grau nuclear ¢ independente do padrdo arquitetural. Observa-se que
lesdes de alto grau podem se apresentar com qualquer padrao histo-arquitetural. Lesdes com
padroes histologicos uniformes, por sua vez, sdo associadas as de baixo grau nuclear (PAGE;

ANDERSON, 1987). Classificagdes baseadas no grau nuclear e necrose podem identificar a
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maioria das pacientes (85% dos casos) de CDIS com risco de recorréncia local e

transformagao invasiva apos excisdao (SCOTT et al., 1997).

Black et al. avaliaram o significado prognéstico da formagdo tubular e das
caracteristicas nucleares do carcinoma mamario separadamente e concluiram que a
morfologia nuclear isolada ¢ um fator prognoéstico significante (BLACK et al., 1975). No MD
Anderson Cancer Center — Universidade do Texas, leva-se em consideracdo apenas o grau
nuclear de Black com a argumentac¢do de ser possivel assim verificar de forma mais adequada
a correlacdo da histologia com a citologia da mama, visto que a arquitetura do tecido se perde

na avaliagdo citologica.

Viarios estudos tém examinado a questdo da confiabilidade e reprodutibilidade dos
diagnosticos, segundo os critérios das classificagdes propostas e as variagdes de concordancia
interobservadores (BADVE et al., 1998; BETHWAITE et al., 1998; DOUGLAS-JONES et
al., 1996; SALLES et al., 2005; SLOANE et al., 1998; SNEIGE et al., 1999; WELLS et al.,
2000, SCHUH et al., 2010). Esses estudos diferem quanto a forma de apresentagdo dos casos
selecionados de CDIS. Frequentemente, ha variagdo quanto a origem e as caracteristicas dos
espécimes cirurgicos de core biopsy ou de bidpsias excisionais associados a carcinoma
invasor, e, por vezes, tais estudos apresentam uma amostragem coletada por conveniéncia ou
aleatoriamente. Outros focalizam dificuldades diagndsticas ou casos representativos e
exemplares para determinado grau histoldgico. Igualmente, hd uma grande variagdo em
relacdo aos profissionais incluidos na elaboragdo de diagndsticos: hd profissionais
especialistas em patologia mamaria, bem como patologistas cirturgicos envolvidos diretamente

com a rotina diagndstica, ndo exclusivamente na interpretacdo de tumores de mama.

Para o presente estudo, foi criado um questionario acessivel pela internet, inserido no
formato de website, que oferece uma tabela (Anexo A), contendo as caracteristicas utilizadas
para composicdo de trés sistemas de classificagdo dentre os varios existentes, assim como
imagens digitalizadas da microscopia de casos de CDIS. Uma vez respondido o questionario,
o programa compde a graduacdo final do caso de CDIS (Anexo B) para trés sistemas de

classificagdo: Holland, Van Nuys e grau nuclear de Black modificado.

Para este estudo, foram selecionados casos de CDIS, a partir de uma revisdo dos
arquivos do servigo de patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e da unidade de
patologia do MD Anderson Cancer Center, em Houston, Texas. Os casos foram escolhidos
por serem representativos e ilustrativos dos trés graus histologicos possiveis: alto,

intermediario e baixo.
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Com o objetivo de direcionar a leitura, os respectivos casos foram apresentados em
imagens digitalizadas de microscopias de areas selecionadas dos cortes histologicos, em
campos de pequeno, médio e grande aumento, evitando, assim, a possibilidade de os
observadores emitirem seu diagnostico a partir de diferentes areas do mesmo corte
histologico. Para interpretacdo dos casos, foram convidados médicos patologistas que
exercem suas atividades em servicos de ateng¢do a pacientes com cancer de mama. Esses
profissionais, em sua maioria, atuantes em um hospital universitario, foram escolhidos tanto
para oportunizar o treinamento na graduagdo de CDIS, como para fins educativos,

possibilitando a uniformizagao e padronizacao da descri¢ao de laudos diagndsticos.



2 REVISAO DA LITERATURA



22

2.1 IMPORTANCIA DO DIAGNOSTICO DE CARCINOMA DUCTAL IN SITU DE
MAMA

O cancer de mama ¢ a neoplasia que mais causa mortes em mulheres no Brasil. A
incidéncia estimada para 2010, pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA), ¢ de 49.240 novos
casos, correspondendo aproximadamente a 49,27 novos casos por 100.000 mulheres. Para o
Estado do Rio Grande do Sul, estima-se, para o mesmo ano, uma taxa bruta de incidéncia de

81,57 para 100.000 mulheres (INCA, 2010).

Em 2010, nos Estados Unidos estimou-se que 207.090 mulheres ¢ 1970 homens
seriam diagnosticados com cancer de mama, e que 39.840 mulheres e 390 homens poderiam
morrer da doenga (NCI - National Cancer Institute, 2010). De acordo com a Sociedade
Americana de Cancer, desde 1980 vem ocorrendo, a cada ano, um sucessivo aumento de
casos diagnosticados, devido, primeiramente, ao aumento do Screening mamografico.
Entretanto, a melhoria dos métodos que propiciam diagnosticos mais precoces, combinada
com melhores tratamentos, resultou em um decréscimo na mortalidade por cancer de mama

durante as duas ultimas décadas (GUPTA; KUPERWASSER, 2004).

Segundo os dados do programa Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER),
do Instituto Nacional do Cancer nos Estados Unidos, durante os anos de 1990 a 2000, a taxa
de incidéncia de cancer de mama vinha aumentando cerca de 3% ao ano. O aumento da
incidéncia nesse periodo foi atribuido, em parte, a melhoria e divulgacdo dos programas de
rastreamento do cancer de mama (JEMAL et al., 2008). Porém, a partir de 2003, a incidéncia
da doenca vem sofrendo um leve declinio. Dois fatores sdo descritos como responsaveis por
essa observacdo. Primeiramente, a reducao da incidéncia em todos os grupos de mulheres com
mais de 45 anos sugere que tal fenomeno esteja relacionado a saturagdo do sistema de
rastreamento da doenga. Junto a isso, a redugao subita da incidéncia entre os anos de 2002 e
2003, que ocorreu predominantemente no grupo de mulheres entre 50 e 69 anos de idade,
pode ser lida como reflexo da reducdo do uso indiscriminado da terapia de reposicao

hormonal (TIEZZI, 2009).

Desde 1990, nos Estados Unidos, tem ocorrido uma redugao da mortalidade por cancer
de mama, ajustada por idade, de aproximadamente 2% ao ano. De acordo com sete grupos

formados pelo National Cancer Institute, todos registraram beneficios do screening e do
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tratamento adjuvante na redu¢do da mortalidade. Porém, estima-se que o rastreamento
mamografico tenha contribuido de 28 a 65% nessa redugdo, enquanto a terapia adjuvante foi

responsavel pela proporg¢ao restante (BERRY et al, 2005).

Apesar de ser considerado um cancer de relativo bom prognostico, se diagnosticado e
tratado oportunamente, as taxas de mortalidade por cancer de mama continuam elevadas no
Brasil, muito provavelmente pelo fato de a doenca ainda ser diagnosticada em estadios
avancados. Na populacdo mundial, a sobrevida média apds cinco anos apos o diagnostico € de
61%, sendo que em paises desenvolvidos essa sobrevida aumenta para 73%, ao passo que em

paises em desenvolvimento a média cai para 57% (INCA, 2010).

O prognostico pode variar muito e ¢ influenciado por diversos fatores. A sobrevida
esta diretamente relacionada ao desenvolvimento de metastases a distancia e a sua resposta a
tratamentos sistémicos disponiveis. O cancer de mama ¢ uma doenca que pode se apresentar
sob diversas formas clinicas, sendo essa diversidade relacionada as multiplas alteragdes
genéticas e moleculares. Devido aos diferentes tipos de cancer de mama, algumas mulheres
tém bom prognéstico, com baixo risco de metastases a distancia; outras, ao contrario,

apresentam alto risco e baixa sobrevida (INCA, 2010).

No Brasil, o rastreamento mamografico para mulheres de 50 a 69 anos ¢ a estratégia
recomendada para controle do cancer de mama. As recomendag¢des do Ministério da Satude
para deteccdo e diagnostico precoce desse cancer sdo baseadas no Documento de Consenso
para Controle do Cancer de Mama de 2004, que considera como principais estratégias de
rastreamento um exame mamografico, pelo menos a cada dois anos, para mulheres de 50 a 69
anos, ¢ o exame clinico anual das mamas, para mulheres de 40 a 49 anos. O exame clinico da
mama deve ser realizado em todas as mulheres que procuram o servigo de saude,
independente da faixa etdria, como parte do atendimento a satide da mulher. Para as mulheres
de grupos populacionais considerados de risco elevado para cancer de mama (com historico
familiar de cancer de mama em parentes de primeiro grau), recomendam-se o exame clinico

da mama e a mamografia, anualmente, a partir de 35 anos (INCA, 2010).

Fatores de risco, associados ao desenvolvimento do cancer de mama, incluem
historico familiar, idade da menarca, idade da menopausa, nuliparidade ou paridade apds os
30 anos e terapia de reposi¢ao hormonal. Mutagdes hereditarias nos genes supressores de
tumores BRCA1 e BRCA2, embora ocorrendo apenas em 5 a 10% de todos os tumores da

mama, tém o risco de até 85% de desenvolver a doenga. A complexidade dos fatores que
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governam a incidéncia do cancer de mama e sua progressao tem levado a multiplas teorias

para a compreensao de sua patogénese (GUPTA; KUPERWASSER, 2004).

Um modelo hipotético de carcinogénese indica que o cancer da mama se desenvolve
desde uma série de lesdes hiperplasicas intermediarias até um carcinoma in Situ e invasor,
com o risco de desenvolvimento de carcinoma aumentando em cada estagio. Além disso,
estudos epidemiologicos demonstram um risco aumentado de desenvolvimento de cancer de

mama associado a lesdes proliferativas nos ductos e 4cinos mamarios (TAFURI et al., 2006).

A progressdo do CDIS para carcinoma invasivo ainda ¢ pouco compreendida.
Alteragdes genéticas semelhantes as observadas nos carcinomas invasivos ja ocorrem nas
lesdes pré-invasivas. Embora os passos iniciais e as rotas da génese tumoral, na mama,
permane¢am ainda pouco definidos, ¢ bastante provavel que a maioria dos carcinomas
invasivos surja a partir de carcinomas in Situ. A presenca compartilhada de alteracdes
cromossomicas em CDIS e em carcinoma invasor sincronico e adjacente demonstram a
relagdo clonal entre ambas as lesdes (RADFORD et al., 1995 [erratum, 1996]; STRATTON et
al., 1995).

Multiplos achados bioldgicos e clinico-patoldgicos distinguem o CDIS de lesdes
proliferativas e do tecido mamario normal. A medida que lesdes hiperpléasicas progridem para
CDIS e carcinoma invasor, ocorrem desbalancos cromossomicos, com ganho e perda de
multiplos loci. A perda de heterozigosidade ¢ percebida em mais de 70% dos CDIS de alto
grau, em comparacao com 35 a 40% dos casos de HDA, e 0% em tecido mamadrio normal

(AUBELE et al., 2000; FARABEGOLI et al., 2002; O’CONNELL et al., 1998).

Ultimamente, tém sido identificados marcadores moleculares associados com a génese
tumoral. O receptor estrogénico, normalmente expresso pelas células mamarias luminais, €
verificado em até 70% dos CDIS (ALLRED et al., 1992). O gene supressor tumoral p53
apresenta-se mutante em, aproximadamente, 25% de todas as lesdes de CDIS e, raramente, no
tecido normal e nas lesdes proliferativas benignas (RUDAS et al., 1997). O proto-oncogene c-
erbB2 ¢ hiperexpresso em, aproximadamente, 50% dos CDIS, todavia ausente na HDA
(ALLRED et al., 1992). A expressdo e a amplificagdo do c-erbB2 ocorrem de forma mais
expressiva no CDIS de alto grau tipo comedo. Assim como ha heterogeneidade de padrdes
morfologicos, também ha diferente expressao de marcadores moleculares no CDIS (ELLIS et

al., 1998).
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O CDIS ¢ considerado uma lesdo precursora do carcinoma invasivo de mama. No
periodo de 10 a 20 anos apos o diagndstico inicial, existe um risco de 30% a 50% de o CDIS
ndo tratado progredir para o carcinoma invasor na mama ipsilateral. O risco cumulativo do
desenvolvimento de cancer na mama contralateral é baixo, menos de 1% ao ano

(CORNFELD et al., 2004; HARRIS et al., 2010; ROSEN et al., 2009; PAGE et al., 1995).

O diagnostico de CDIS era responsavel por 2% dos casos de cancer tratados em 1980
(ROSNER et al., 1980). De 1973 a 1992, sua frequéncia aumentou em 587%, enquanto a
incidéncia de carcinoma invasivo, com o emprego de programas de rastreamento
mamografico, aumentou em 34,3% entre mulheres acima de 40 anos de idade (Figura 1).
Atualmente, lesdes de CDIS compreendem 15 a 25% de todos os casos de cancer de mama. E
descrito na literatura que programas de rastreamento por mamografia, se adotados de forma
mais abrangente, poderiam detectar uma taxa de lesdes ndo palpaveis de CDIS na ordem de

até 45% (ERNSTER, et al., 1996).
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Figura 1: Incidéncias de CDIS e carcinoma invasor ajustadas pela idade (1975-2005)

Fonte: adaptado de Virnig BA; Tuttle TM; Shamliyan T; Kane RL. Ductal carcinoma
in situ of the breast: a systematic review of incidence, treatment, and
outcomes. J Natl Cancer Inst. 2010 Feb 3;102(3):170-8.

O desenvolvimento de cancer de mama pos-tratamento de lesdes de CDIS depende do

tipo de tratamento realizado. Um ensaio clinico randomizado encontrou a taxa de 13,4% de
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recidiva ipsilateral na forma de carcinoma invasor apos setorectomia isolada para lesdes de
CDIS, num periodo de seguimento de 90 meses. Esse dado pode ser comparado com a taxa de

3,9%, relativa a associagdo de radioterapia adjuvante a mama operada por setorectomia

(FISHER et al., 1998).

Outra série de 706 pacientes com DCIS tiveram seu tratamento definido a partir do
fndice Prognéstico de Van Nuys, que estima o risco de recorréncia considerando fatores como
idade, margens cirurgicas, tamanho tumoral e grau histologico. O grupo de baixo risco
compreendeu um ter¢o dos casos e apresentou baixa recorréncia na forma de CDIS (1%) e
nenhuma como carcinoma invasor. Os grupos de moderado e alto risco, por sua vez,
apresentaram maior taxa de recorréncia, com beneficio adicional quando realizado
radioterapia adjuvante (SILVERSTEIN et al., 2003). Ambos os estudos avaliaram casos de

CDIS detectados através de screening mamografico.

De acordo com os dados do programa Surveillance, Epidemiology, and End Results
(SEER), do Instituto Nacional do Cancer nos Estados Unidos, 1,9% das mulheres que tiveram
o diagnédstico de CDIS durante os anos de 1984 a 1989 morreram de cancer de mama nos 10

anos seguintes ao diagnostico (ERNSTER et al., 2000).

Em razdo de, atualmente, o CDIS ser uma doenca frequente, principalmente nos locais
onde programas de rastreamento para cancer de mama sao uma realidade, e pelo potencial
evolutivo e de recorréncia como carcinoma invasor, o diagndstico adequado e preciso torna-se
de fundamental importancia. Consequentemente, a classificacdo de tais lesdes, através das
caracteristicas histopatoldgicas com critérios bem definidos, propicia um diagnéstico mais
confiavel do CDIS. Tal procedimento possibilita estabelecer um tratamento mais adequado,
reduzindo, possivelmente, a mortalidade e, certamente, a morbidade. Além disso, evitaria um
tratamento cirirgico agressivo, como ¢ o caso da mastectomia, ou o impacto da recidiva local,

com todas suas repercussoes fisicas, sociais e psicoldgicas.
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2.2 TELEPATOLOGIA E QUESTIONARIO ELETRONICO: WEB-BASED SURVEY

A telepatologia tem avancado continuamente desde 1986. Originalmente, o termo era
empregado para se referir a “pratica da patologia a longa distdncia”. Atualmente, entende-se
longa distancia como qualquer distancia entre o operador do microscopio e o patologista. Esta
distdncia pode variar, estando geralmente intermediada por sistemas de telecomunicagdo,
sendo a internet a mais frequente (WEINSTEIN et al., 2009). A telepatologia ¢ aplicada para
a transmissdo de qualquer informagdo de pacientes em relagdo a patologia, que seja passivel
de ser transmitida por tecnologia de telecomunicacdo. Seu emprego tem utilidade
principalmente em locais onde ndo ha patologista disponivel, como em locais distantes sem
acesso a servicos de patologia, diagnostico intraoperatorio, treinamento ou obtengdo de

segunda opinido de diagnostico.

Publicagdes recentes tém demonstrado uso freqiiente da internet para realizagdo de
coleta de dados em ambito de pesquisas. Define-se como e-survey ou web-based survey um
questionario eletronico disponivel na internet (EYSENBACH, 2004). Investigadores das areas
da medicina, psicologia, sociologia, odontologia e medicina veterinaria tém recrutado
participantes para seus estudos através da internet. Os participantes respondem aos
questionarios eletronicos e tém suas respostas enviadas normalmente através de correio

eletronico ou armazenadas apés acesso a websites (SCHLEYER; FORREST, 2000).

A internet ¢ uma rede global de computadores interligados, que configuram uma
estrutura de telecomunicagdo internacional. Entre as fun¢des da internet estdo e-mail, world
wide web (web ou www) e transferéncia de arquivos. A linguagem de hipertexto (HTML),
usada para criar as paginas na rede, facilita a inclusdo de imagens digitais assim como textos e
links. As imagens geralmente estdo disponiveis no formato GIF ou JPEG (MCDONALD,
2010).

Se um questionario esta disponivel em um site, ele pode ser protegido de acesso pelo
emprego de um nome de usuario e senha, o que permite que apenas convidados registrados
participem. Outra forma de administrar o questionario ¢ manté-lo aberto ao publico em geral,

o que permite que qualquer visitante do site possa participar e completar o questionario. Os
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questionarios eletronicos disponiveis em sites da internet t€ém a vantagem de permitir o
anonimato dos participantes, ao contrario daqueles oferecidos através de mensagem eletronica

(e-mail).

Ao conduzir estudos envolvendo questiondrios eletronicos, os pesquisadores podem
obter um consentimento prévio do participante em vias de responder a pesquisa. O mesmo
podera conter informagdes apresentando o objetivo do estudo, o grupo de pesquisadores,
esclarecendo como a privacidade sera assegurada e como os dados serdo divulgados apos a

analise (EYSENBACH; WYATT, 2002).

Dentre as vantagens comumente citadas estdo o facil acesso, o armazenamento
instantaneo das respostas e o baixo custo. Além disso, a internet permite que o questionario
seja acessado por qualquer pessoa que disponha de computador pessoal conectado a internet,
a baixo custo e tempo reduzido. Como beneficios adicionais pode-se destacar o modo de
apresentacdo através de imagem, cor e interagdo facilitada com o participante, o que ndo ¢

viavel em um questiondrio em papel.

Igualmente, o formato eletronico impede respostas multiplas ou incompletas, nao
permitindo ao participante prosseguir sem corrigir alguma resposta errada ou inconsistente. O
programa pode oferecer meios de controlar e evitar que participantes, inadvertidamente,
deixem de informar a resposta de alguma questdo. Soma-se a isso o fato de que a
possibilidade de troca de respostas ou falhas sdo reduzidas, ou mesmo eliminadas, pelo
registro e armazenamento automatico dos dados coletados. Por fim, os questionarios
eletronicos podem minimizar custos, facilitar a troca de informagdes, e¢ oferecem a
conveniéncia de ter as informagdes direta e automaticamente armazenadas em um banco de

dados imediatamente disponivel para analise dos resultados (SCHLEYER; FORREST, 2000).

Esse método, entretanto, estd sujeito a vieses sistematicos, que podem resultar da
natureza nao representativa da populacdo que faz uso da internet e da auto-selecdo dos

participantes, problema conhecido como efeito voluntario.

Equipamentos necessarios para a telepatologia normalmente envolvem um
microscopico Optico, uma camera fotografica digital de alta resolugdo integrada ou camera de
video digital, computador pessoal equipado com um software para leitura de imagens e acesso

a rede de transmissao de dados.
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Em muitos paises desenvolvidos, patologistas estdo integrando imagens digitais a
pratica médica (PRITT, et al., 2003). A emergéncia da tecnologia que sustenta a imagem
digital, conjuntamente com computadores de alta capacidade de processamento, tem
permitido o emprego da telepatologia. O uso de imagens digitais e métodos integrados com
computacdo tem sido proposto como alternativa a microscopia Optica convencional de

laminas para testes de proficiéncia e tem provado ser um método de melhor custo-efetividade

(WEINSTEIN et al., 2009).

A telepatologia pode ser empregada através de imagens estaticas (fotografias de areas
selecionadas da lamina de patologia) ou de microscopia dinamica e virtual (imagem do
conteudo completo de determinada lamina de patologia) (WEINSTEIN et al., 2009). O
sistema dindmico permite a visualizacdo das imagens sob controle do avaliador a distancia,
porém isso implica a transmissdo de arquivos mais complexos e a disponibilidade de sistemas
de transmissdo de dados de maior velocidade e custo. O método de microscopia virtual, que
utiliza sistemas de visualiza¢do da ldmina de patologia de modo completo, tem a vantagem de
reduzir o erro de amostragem da selecdo de imagens. Entretanto, assim como o sistema
digital, ¢ dependente de transmissdo de um grande volume de dados, o que lhe confere um

alto custo.

O processo de obtencdo da imagem digital em patologia envolve uma série de
operagdes. Cada uma delas contribui para a qualidade final da imagem apresentada no
monitor de video do computador. Estdo incluidos nesse processo o preparo da amostra no
laboratorio, a microscopia Optica, a captura da imagem por camera digital de alta definicdo, o
armazenamento da imagem, a transmissdo das imagens ¢ o acesso dessas imagens pelo

avaliador (WEINSTEIN et al. 2009).

Dois ensaios clinicos randomizados compararam a acurdcia diagnostica da
microscopia convencional com microscopia digital. Li et al. (2007) investigaram a acuracia de
dois patologistas cegados para o diagndstico de 400 casos (seminoma, carcinoma ductal
invasor de mama e carcinoma de colon) apresentados através de imagens de microscopia
digital. Apos trés semanas, foram reenviados 0os mesmos casos, neste momento como ladminas
de patologia para leitura convencional ao microscopio 6ptico. Tanto o diagndstico, quanto o
tempo gasto para obtencdo do mesmo, foram analisados em ambos os métodos. O diagnostico

padrdo ouro foi obtido pelo consenso de pelo menos dois patologistas especialistas. As
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acuracias diagnosticas foram de 97,25% e 96,25% para a microscopia convencional e 95,50%
e 94,75% para a microscopia digital para os dois patologistas respectivamente. Nao houve
discrepancia diagnoéstica significativa entre os dois métodos. A média de tempo gasto foi de
3,41 e 5,24 min. para a microscopia virtual, comparada com 1,16 e 3,35 min. para a
microscopia convencional, sendo essa diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). Os
autores concluiram, portanto, que o método de microscopia virtual tem acurécia aceitavel e
possui aplicabilidade clinica em locais que dispdem de tecnologia similar para processamento

de imagens (LI et al., 2007).

A fim de avaliar bidpsias renais realizadas por patologistas participantes da rede de
controle de qualidade de patologia renal do Reino Unido, Furness (2007) comparou a acuracia
diagnoéstica de microscopia digital transmitida através de internet com a de microscopia
optica. Dos 96 participantes registrados, 26 (27%) responderam o diagnodstico de 6 casos, de
um total de 12, por telepatologia; 85 (89%) responderam o diagnostico de todos os 12 casos
por microscopia convencional. No total, 156 diagnosticos por telepatologia e 1018 por
microscopia covencional foram analisados. Nao houve diferenca estatisticamente significativa

na acuracia dignostica dos dois métodos confrontados nesse estudo (FURNESS, 2007).

O estudo de Zito et al. (2010) comparou a avaliagdo e classificagdo de microscopia
virtual de lesdes complexas de mama, transmitidas por internet, com a participagdo de 10
patologistas. O grau de concordancia com o padrao ouro foi fraco (média do kappa de 0,60),
assim como a concordancia interobservador (média do kappa de 0,53). Concluiram, por sua
vez que, quando analisados casos de dificil diagndstico, os resultados sdo comparaveis a

estudos de controle de qualidade para microscopia convencional (ZITO et al., 2010).

A telepatologia parece ser um recurso valido e promissor com relevante aplicagdo para
locais distantes ou com recursos limitados para acesso a servicos de patologia. De um maneira
geral, a acurédcia diagnodstica da telepatologia mostra-se comparavel aquela da microscopia
convenional, especialmente quando aplicada como microscopia virtual (EUSEBI et al.,1997).
Nao se encontra na literatura estudo algum que tenha avaliado o impacto do uso da
telepatologia no desfecho clinico, assim como a sua efetividade clinica de interpretar ou

compartilhar informagdes entre laboratorios de patologia.
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23 TESTE ESTATISTICO INDICE DE KAPPA (k) PARA AVALIACAO DE
CONCORDANCIA DIAGNOSTICA

Quando se avalia a reprodutibilidade de diagndstico feita por duas ou mais
modalidades diferentes de diagndstico, o percentual geral ou a concordancia proporcional
parecem ser intuitivamente uma simples e correta medida de reprodutibilidade. Dado o
limitado namero de possibilidades diagnosticas, ¢ importante corrigir a concordancia que
possa ocorrer ao acaso. Concordancia ¢ o nimero de casos que tiveram o mesmo diagnostico,
de maneira geral ou proporcional, entre o mesmo ou entre diferentes observadores,
considerando que ha possibilidade de que parte dessa concordancia possa ser atribuida, em

parte, também ao acaso.

Reprodutibilidade, por sua vez, corresponde a parte da concordancia que ndo pode ser
explicada meramente pelo acaso, sendo apropriadamente avaliada pelo teste estatistico Kappa.
A reprodutibilidade pode ser avaliada por dois ou mais observadores examinando o mesmo
objeto (reprodutibilidade interobservador), ou pelo mesmo observador examinando o mesmo
objeto em duas ou mais modalidades, ou em duas ou mais ocasides (reprodutibilidade

intraobservador) (KUNDEL; POLANSKY, 2003).

A andlise estatistica de concordancia ¢ feita geralmente por trés razdes. Em primeiro
lugar, a concordancia de observagdo fornece informagdes sobre a veracidade do diagnostico.
Um método valido deveria produzir boa concordancia, quando usado por observadores
capacitados. Segundo, a concordancia pode ser usada para confirmar a consisténcia de um
método de classificagdo de uma alteragdo, que indique a extensdo ou severidade de uma
determinada doenga, assim como pode determinar a validade de caracteristicas de doengas.
Pode igualmente ser usada para comparar as performances de equipamentos e de
profissionais. Terceiro, a concordancia pode fornecer uma estimativa geral da validade de

uma determinada técnica (KUNDEL; POLANSKY, 2003).

Os valores Kappa (k) podem variar de -1 a +1, todavia, em termos de aplicabilidade
pratica considera-se a variagao de valores entre 0 a 1, onde k de 0 significa que ndo ha

concordancia além daquela devida ao acaso, e k de 1 indica concordancia perfeita. Valores
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intermediarios t€m interpretacdo subjetiva. Landis e Koch sugerem a seguinte interpretagao
para diferentes faixas de valores de k de 0 a 0,20, a concordancia € pobre ou fraca; de 0,21 a
0,40, aceitavel; de 0,41 a 0,60, moderada; de 0,61 a 0,80, boa; e de 0,81 a 1,00, excelente
(LANDIS; KOCH, 1977).

Relagao entre concordancia e acuracia:

Deve-se ter em mente que medidas de concordancia nao refletem necessariamente a
acuracia. Alta acuracia implica alta concordancia, mas alta concordancia nao necessariamente
implica alta acuracia. Nao ha meio direto para inferir a acuracia de uma avaliacdo diagnostica
a partir da concordancia de observadores. Acurdcia apenas pode ser considerada como
concordancia, quando se admite que os observadores que concordam entre si devem também
estar corretos. Dessa forma, frequentemente, assume-se a concorddncia como correta através
de consenso de diagnéstico ou através de uma segunda opinido de diagnoéstico, isso nao

sendo, entretanto, sempre verdadeiro.

O consenso de um grupo de médicos ¢, frequentemente, o inico modo de determinar o
diagnoéstico em situagdes de dificuldade. Estudos de patologistas envolvidos na classificagdo
de cancer tém mostrado grau de discordancia similar aquele associado a dificuldade

diagnostica em radiologia (LANDIS; KOCH, 1977).

Uma vez assumido que a concordancia represente a acuracia, pode-se usar o valor da
concordancia calculada como o limite inferior da acuricia. Em radiologia, a concordancia
interobservador normalmente é de 70%-80%, representando uma acuracia de 85%-90% (ie,

70% + 30%/2 a 80% + 20%/2) (KUNDEL; POLANSKY, 2003).
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2.4  HISTOLOGIA MAMARIA

O epitélio normal da mama, originalmente, ¢ descrito como composto por dois tipos
celulares basicos: células glandulares luminais e células basais mioepiteliais, que se
caracterizam por expressar, respectivamente, as citoqueratinas CK 8/18/19 e a actina de
musculo liso. Estudos utilizando marcadores de citoqueratinas mostram que existe um terceiro
tipo celular: a célula mamaria totipotencial, localizada tanto na camada basal/parabasal,
quanto no compartimento intraluminal. S3o células coradas pelo marcador de citoqueratina
CK 5 e compreendem cerca de 5% das células mamarias (BANKFALVI et al., 2004;
BOCKER et al., 2002).

A mama ¢ constituida, basicamente, por parénquima — glandula ou tecido epitelial —, e
pelo estroma, composto pelos demais tecidos presentes. O parénquima ¢ constituido pelo
sistema ductal e lobular. O sistema ductal inicia-se no mamilo, com 15 a 25 ductos principais,
e se ramifica até a unidade ducto-lobular terminal. Essa unidade consiste em ductos terminais
intralobulares e multiplos ductos lobulares envolvidos pelo tecido conjuntivo perilobular.
Enquanto os ductos extralobulares sdo revestidos por células epiteliais colunares, os
intralobulares e lobulares sdo revestidos por células cuboidais. Os grupamentos de ductos
lobulares sdo também denominados de acinos (PAGE; ANDERSON, 1987). O estroma ¢
constituido por gordura, tecido conjuntivo, vasos e nervos. O tecido conjuntivo intralobular é
horménio responsivel, formado por coldgeno em uma matriz de 4cido mucopolissacaridico

com fibroblastos e poucos linfécitos e macréfagos (PAGE; ANDERSON, 1987).

Os ductos sdo formados, basicamente, por dois tipos celulares: a camada interna,
colunar ou cuboidal, e a camada externa, de células mioepiteliais e membrana basal (Figura 2,
3 e 4). O niimero de camadas celulares, nos ductos normais, pode variar de uma a duas,
durante o periodo reprodutivo feminino (ROSEN; OBERMAN, 1993; TAVASSOLI,
EUSEBI, 2009). Qualquer aumento no numero de células, por exemplo, trés ou quatro, ja

pode ser definido como hiperplasia (PAGE; ANDERSON, 1987).



Figura 2: Aspecto normal microscopico do tecido mamario

Fonte:

Figura 3:

Fonte:

benigno. H4 um ducto maior a direita e lobulos a
esquerda. Estroma, contendo coldgeno, se estende
entre as estruturas. A quantidade variavel de tecido
adiposo pode estar presente entre estes elementos
normais da mama (HE, 3,2x).

Disponivel em:
<http://library.med.utah.edu/WebPath/jpeg3/BREST
020. jpg> Acesso em: 4.jul.2008.

sl

Em maior aumento, apresenta-se o aspecto
microscopico do acino normal. Notam-se células
epiteliais revestindo a luz internamente com
secrecdo apdcrina no seu apice. Uma camada de
células  mioepiteliais,  algumas  levemente
vacuolizadas sdo vistas ao redor e delimitando o
acino (seta) (HE, 200x).

Disponivel em:
<http://library.med.utah.edu/WebPath/jpeg3/BRES
T027. jpg > Acesso em: 4.jul.2008.

34



35

Figura 4: Coloragdo com anticorpo antiactina de musculo liso
(HHF35) por imunoistoquimica demonstra a camada
de células mioepiteliais ao redor do acino (HHF3S5,
200x).

Fonte:  Disponivel em:
<http://library.med.utah.edu/WebPath/jpeg3/BRESTO
21. jpg> Acesso em: a 4.jul.2008.

2.5 PATOLOGIA MAMARIA

A defini¢do precisa das alteragdes mamarias deve ser considerada de extrema
importancia. Entre essas alteracdes estdo as proliferativas, associadas a um menor ou maior
grau de desenvolvimento de carcinoma invasor. Tais alteragcdes sdo divididas, classicamente,
em trés grupos: hiperplasia ductal usual (HDU), hiperplasia ductal atipica (HDA) e carcinoma
ductal in situ (CDIS) (TAVASSOLI; DEVILEE, 2003).
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2.5.1 Hiperplasia ductal usual

A hiperplasia ductal usual ¢ caracterizada pelo aumento no nimero de células
epiteliais dentro dos ductos mamadrios em comparacdo com o tecido normal. (PAGE;
ANDERSON, 1987). Esse termo deve ser utilizado para descrever todos os casos de
proliferacdo intraluminal que ndo apresentam atipias, podendo variar, de uma HDU minima a
uma hiperplasia florida, sem apresentar atipias (NHS, 2005). As alteracdes envolvem a
unidade ducto lobular terminal ou os ductos interlobulares. Células epiteliais, basais e
mioepiteliais estdo envolvidas nesse processo e podem apresentar margens celulares
indistintas. Microscopicamente, essas células podem apresentar desde uma proliferagao
esparsa até a oclusdo e a distensd@o dos ductos com as células proliferadas (Figura 5). A
hiperplasia pode ser papilar, variando desde a formagdo de multiplas micropapilas até
pequenos papilomas intraductais com delicado estroma fibrovascular. As células sao
uniformes e ndo apresentam atipias. As mitoses podem estar presentes, no entanto, siao
infrequentes e ndo apresentam figuras mitoticas anomalas (ROSEN; OBERMAN, 1993).
Estudos indicam que a HDU ¢ uma alteracao heterogénea, contendo subgrupos identificados
de acordo com a expressdo de receptores hormonais de estrogénio (RE) (SHAABAN et al.,

2002).

A HDU ¢ frequente em 20% das mulheres jovens; nas pacientes pds-menopausicas
esse numero se encontra no intervalo de 20 a 50%. Nao ha evidéncias de que essa alteragao
esteja relacionada com fatores genéticos e, aparentemente, ndo parece aumentar sua
frequéncia em mulheres com historico familiar de cancer de mama; todavia, sabe-se que esté
relacionada a um pequeno aumento de risco desta doenca (STOLL, 1999). A expressdo do Ki-

67, na HDU, esta descrita com mediana de 0,99% (BANKFALVI et al., 2004).

Segundo um estudo de caso-controle, elaborado por Shaaban et al., em 2002, no qual
se observaram pacientes com bidpsia de mama com HDU que, posteriormente,
desenvolveram algum tipo de carcinoma de mama, o risco relativo encontrado foi de 1,53. A
expressao do Ki-67 foi significativamente maior nos casos que desenvolveram carcinoma
posteriormente (mediana 3,82%) do que em pacientes controles (mediana 0,77%) desse

estudo (SHAABAN et al., 2002).
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O desfecho para cada pessoa que apresenta uma bidpsia com HDU ainda ndo pode ser
predito. Sabe-se apenas, em nivel populacional, que existe um aumento de risco de
desenvolvimento do cancer de mama. Para melhor definir essas alteragdes, ¢ necessario um

progresso futuro que vise a identificar marcadores moleculares.

Figura 5: Ductos demonstram hiperplasia epitelial usual. Células
epiteliais em multicamadas. Nao hé atipia. (HE,
100x).

Fonte: Disponivel em:
<http://mammary.nih.gov/reviews/tumorigenesis/Fischer
001/originals/8F.jpg>Acesso em: 4.jul. 2008.

2.5.2 Hiperplasia ductal atipica

A hiperplasia ductal atipica (HDA) € caracterizada por uma proliferacdo ductal com
multiplas camadas, com células que perderam a polaridade nuclear e com atipias nucleares.
Define-se como atipia o aumento do nucleo e do nucléolo, que pode ser multiplo (ROSEN;
OBERMAN, 1993) (Figura 6). A HDA apresenta algumas, nao todas, alteracdes presentes no
CDIS. Mesmo que o ducto envolvido apresente as caracteristicas de um carcinoma
intraductal, a ndo ser que haja mais de um ducto envolvido, o diagnostico serd de HDA.
Segundo o estudo de DuPont e Page (1985), o risco relativo da HDA ¢ de 5,3, sendo que, se

for associado a historico familiar de cancer, o valor ¢ praticamente duplicado (DUPONT;
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PAGE, 1985). Pelos critérios de Page, a HDA ¢ a alteragdo proliferativa que apresenta
caracteristicas de um CDIS, mas nao preenche todos os critérios para tal (PAGE,;
ANDERSON, 1987). Os critérios de Tavassoli e Norris, que sdo bastante semelhantes aos de
Dupont, consideram que a HDA tem os critérios do CDIS, porém com didmetro menor que 2

mm (TAVASSOLI; NORRIS, 1990).

A distingdo da HDA do CDIS de baixo grau e da HDU ¢ fundamental. A dificuldade
dessa distin¢do reside no fato de que as alteracdes se expressam no numero de células, no

tamanho dos espacos ductais e nas caracteristicas nucleares das células, que ndo variam

quanto a polariza¢ao nuclear (PAGE; ANDERSON, 1987).
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Figura 6a e 6b: Hiperplasia ductal atipica da mama com atipias celulares e células
mioepiteliais remanescentes (HE, 100 e 200 x).
Fonte: Disponivel em: Rosen’s Breast Pathology. Copyright © 2009 Wolter
Kluwer Health/ Lippincott Williams & Wilkins.

Em se tratando da variacdo interobservador, distinguir lesdes que podem apresentar
um continuo evolutivo provavelmente serda um problema (GHOFRANI; TAPIA;
TAVASSOLI, 2006). A defini¢do de atipia ¢ necessaria para a estratificagdo de risco das
pacientes. A distingdo entre HDA e CDIS pode ser muito complexa, especialmente, quando
se apresenta um carcinoma intraductal bem diferenciado ndo comedonico (TAVASSOLI,
DEVILEE, 2003). Nesses casos, a utilizacdo de marcadores imuno-histoquimicos pode ajudar

na distingao.

A HDA ¢ encontrada em cerca de 10% das mulheres, e sua frequéncia, em pacientes
com cancer de mama, atinge o pico maximo em torno dos 40 anos, regredindo em frequéncia

apods os 55 anos (STOLL, 1999).
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2.5.3 Carcinoma ductal in situ

O carcinoma de mama desenvolve-se dentro do sistema ductal, frequentemente, na
unidade ducto lobular terminal. O CDIS, que também recebe a terminologia de carcinoma
intraductal, ¢ uma neoplasia que ndo apresenta invasao do estroma mamario. Segundo os
critérios da Organizagdo Mundial da Satide (OMS), o CDIS ¢é a neoplasia intraductal
caracterizada pelo aumento da proliferacdo epitelial com atipias celulares, variando de sutis a
acentuadas, com uma tendéncia de progressdo a carcinoma invasor. Tem, como sindnimo, o
termo neoplasia intraepitelial ductal (DIN1 a DIN3). Essa nomenclatura, adotada pela OMS,
procura categorizar as lesdes proliferativas ductais dentro de um gradiente, conforme Tabela
1. O espaco de tempo para a transformag@o de um epitélio hiperplasico atipico em CDIS nao ¢
bem estabelecido. O estroma periductal também apresenta alteragdes com presenga de
elastose periductal e estromal. Na classificacdo TNM, o CDIS ¢ definido como TisNOMO,
estadio 0 (TAVASSOLI; DEVILEE, 2003).

Tabela 1: Neoplasias intra-epiteliais ductais

Terminologia classica DIN
Hiperplasia ductal usual -
Atipia epitelial plana 1A
Hiperplasia ductal atipica 1B
Carcinoma ductal in situ, grau I 1C
Carcinoma ductal in situ, grau IT 2
Carcinoma ductal in situ, grau I11 3

Fonte: World Health Organization Classification of Tumours Pathology and Genetics of
Tumours of the Breast and Female Genital Organs, 2003.

Sob o ponto de vista histologico, o CDIS ¢ uma lesdo heterogénea podendo constituir
um espectro de lesdes. O crescimento intraductal pode apresentar uma grande variedade de
padrdes arquiteturais: cribriforme, papilar, micropapilar, s6lido e comedo, na sua forma pura
ou combinada. O componente intraductal pode ser bem diferenciado, com proliferagao
monoétona e uniforme, como nos casos micropapilares e cribriformes; ja nos casos de
comedocarcinoma, ha um acentuado pleomorfismo celular com evidentes mitoses andmalas

(ELLIS et al., 1998; PAGE; ANDERSON, 1987; JAFFER; BLEIWEISS, 2002).
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O padrao arquitetural cribriforme ¢ o mais comumente encontrado no CDIS de baixo
grau. As células, em geral, apresentam tamanhos e formatos uniformes, com nucleo de
localizacdo central. O grau nuclear pode variar de alto a baixo grau. Ocasionalmente, o padrao

cribriforme pode estar associado a necrose (JAFFER; BLEIWEISS, 2002) (Figura 7).

Figura 7: Carcinoma ductal in situ: padrao cribiforme (HE,
200x).
Fonte: Casos do autor, 2006.

O CDIS papilar ¢ um tipo arquitetural associado ao grau nuclear moderado ou baixo,
constituido por populagdao uniforme de células, em torno de eixos conjuntivo-vasculares, que
formam prolongamentos papilares para dentro dos ductos. A forma micropapilar ndo exibe o
eixo conjuntivo-vascular e, na forma pura, tem grande tendéncia a multicentricidade

(JAFFER; BLEIWEISS, 2002) (FIGURA 8).
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Figura 8: Carcinoma ductal in situ: padrao micropapilar (HE,
100x).
Fonte: Casos do autor, 2006.

O CDIS de padrio solido caracteriza-se por obliteragdo completa da luz ductal e pela
proliferagdo celular, podendo variar o grau nuclear de baixo a alto (JAFFER; BLEIWEISS,
2002) (FIGURA 9).

Figura 9: Carcinoma ductal in situ: padrdo solido (HE, 100x).
Fonte: Casos do autor, 2006.
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Por fim, a categoria comedo ¢ relacionada ao pior prognostico. E composta por células
grandes, com acentuada atipia nuclear, necrose extensa e, frequentemente, associada a

microcalcificagdes (JAFFER; BLEIWEISS, 2002) (FIGURA 10).

Figura 10: Carcinoma ductal in situ: padrdo comedo (sélido
com comedonecrose) (HE, 100x).
Fonte: Casos do autor, 2006.

Existem, ainda, alguns tipos raros, como o ap6crino, o enddcrino e o hipersecretor, que
apresentam comportamentos biologicos pouco definidos (ELLIS et al., 1998; PAGE,;
ANDERSON, 1987; JAFFER; BLEIWEISS, 2002).

O diagnoéstico diferencial do CDIS de baixo grau e da HDA, principalmente quando ha
lesdes sem comedonecrose, pode ser uma tarefa ardua ao patologista. Nao existe um critério
especifico de diagnostico. Enquanto alguns autores requerem um envolvimento total de um
unico ducto com as caracteristicas celulares e arquiteturais, outros descrevem-no como o
comprometimento de um ou mais ductos, excedendo 2 mm de didmetro (TAVASSOLI;

DEVILEE, 2003).

A distingdo de CDIS com lesdes francamente invasoras também pode ndo ser
facilmente percebida (CONSENSUS..., 1997). O carcinoma lobular in situ (CLIS), em raras
ocasides, pode ndo ser prontamente diferenciado do CDIS, assim como ambos podem

coexistir na mesma mama ou na mesma unidade ducto-lobular (HARRIS et al., 2010).
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A interpretagao diagnostica de algumas alteragdes mamarias proliferativas pode ser
bastante controversa. Em um estudo realizado por Ghofrani, para analisar a concordancia
diagnostica entre casos de HDA e carcinoma ductal in situ de baixo grau, foram distribuidos
questionarios com énfase em cinco alteragdes proliferativas mamarias diferentes para cerca de
230 patologistas. As respostas quanto ao diagnostico foram avaliadas, verificando
discrepancias entre os diagnosticos. Com desenhos esquematizando alteragdes mamarias,
56,5% dos patologistas consideraram essas alteragdes uma HDA, enquanto 43,5%
consideraram ser um CDIS de baixo grau, o que evidencia a ocorréncia de uma discrepancia
diagnéstica muito grande com importantes consequéncias clinicas (GHOFRANI; TAPIA;

TAVASSOLI, 2006).

Em outro estudo realizado em 1991, Rosai distribuiu 17 casos de alteragdes
proliferativas mamarias, tipo ductal e lobular, para cinco especialistas em patologia mamadria.
Ao comparar os diagnosticos, nao verificou, em qualquer dos casos, concordancia diagnostica
entre os cinco patologistas (ROSAI, 1991). Isso ressalta a dificuldade diagnostica imposta
pelas alteracdes mamarias de CDIS, pois, mesmo com critérios estabelecidos desde 1985, por
Page, e, em 1990, por Tavassoli, muitas vezes, o diagnostico parece ser dubio,
principalmente, entre os casos de HDA e CDIS de baixo grau (PAGE et al., 1985;
TAVASSOLI; NORRIS, 1990).

Na Tabela 2, encontram-se os critérios histoldgicos diferenciais entre HDU, HDA e

CDIS.



Tabela 2: Diferencas histoldgicas entre HDU/HDA/CDIS
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e macrofagos. Pode
ocorrer hiperplasia da
camada mioepitelial.

células basais fusiformes
podem se misturar com
células proliferativas.

Caracteristica Hiperplasia Hiperplasia Carcinoma ductal
histologicas ductal usual ductal atipica in situ de baixo grau
Variavel, mas raramente Usualmente pequeno
~ ~ Raramente menor que 2-3
extenso, a nao ser que (<2 - 3 mm), a ndo ser que
Tamanho . ; mm, podendo ser bastante
associado a outro processo | associado a outro processo
. . . . . . extenso.
benigno proliferativo. benigno proliferativo.
. . ~ Populagéo celular
Mista: com células Populag@o celular puiag .
oo . . . uniforme com monotonia
epiteliais luminais e uniforme, mas com areas . .
g . . celular. As células basais
- células basais fusiformes. | de HDU aparecendo no . .
Composigado s fusiformes ndo sdo vistas.
Pode apresentar linfocitos | mesmo espago ductal. As . L
celular Células mioepiteliais sdo

visiveis ao redor dos
ductos, mas podem estar
atenuadas.

Arquitetura celular

Variavel.

Micropapilar, cribiforme
ou padréo sélido.

Micropapilas bem
desenvolvidas, cribiforme
ou solido.

Lamen

Irregular, as vezes com
espagos similares a poros
periféricos mal definidos,
que sdo uteis para
distingdo.

Pode ser bem formado
com espacos arredondados
com padréo cribiforme.
Limen mal definido pode
estar presente.

Bem delimitado com
padréo cribiforme.

Orientagao celular

Frequente agregado de
células com longos eixos
de nucleos, arranjados em
paralelo a dire¢do das
pontes celulares.

Os ntcleos celulares estdo
em angulo reto as pontes
intercelulares com padrdo
tipo cribiforme, formando
estruturas aparentemente
rigidas.

Estruturas micropapilares
com indiscerniveis corddes
fibrovasculares em
espacos geométricos bem
delimitados. Pontes
celulares rigidas, no
padrao cribiforme, com
nucleos orientados em
diregdo ao espago luminal.

Espagos nucleares
(nuclear spacing)

Nunca.

Podem aparecer ou nio.

Sempre.

Caracteristica
celular epitelial

Pequenas e ovais, mas com
formatos diferentes.

Pequenas ou médias com
monotonia celular focal.

Monotonia celular em
células pequenas.

Nucléolo Indistinto. Unico e pequeno. Unico e pequeno.
. . Infrequentes com raros Infrequentes com raros
Mitoses Infrequentes e usuais. . .
formatos anormais. formatos anormais.
Necrose Rara Rara As vezes presente

Fonte: NHS Cancer Screening Programmes. Pathology reporting of breast disease. NHS
Cancer Screening Programmes jointly with The Royal College of Pathologists, 2005.
Nota: Adaptada do NHSBSP 05.
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2.5.4 Carcinoma ductal invasor

O carcinoma ductal invasor (CDI) ¢ o tumor maligno mais frequente na mama,
representando de 41% a 77% de todos os carcinomas desse sitio (TAVASSOLI; EUSEBI,
2009). Na classificacdo da OMS, ¢ definido, por exclusdo, como aquele que ndo se enquadra
em nenhuma das demais categorias de carcinoma invasor de mama. Tem como termos
sindnimos: carcinoma ductal invasor sem outras especificagdes (SOE) (TAVASSOLI;
DEVILEE, 2003). O componente invasor do carcinoma ¢ avaliado, histologicamente, sendo
definido como grau I, II e III, considerando-se a formacao de tibulos, pleomorfismo nuclear e
indice mitotico. Quanto maior o grau histoldgico, menos diferenciado ¢ o tumor e mais
agressivo € seu comportamento biologico (ROSEN; OBERMAN, 1993; TAVASSOLI;
EUSEBI, 2009) (Figura 11).

Figura 11: Carcinoma ductal invasor (HE, 200x).
Fonte: Disponivel em:  <http://www.breastpathology.info/
index.html> Acesso em: 4 jul. 2008.

Microscopicamente, ¢ formado por células que podem formar ninhos ou infiltrar o
estroma isoladamente, havendo maior ou menor diferenciacao tabulo-glandular. A morfologia
celular também ¢ variavel e deve ser analisada em cada caso, podendo haver variagdo na
forma e no tamanho da célula e do nicleo (TAVASSOLI; DEVILEE, 2003).

No CDI, a avaliagdo de fatores prognoésticos ¢ fundamental para o planejamento
terapéutico. Classicamente, a avaliacdo dos linfonodos axilares ¢ o fator prognostico mais

importante (ROSEN; OBERMAN, 1993).
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2.6 SISTEMAS DE CLASSIFICACAO DE CARCINOMA DUCTAL IN SITU

A proposta de que a morfologia nuclear de células tumorais poderia ter implicagdes no
seu comportamento biologico foi introduzida por Hanseman em 1890; seus estudos foram o
ponto de partida para a concepcdo de muitos sistemas de graduacdo de carcinomas. O
pesquisador levou em consideracdo o indice mitdtico e a ocorréncia de mitoses como
importantes caracteristicas e concluiu que, quanto maior o grau de anaplasia, maior seria a
tendéncia do tumor metastatizar. Broders, em 1940, propds um sistema de graduacdo para o
cancer de mama. Salomon (1913), estudando a relagdo entre evolugao clinica do cancer de
mama e alteracdes morfoldgicas, concluiu que o grau de anaplasia tinha importancia
prognoéstica. Posteriormente, outros autores destacaram a importancia tanto das alteragdes
citologicas quanto histoldgicas para prever o comportamento biologico de tumores de mama

(STENKVIST et al., 1979).

Por muitos anos, a classificacdo do CDIS foi tomada, essencialmente, como um
exercicio académico, uma vez que todas as pacientes, frente a esse diagndstico, eram tratadas
com mastectomia. Com o crescente emprego de tratamento cirurgico conservador para o
CDIS, varios sistemas de classificagdo com relevancia clinica tém sido propostos, a fim de
oferecer informagdes quanto ao risco de recorréncia e progressdo para carcinoma invasor

(SCHNITT; HARRIS; SMITH, 1996).

O método tradicional de classificacio do CDIS bascava-se nas caracteristicas
arquiteturais ou no padrdo de crescimento e reconhecia, essencialmente, cinco subtipos

histologicos: papilar, micropapilar, cribriforme, sélido e comedo (MILLIS, 1996).

Os critérios diagnosticos para algumas dessas cinco categorias ndo siao bem
estabelecidos, assim como ndo sdo considerados achados potencialmente importantes para

predizer o comportamento bioldgico dessas lesdes (SCHNITT; HARRIS; SMITH, 1996).

O maior problema em determinar o padrdo arquitetural predominante ¢ a falta de
reprodutibilidade de seu diagnoéstico. Isso se deve, principalmente, a heterogeneidade
arquitetural e a presenga, em uma mesma lesdo, de diferentes padrdes arquiteturais. O
programa de qualidade do United Kingdom National External Quality Assessment, contando

com a participagdo de até 250 patologistas, obteve um baixo indice Kappa de 0,23 para
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avaliacdo do padrdao arquitetural predominante de casos de CDIS. Nesse mesmo estudo, a
concordancia foi melhor para aqueles do tipo comedo (k = 0,44) e pior para o padrao tipo
misto (k = 0,06) (SLOANE; ELLMAN; ANDERSON, et al). Em 1998, onze patologistas
avaliaram o grau de reprodutibilidade do padrdo arquitetural de 25 casos de CDIS e obtiveram
um valor Kappa de 0,44. Avaliados, separadamente, o padrdo comedo e o padrio misto
registraram concordancias de Kappa = 0,60 e Kappa = 0,13, respectivamente (BETHWAITE
et al., 1998).

Outro estudo, conduzido por Douglas-Jones et al. (1996), também avaliando a
concordancia diagnostica de casos de CDIS, teve como resultado 34,4% de discordancia para
o padrao arquitetural, sendo avaliados 180 casos por dois observadores especialistas em

patologia mamaria (DOUGLAS-JONES et al., 1996).

No estudo de Salles et al. (2005), foi avaliada a variacdo interobservador no
diagnostico e graduagdo histopatolégica do CDIS, observando-se baixos indices de
concordancia em ambos. Os resultados mostraram dificuldade na utilizacdo dos critérios
diagndsticos mais empregados na literatura para interpretacdo dessas lesdes, e apontaram a
necessidade de treinamento especifico dos patologistas ndo especialistas no diagndstico

dessas lesdes (SALLES et al., 2005).

Lagios et al., em 1989, foram os primeiros a sugerir uma relacdo entre achados
histologicos e o risco de recorréncia local em pacientes tratados com cirurgia conservadora de
mama. Esse estudo foi muito importante, porque o sistema de classificagdo utilizado
fundamenta-se, primariamente, no grau nuclear e necrose, ao invés do padrdo arquitetural.
Além disso, foi possivel estratificar essas lesdes em dois grupos: um de alto risco para
recorréncia local (aqueles com alto grau nuclear) e outro com uma taxa muito baixa de
recorréncia local (aqueles com baixo grau nuclear) apds somente excisdo isolada. Vérios
estudos subsequentes, incluindo ensaios clinicos randomizados, avaliando tanto pacientes
submetidos a biopsia excisional, associada ou ndo a radioterapia, t€ém evidenciado que lesdes
com alto grau nuclear, e presen¢a ou nao de comedonecrose, estdo associadas com maior taxa
de recorréncia local, se comparadas com lesdes privadas dessas caracteristicas (BADVE et al.,
1998; COLLINS, 1997; FISHER et al., 1995; OTTESEN et al., 1992; SCHWARTZ et al.,
1992; SOLIN et al., 1996; SNEIGE et al., 1995).

Virios sistemas de classificagdo histologica tém sido propostos para o CDIS. Essa

classificagdo deve ter significado clinico, auxiliando a melhor compreensdo da doenga,
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escolha terapéutica e definicdo de prognostico. De fato, desde a publicacao do estudo de
Lagios, em 1989, pelo menos seis novas classificagdes foram sugeridas (HOLLAND et al.,

1994; SCHNITT; CONNOLLY, 1997; SCOTT et al., 1997; SILVERSTEIN et al. 1996).

Todos esses sistemas de classificagdo, propostos a partir de entdo, consideram
primariamente o grau nuclear e a necrose, reservando o padrao arquitetural para um segundo
plano ou desconsiderando-o. As classificacdes diferem quanto a terminologia e critérios
empregados em sua composi¢cdo, porém assemelham-se quanto ao reconhecimento de trés
subtipos principais de CDIS: alto, intermedidrio e baixo grau. Estudos tém demonstrado que
lesdes de alto grau que perdem a expressdo de receptores de estrogé€nio e progesterona tém
alta taxa de proliferacdo celular, exibem aneuploidia e, frequentemente, apresentam
angiogénese no estroma adjacente. Por outro lado, lesdes de baixo grau sdo geralmente
positivas para receptores de estrogénio e progesterona, tém baixa taxa de prolifera¢do celular
e raramente mostram alteracdes como c-erbB2, p53 ou bcl-2 e angiogénese no estroma
adjacente. As lesoes classificadas como de grau intermediario dividem as caracteristicas dos

dois grupos precedentes (SCHNITT, CONNOLLY, 1997).

A classificacdo de Holland (HL), utilizada pelo European Pathologists Working
Group, enfatiza primariamente a diferenciagdo citonuclear, e, secundariamente, a
diferenciagdo arquitetural (polarizagdo celular). Esse sistema classifica CDIS em trés grupos:
pouco, moderado (intermedidrio) e bem diferenciado. O termo “comedonecrose” nao ¢
empregado como um critério diagnostico. Necrose ¢ definida como um achado
frequentemente associado, que pode se apresentar como necrose central dentro do ducto ou
como necrose celular individual e autofagocitose. Outros achados, que costumam ser
relatados, sdo a descricdo do padrdo de crescimento e do tipo de calcificacdo. A classificacao
exclui a observagdo de tipos raros de CDIS, como ap6crino, mucinoso ou anel de sinete,
porque ¢ incerto em qual grupo estes tipos especiais deveriam ser incluidos (HOLLAND et

al., 1994).

A escala de Van Nuys (VN) valoriza o grau nuclear e a presenca ou auséncia de
necrose tipo comedo. A presenca de grau nuclear alto, com ou sem comedonecrose, define o
grupo 3. Das lesdes remanescentes ndo alto grau, aquelas com necrose tipo comedo sdo
inseridas no grupo 2, e as sem necrose tipo comedo, no grupo 1. Tipos especiais de CDIS sao

incluidos nesta classificagdo (SILVERSTEIN et al., 1996).
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O grau nuclear de Black, utilizado principalmente por patologistas norte-americanos
na avaliacdo de neoplasias mamarias, tanto invasoras quanto intraductais, avalia as
caracteristicas nucleares das neoplasias de mama (BLACK et al., 1975; BLACK et al., 1955).
Estes autores inicialmente propuseram um sistema de graduacdo nuclear com cinco graus e,
contrariamente a pratica comum, os graus foram estabelecidos de maneira inversa; ou seja,
graus 0 e 1 designaram tumores pouco diferenciados e graus 3 e 4, tumores bem
diferenciados. Esta inversdo da ordem numérica contribuiu para a falta de apoio na aplicagao
dessa metodologia; no entanto, tais autores encontraram alta correlagdo deste sistema com a

sobrevida das pacientes estudadas.

Alguns anos mais tarde, Fisher et al. apresentaram uma proposta de graduacao nuclear
que reduzia os graus de cinco para trés e invertia a ordem numérica estabelecida por Black et
al. Eles uniram os graus 0 e 1 dentro do grupo dos tumores bem diferenciados e os graus 3 e
4, no grupo dos tumores pouco diferenciados (FISHER; REDMOND; FISHER et al.,1980).
Os autores concluiram que, em carcinomas de mama axila-negativos, o grau nuclear ¢ melhor
marcador prognostico do que o receptor de estrogeno (BLACK et al, 1955). Diante das
evidéncias de que a morfologia nuclear ¢ um indicador progndstico mais importante do que as
alteracdes arquiteturais no carcinoma de mama, sistemas de graduagdo baseados puramente
em detalhes nucleares foram adaptados para puncgdo aspirativa com agulha fina (PAAF)
(CAJULIS et al., 1990; SNEIGE et al., 1999). O sistema de graduacdo nuclear de Black
modificado por Fisher foi utilizado por Cajulis et al., em 1990, para avaliar a concordancia
cito-histologica na graduagdo do carcinoma de mama e a aplicabilidade deste método em
citologia. No MD Anderson Cancer Center, Universidade do Texas, leva-se em consideragao
apenas o grau nuclear de Black com a argumentacdo de se permitir, assim, uma melhor
correlacdo da histologia com a citologia de mama, visto que na avaliagdo citologica perde-se a

arquitetura do tecido.

Virias classificacdes citoprognosticas tém sido propostas, aplicaveis para preparados
citologicos e histolégicos (CORNFELD et al., 2004; DUCATMAN et al., 1993; MOROZ et
al., 1997). Algumas classificagdes baseiam-se em critérios exclusivamente nucleares;
enquanto outras associam-se também a aspectos arquiteturais (CAJULIS et al 1994; LOPES

et al., 2002).

A Tabela 3 e 4 apresenta os critérios para composicdo de trés classificagdes para

determinar o grau histoldgico do CDIS e o grau nuclear de Black modificado.
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Sistema Grau nuclear Polarizacgao celular Necrose celular Grau final
* Pouco diferenciado * Ausente ou focal * Pouco diferenciado
Holland * Moderadamente * Presente, nao * Moderadamente
. . . N/A . .
(HL) diferenciado proeminente diferenciado
* Bem diferenciado * Proeminente * Bem diferenciado
* Alto * Extensa * Alto grau
Lagios * Intermediario N/A * Focal * Grau intermediario
(LA) * Baixo » Ausente * Baixo grau
* Tipo especial
* Alto * Presente ou * Grupo 3
Van Nuys ausente
(VN) « Intermediario ou baixo | VA * Presente (comedo) | ¢ Grupo 2
* Intermediario ou baixo * Ausente (comedo) | ¢ Grupo 1
* Alto * Grau 3
Grau
Nuclear de [~ termediario * Grau 2
Black N/A N/A
Modificado
(GNBM) * Baixo * Grau 1

Nota: N/A, ndo avaliavel.

Fonte: Adaptado de WENDY, A. et al. Pathologists’ Agreement with experts and

reproducibility of breast ductal carcinoma in situ classification schemes. Am J Surg
Pathol, v. 24, n.5, p. 651-59, 2000.

Tabela 4: Resumo dos critérios para determinag¢ao do grau nuclear de Black modificado

Grau Nuclear de Black Modificado

Nucleo

Alto grau Grau intermedidrio Baixo grau
Pleomorfico Pleomorfismo discreto Grosseiramente esféricos
Anisonucleose Localiza¢do mista (alguma Nucleos monomorficos

Localizagao irregular
Geralmente grandes

Variagdo de forma e tamanho)
Contorno sem a monotonia do
baixo grau

Localizacao central
Geralmente pequenos

Diametro nuclear

Diametro de 3 vezes
dos nucleos normais

Diametro de até 2 vezes dos
nucleos normais

Diametro similar aos
nucleos dos ductos normais

Cromatina Vesicular Mista Uniforme
Nucléolo Um ou mais nucléolos | Infrequente Ausente
Mitoses Presentes Ocasionalmente presente Raras ou ausentes
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Para que uma determinada classificacdo tenha aplicabilidade, ela deve apresentar boa
concordancia entre os patologistas (CONSENSUS..., 1997). As defini¢des precisas conduzem
a uma observacdo mais objetiva e restringem o componente subjetivo, proporcionando a

reduc¢do da variabilidade interobservador (DOUGLAS-JONES et al., 1996).

Um estudo, comparando a reprodutibilidade de dois sistemas de classificag@o distintos
(HL e VN), teve como resultado uma melhor concordancia para o esquema de VN (k = 0.66

verso k = 0,57) (BETHWAITE et al., 1998).

Em outro estudo conduzido por Douglas-Jones et al. (1996), dois patologistas
classificaram o componente CDIS, em 180 casos de carcinoma invasor de mama, usando seis
diferentes sistemas de classificagdo. A maior concordancia foi obtida pelo sistema de VN
(DOUGLAS-JONES et al., 1996). Posteriormente, em outro estudo desse mesmo autor, 19
patologistas avaliaram 60 casos de CDIS reafirmando maior concordancia da classificagdo de

VN (DOUGLAS-JONES et al., 2000).

A European Commission Working Group on Breast Screening Pathology apresentou
um estudo avaliando cinco sistemas de classificagdo. A maior concordancia interobservador
foi obtida com a escala de VN (k = 0,42). A classificacdo de HL, por sua vez, obteve um

escore de concordancia Kappa de 0,37 (SLOANE et al., 1998).

Trés sistemas de classificacio — HL, LA, VN — tiveram sua concordancia
interobservador investigada, em um estudo de Wells, em 2000, no qual, divergindo dos
estudos precedentes, verificou-se uma maior concordancia para o sistema de HL (k =0,46).
LA e VN tiveram escores semelhantes para essa concordancia (k =0,26) (WELLS et al.,

2000).

O sistema de classificagdo de CDIS adotado pela OMS, denominado DIN (neoplasia
intra-ductal), ndo foi avaliado por qualquer estudo quanto a sua reprodutibilidade diagnostica.
Sugerem os autores dessa nova nomenclatura que a sua vantagem seria de reduzir o impacto
de diferentes termos usados para as mesmas lesdes, quando avaliadas por diferentes

observadores (CDIS vs HDA) (TAVASSOLI; EUSEBI, 2009).

Um estudo recente de Schuh, em 2010, avaliou a concordancia diagnostica de
caracteristicas histopatoldgicas para trés classificagdes de CDIS — HL, LA, VN. Nesse estudo,
quando avaliado separadamente os critérios para composicdo dos sistemas de classificacdo,

constatou-se melhor concordancia para os critérios de necrose e pleomorfismo nuclear e pior
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concordancia interobservador para o indice mitdtico e presenca de nucléolo. Também
verificou-se que a classificagdo de VN foi a mais concordante entre todos os patologistas
participantes (k =0,37). Uma andlise comparando a concordincia entre subgrupos de
patologistas, estratificados pelo seu interesse em patologia mamadria, evidenciou uma
concordancia superior entre os profissionais autodenominados especialistas em relagdo

aqueles em treinamento para exercicio da anatomia patoldgica (SCHUH, et al, 2010).

A Tabela 5 resume os achados dos estudos que avaliaram diferentes sistemas de

classificagdo de CDIS.

Tabela 5: Sumario de estudos de avaliacao de reprodutibilidade de sistemas de classificagao

de CDIS
Casos Observadores Holland Lagios Van Nuys
n N K K K
Sloane, 1998 33 23 0,37 - 0,42
Bethwaite, 1998 25 11 0,57 - 0,66
Sneige, 1999 125 6 - 0,46 -
Wells, 2000 40 7 0,46 0,26 0,26
Douglas-Jones, 2000 60 19 0,47 — 0,58
Schuh, 2010 43 12 0,27 0,34 0,37

K: indice de Kappa

Para a composicdo dos sistemas de classificacdo, ¢ utilizada uma série de
caracteristicas citonucleares, citoarquiteturais e padrdes de necrose. Os achados que devem
ser documentados para a avaliacdo do nucleo celular sdo: pleomorfismo nuclear, diametro,

presenca de nucléolo e padrao da cromatina celular (CONSENSUS..., 1997).

Assim, observam-se variagdes para cada caracteristica. Descrevem-se ntcleos
pleomorficos, com anisonucleose e localizacdo irregular, assim como aqueles com
pleomorfismo discreto, mostrando alguma variacdo de forma e tamanho, localizagdo mista.

Ha, também, nucleos, grosseiramente esféricos, monomorficos e de localizagdo central

(CONSENSUS..., 1997) (Figuras 12 e 13).
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Figura 12: Carcinoma ductal in situ: nicleos pleomorficos com
variagdo de forma e tamanho (HE, 400x).
Fonte: Casos do autor, 2006.

I
f 3

Figura 13: Carcinoma ductal in situ: padréo cribriforme ntcleos
monomorficos com localizagdo central na célula
(HE, 400x).

Fonte: Casos do autor, 2006.

O diametro nuclear também pode estar entre os critérios para composi¢do do grau

nuclear. Essa caracteristica ¢ descrita comparando o didmetro de hemadcias; os referenciais
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sdo: maior que 2 hemdcias, entre 1,5 a 2 hemacias, e menor que 1,5 hemacia (Figura 14).
Também ¢ possivel utilizar a dimensdo dos nucleos de ductos normais como referéncia,
classificando-os de acordo com o tamanho apresentado: nicleos 3 vezes maiores, 2 vezes

maiores ou de tamanho semelhante.

Figura 14: Carcinoma ductal in situ: correlagdo do nucleo com o
tamanho da hemadacia no campo histolégico. (HE,
200x).

Fonte: Caso do autor, 2006.

A cromatina pode apresentar-se como vesicular com granulagdes, mista ou uniforme.
Pode ainda indicar a presenca de nucléolos, destacando-os como evidentes, infrequentes ou

ausentes (Figuras 15 e 16).
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Figura 15: Padrdes diferentes de cromatina nuclear em CDIS:
vesicular, com nucléolos evidentes e irregulares (HE,
400x).

Fonte: Casos do autor, 2006.

Figura 16: Padrdes diferentes da cromatina nuclear em CDIS:
padrdo  mais homogéneo com  nucléolos
inconspicuos (HE, 200x).

Fonte: Casos do autor, 2006.

A polarizagdo celular reflete a orientagdo das células em torno dos espagos

intercelulares de aspecto luminal. Pode estar ausente ou apresentar-se como focal, presente e
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ndo proeminente; ou ainda presente e proeminente. (HOLLAND et al., 1994) (Figuras 17 e

18).

Figura 17: Presenca de polarizagdo nuclear em CDIS (HE, 400x).
Fonte: Caso do autor, 2006.

Figura 18: CDIS com auséncia de polarizagdo ¢ desorganizacao
nuclear além de intenso pleomorfismo (HE, 400x).
Fonte: Caso do autor, 2006.

A necrose ¢ definida como debris celular eosinofilica, contendo cinco ou mais nucleos

picnoticos. As lesdes sdo classificadas em trés categorias: necrose ausente, quando nenhum
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ducto apresenta necrose; necrose presente, quando se manifesta em qualquer ducto,
independentemente do didmetro de sua extensdo; necrose extensa ou comedo, definida
quando 50% ou mais de qualquer ducto contém material ou calcificacdo com evidéncia de

necrose (CONSENSUS..., 1997; SILVERSTEIN et al., 1996) (Figura 19).

Figura 19: CDIS com evidéncia de necrose dentro da luz (HE,
100x).
Fonte: Casos do autor, 2006.

A contagem do niimero de figuras mitoticas ou do Indice Mitético (IM) é um dos
primeiros métodos utilizados para avaliar a proliferacdo celular. A contagem mitdtica tem
sido utilizada na avalia¢do histologica, principalmente no diagnodstico de tumores, desde a
introdugdo da microscopia. A facil utilizagdo e a necessidade de apenas um microscopio e de
uma boa coloragdo com hematoxilina-eosina fazem com que este método seja utilizado com

frequéncia (VAN DIEST; BRUGAL; BAAK, 1998).

O IM depende do numero de mitoses por dez campos de grande aumento. Sendo o
grande aumento variavel entre os microscopios, € necessario verificar o didmetro do campo de
grande aumento e correlacionar com tabelas para que se possa calcular o indice mitético de

forma adequada (NHS Cancer..., 2005) (Figura 20).
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Figura 20: CDIS com campo de grande aumento mostrando
numerosas atipias e mitoses (HE, 400x).
Fonte: Casos do autor, 2006.

Alguns estudos levam em consideragao o numero de mitoses por unidade de medida
(como cinco mitoses por mm?) e outros, pelo numero de mitoses em relacdo ao numero total
de células em determinado volume tumoral (VAN DIEST; BRUGAL; BAAK, 1998). De
modo geral, descreve-se a presenga ou ndo de mitoses, observando a microscopia em campo
de grande aumento. Quando presentes, quantificam-se como frequentes, se houver mais de 20
mitoses por 10 campos; ocasionais, entre 10 e 20 mitoses por 10 campos; e infrequentes,

quando houver menos de 10 mitoses por 10 campos.

Critérios bem definidos devem ser utilizados para definir uma mitose. Essas se
apresentam como pontos escuros dos cromossomos, que podem ser reconhecidos pela
presenca de extensdes filamentares. Para tanto ¢ necessario focaliza-las, para cima e para
baixo, no micrometro, quando o envelope estd ausente e o citoplasma estd mais basofilico do
que eosinofilico (VAN DIEST; BRUGAL; BAAK, 1998). Os cromossomos podem estar com

a configuragdo de metéafase, anafase ou teldfase.

Uma classificagdo ideal para o CDIS deveria, em primeiro lugar, ser util clinicamente,
correlacionando o grau com a taxa de recorréncia local e a progressdo para carcinoma
invasivo. Em segundo lugar, deveria apresentar defini¢des precisas e inequivocas dos termos
usados e ser aplicavel a todos os diferentes tipos e manifestacdes do CDIS. Deveria ser

simples e de facil aplicagdo, mesmo quando apenas um pequeno numero de ductos
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comprometidos por CDIS estd disponivel. Por fim, deveria apresentar uma alta taxa de

concordancia entre os patologistas.

2.7 QUESTIONARIO INFORMATIZADO PARA DIAGNOSTICO DE GRADUACAO
PATOLOGICA DE CARCINOMA DUCTAL IN SITU DE MAMA

A avaliacdo histologica das alteracdes proliferativas mamadrias decorre de uma
interpretagdo  subjetiva dos patologistas, podendo apresentar variacdes intra e

interobservadores (GHOFRANI; TAPIA; TAVASSOLI, 2006).

A criacdo de um questionario informatizado, como ferramenta de auxilio na
determinagdo do grau tumoral do CDIS, pode ajudar a diminuir a variagdo das interpretagdes.
Nao se encontra na literatura nenhum estudo que tenha desenvolvido semelhante sistema
informatizado para obtengdo da graduacdo de casos de CDIS, através de diferentes escalas de

classificagao.

Um instrumento de coleta de dados foi desenvolvido para evidenciar os elementos
mais importantes de cada sistema de classificagdo, a fim de permitir a comparacao das
respostas dos participantes. Dessa forma serd possivel determinar a concordancia intra e
interobservador. Criou-se  um  software  no formato de  Web  Site
(www.mayer.art.br/cainsitu/site3), que oferece um questionario eletrénico contendo as
caracteristicas utilizadas para a composicao de quatro sistemas de classificacdo de CDIS
(Anexo A), assim como as imagens digitalizadas da microscopia dos casos. Todos os
patologistas avaliaram os casos de CDIS por meio de um questionario padrao disponivel no

site.

A pagina inicial do site apresenta o projeto de pesquisa e permite ao patologista
convidado a conhecer os diferentes sistemas de classificacdo do CDIS (figura 21). Para
acessar o site, os participantes receberam um nome de usudrio e senha (figura 22). Feito o
login, a proxima pagina consiste em um consentimento que esclarece a participagdo do

visitante na pesquisa e informa o compromisso dos pesquisadores em utilizar os dados
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coletados apenas com o proposito do estudo (figura 23). Concordando em participar, abre-se a
pagina seguinte, onde encontra-se um pequeno questionario de dados demograficos: idade,
tempo de atuacdo como patologista, nivel de graduacdo, interesse por patologia mamaria,
sistema de classificacdo de CDIS utilizado em sua préatica clinica (figura 24). Respondido este
questionario, inicia-se a apresentacdo dos casos junto com o questionario padronizado,
contendo as caracteristicas para composi¢ao dos escores dos sistemas de classificacdo do
estudo (figura 25). Durante a visualizacdo dos casos, se necessario, ¢ possivel ampliar
imagens para uma melhor avalia¢do dos critérios solicitados (figura 26). Ao final da andlise
de cada caso, o proprio programa, a partir da avaliagdo dos dados obtidos através de um
sistema de pontos (Anexo B), informa a graduacao histoldgica obtida para os trés sistemas de
classifica¢do (figura 27). Os critérios também estdo disponiveis no site para consulta, bem

como as referéncias bibliograficas das classificagdes analisadas.
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Em um segundo momento, apdés um periodo superior a seis meses da primeira
avaliacdo, trés patologistas autodenominados especialistas em patologia mamaria, dentre
aqueles que finalizaram o preenchimento do questiondrio, foram novamente alocados para
classificar os mesmos casos de CDIS. Nessa fase, os patologistas tiveram de acessar um novo
endereco eletronico (http://mayer.art.br/cainsitu/site2), que apresentou os mesmos casos €
solicitou que esses fossem classificados de acordo com um dos sistemas apresentados (figura
28). Neste momento, porém, o diagnostico final foi dado pelo patologista sem auxilio do
questionario inicial contendo os critérios ou sistema de pontos para definir o diagndstico.

Cada patologista foi responsavel por uma determinada classificagao.
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Este estudo estd de acordo ética e metodologicamente com as Diretrizes ¢ Normas
Regulamentadoras de Pesquisa envolvendo Seres Humanos (Resolu¢ao 196/96 do Conselho
Nacional de Saude). Os autores da presente pesquisa se comprometeram a manter sigilo dos
dados coletados em prontudrios e bases de dados referentes aos pacientes e aos relatorios
elaborados pelos patologistas envolvidos no estudo. As informacdes foram utilizadas unica e

exclusivamente com finalidade cientifica, preservando-se o anonimato dos pacientes.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Grupo de Pesquisa e Pos-

Graduacao do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, com o nimero 10-247.
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4.1 OBJETIVOS GERAIS

4.1.1. Determinar o grau de concordancia entre o diagnodstico obtido através de um
questionario eletronico com um sistema de pontos desenvolvidos para este estudo (web-based
survey) e o diagnoéstico feito por patologistas, em sua pratica clinica, a partir de imagens
digitalizadas da microscopia de casos de CDIS de mama, segundo as classificacdes de

Holland, Van Nuys e grau nuclear de Black modificado.

4.1.2. Determinar a concordancia diagnostica entre patologistas para os sistemas de graduacao
histologica de Holland e Black modificado de casos de DCIS de mama utilizando esse web-

based survey.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1. Avaliar a reprodutibilidade diagndstica do questionario eletronico e sistema de pontos
disponiveis em um website para trés diferentes classificagdes de CDIS, comparando

resultados intraobservadores;

4.2.2. Avaliar a concordancia interobservador de sistemas de classificagdo de CDIS de mama
(Holland e grau nuclear de Black modificado) através de um questionario eletronico e de um

sistema de pontos desenvolvidos para este estudo;

4.2.3. Identificar, dentre os sistemas em estudo, aquele que apresenta maior acurécia

diagnostica.
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ABSTRACT

Introduction: Histopathological grading diagnosis of ductal carcinoma in situ (DCIS) may be
very difficult, even if done by experts. The challenge may be due to the inaccurate and/or
subjective application of the diagnosis criteria. This study aims to develop a method of
systematic application of diagnostic criteria for composition of the histological grade of DCIS
lesions, through a questionnaire available in a website, and to determinate its reliability and

applicability in clinical practice.

Material and methods: The most important criteria to grade DCIS lesions in
histopathological bases were selected to compose the point scoring system according to their
relevance to three different DCIS classifications. A software was created in order to be
accessed through Internet, in website format (http://mayer.art.br/cainsitu/site3). This website
offers a questionnaire containing the characteristics used to compose the three DCIS
classification systems in our study, and also the digitized microscopy images of 43 DCIS
cases selected. Three pathologists, who are specialists in breast pathology, analyzed the same
set of digitized images in this web-based survey. In the first phase, they answered a
questionnaire with the characteristics used to compose the modified Black nuclear grade
system and the classification systems of Holland and Van Nuys. After at least 6 months, the
pathologists read again the same images, but without the help of the questionnaire, indicating
subjectively the diagnoses, using the grading system of their daily practice. The intraobserver

agreement analysis was employed to validate this innovative web-based survey.

Results: Overall, diagnostic reproducibility was similar for all systems of histologic grading
classification, with kappa values of 0.57 + 0.10, 0.67 + 0.09 and 0.67 + 0.09 for Holland, Van

Nuys classification and modified Black nuclear grade system respectively.

Conclusion: The intraobserver diagnostic reproducibility of DCIS with the use of digital
images in a web-based survey compared to subjective analysis with the use of a point scoring
system is moderate to good for Holland, Van Nuys and modified Black nuclear grade system.
The use of scoring point system does not appear to pose a major risk of presenting large (2-
step) diagnostic disagreements. These findings indicate that the use of this point scoring
system in this web-based survey to grade objectively DCIS lesions is a promising, useful and

a reliable diagnostic tool.
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INTRODUCTION

Ductal carcinoma in situ (DCIS) of the breast consists in lesions with different
cytological and architectural characteristics. DCIS lesions are originated in the terminal
ductolobular unit and are associated with a wvariable risk of invasive carcinoma
development™'*2'.

From a practical perspective, the precise definition of the histological grade as a
predictor of biological behavior is very important, especially in regard to DCIS, because of its
association with the risk of developing invasive carcinoma'.

It is very important to establish reproducible diagnosis that can help the choice of the
best treatment for each patient. Therefore, the degree of tumor differentiation is a biological
variable which can be used as a prognostic factor’. Therapeutic decisions are made based on
the histological classification, associated with other factors such as histopathological grading,
size of lesion, state of margins, age of patient, mammographic correlation, and other
biological markers of tumor aggressiveness assessed by molecular techniques'’%2%-".

Since treatment of DCIS may vary according to the potential of evolution and
recurrence of the lesion, it is necessary to have clearly defined criteria to classify these
lesions'. Considering that surgical treatment may vary from an isolated segmental resection,
through a segmental resection with radiation therapy, up to a mastectomy, and given the
irreversibility of therapeutic action, it is essential that the diagnosis is based on objective
criteria that can be easily reproduced in daily practice’. Several studies have looked at the
issue of diagnostic reliability and intraobserver reproducibility according to the classification
studied®822.23.2425.21.28.37

Although several classification systems for DCIS have been proposed, there is only a
regular level of diagnostic agreement between pathologists®. Many reasons may be suggested
to explain this condition. Prior studies differ in how DCIS cases are presented, with variations
of the origin and characteristics of the samples, core biopsy or excisional biopsies, association
with invasive carcinoma, convenience or random sampling, cases with difficult grade
diagnosis or representative cases. Also, there is great variation of professionals included to

perform the diagnosis: some are specialists in breast pathology, while others are surgical

pathologists directly involved in the diagnosis routine, not exclusively in the interpretation of
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breast tumors.

Furthermore, instruments to gather data differ in the studies conducted so far, which
contribute to the difficulty of comparing them, as well as affect the quality of reported
information. Classifications that take into account only parameters related to nuclear
morphology have been proposed. These classifications have higher correlation with breast
cancer biological behavior than those that take into consideration cytoarchitectural features.
Therefore, they provide important clinical information with prognostic value'”.

Telepathology has been studied extensively as a mean of diagnosis and consultation in

12:15.3233.34.35:36 * Bysebi et al. (1997) have studied the telepathology

surgical pathology
diagnostic accuracy of pathologists in cases with difficult diagnosis and shown the accuracy
of telepathology to be high (agreement of 75.0%)’. However, before telepathology can be
used confidently, thorough evaluation of its true diagnostic reproducibility is needed.

For all these reasons, this study intends to validate an electronic questionnaire
available on Internet, which through a scoring point system generates the diagnosis of
pathological grading of DCIS lesions in different grading systems. This study aims to assess
the ability of the created questionnaire and its scoring system to reproduce the diagnosis of the

pathologists in their work routine for two classification systems of DCIS (Holland and Van

Nuys) and the Black modified nuclear grade.

MATERIALS AND METHODS

Study Design

A cross-sectional study was carried out to evaluate the diagnostic agreement of the
electronic questionnaire developed for this study and its point system for obtaining the final
diagnosis in 3 different grading systems for DCIS of the breast with the diagnosis obtained
through the usual interpretation given by the pathologists.

The privacy of all data obtained was ensured, and this information was used

exclusively for the scientific purpose expressed in this research project.

This project was approved by the Ethics and Research Committee of the Graduate and
Research Group (GPPG) at “Hospital de Clinicas de Porto Alegre”.

Cases in the study

Slides of 43 DCIS cases of the breast, diagnosed at ‘Hospital de Clinicas de Porto
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Alegre’ (HCPA) and at MD Anderson Cancer Center, USA, were chosen by convenience
sampling. Typical examples of DCIS were considered to select these cases, as well as those in
which_/histological material was well processed. The slides selected were reviewed by two
experienced pathologists (MIE and ER) without knowledge of the clinical and demographic
characteristics of the patients. The cases were not selected based on ease of diagnosis, but
because they represented different grades of tumor differentiation. Cases in which there was
evident invasive ductal carcinoma associated or divergence between the original
anatomopathological diagnosis and the review performed at selection were excluded. The
case slides were stored at HCPA Pathology Service and in the Pathology Department of
University of Texas MD Anderson Cancer Center, and they were prepared from surgical
specimens fixed in buffered formalin and placed in paraffin blocks, using 4 um thick sections

stained with hematoxylin—eosin.

The cases were presented in digital photographs to the pathologists participating in
this study. The reviewing pathologists (MIE and ER) obtained several colored digital
photomicrographs of the selected DCIS cases. The website provides images of the same field
in three different magnifications (100, 200, and 400%). During analysis, the pathologist could
enlarge each image provided. Each case had at least 5 images stored in JPEG format, which

the observers could access freely with or without magnification.

Participating Pathologists

Three pathologists (E.R., M.G., D.U.) were invited to participate in this study. They
declare themselves experts in breast pathology and perform their activities in hospitals with
health care service to patients with breast cancer. For classifying Holland, Van Nuys and
modified Black nuclear grade pathologists with specific experience in the use of these ratings

were invited.

As a reference for modified Black nuclear grade, an expert in breast pathology from
the MD Anderson Cancer Center, USA was invited. For Holland and Van Nuys ratings, two
experts in breast pathology that perform their activities in a university hospital in the city of

Porto Alegre, Brazil, were invited.

Classification Systems Assessed

A series of cytonuclear, cytoarchitectural characteristics and patterns of necrosis was

used to compose the classification systems (Tables 1 and 2). The documented findings that
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concerned the evaluation of the nucleus were: nuclear pleomorphism, diameter of the nucleus,

presence of the nucleolus, and chromatin pattern.

Table 1: Morphological characteristics analyzed for the classification systems.

Cell Cell .
Systems Nuclear Grade L. . Final Grade
Polarization Necrosis
Poorly differentiated ~ Absent or focal Poorly differentiated
Holland Intermediately Present, not N/A Intermediately
(HL) differentiated prominent differentiated
Well differentiated Prominent Well differentiated
High Present or absent  G3
Van Nuys NA (comedo)
(VN) Intermediate or Low Present (comedo) G2
Intermediate or Low Absent (comedo) Gl
High High grade
Black . .
(BMNG) Intermediate N/A N/A Intermediate grade
Low Low grade

Note: N/A, not available.

Table 2:

Summary of the criteria to determine the nuclear

classifications studied.

grade for the DCIS

Holland

High grade

Intermediate grade

Low grade

Pleomorphic nuclei,
anisonucleosis,

Slight pleomorphism, nuclei
showing some variation in

Monomorphic nuclei of
uniform size, regular

Nuclei irregular location, size, outline and spacing outline and spacing,

usually but not always usually small

large
Chromatin Vesicular Fine to coarse Uniform, fine
Nucleoli 1 or more Infrequent No nucleoli
Mitoses Often present Occasionally present Rare

Van Nuys
High grade Intermediate grade Low grade

Nuclei >2 RBC 1.5-2RBC 1-1.5RBC
diameter
Chromatin Vesicular Fine to coarse Uniform, fine
Nucleoli 1 or more Infrequent No nucleoli
Comedo- Present or absent Present Absent
necrosis

Table continues on the next page
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Black Modified Nuclear Grade

High grade Intermediate grade Low grade
Pleomorphic nuclei, Slight pleomorphism, nuclei Monomorphic nuclei of
anisonucleosis, showing some variation in uniform size, regular
Nuclei irregular location, size, outline and spacing outline and spacing,
usually but not always usually small
large
Up to 3 times the Up to 2 times the diameter of ~ Same as normal nuclei
Nuclei diameter of normal normal nuclei
diameter nuclei
Chromatin Vesicular Fine to coarse Uniform, fine
Nucleoli 1 or more Infrequent No nucleoli
Mitoses Often present Occasionally present Rare

The modified Black nuclear grade, used mainly by American pathologists in the
evaluation of both invasive and intraductal breast cancer, evaluates the nuclear characteristics
of breast cancers. Black and colleagues®* proposed a nuclear grading system with five grades.
Contrary to common practice, grade 0 and 1 were used to designate the most poorly
differentiated, or anaplastic neoplasms, whereas grade 4 reflected the well-differentiated
tumors. This reversal of the numerical order remained a disturbing aspect of this nuclear
grading system and contributed to a lack of wide support for its application. The nuclear-
grading system of Black and colleagues has been found to be useful in predicting prognosis'®.
Fischer and coworkers devised a grading method and modified the Black nuclear grading
system by reducing it from five to three grades after combining grades 0 and 1 into one group,
and grades 3 and 4 into another. Furthermore, they inverted the numerical order so that grade
1 corresponds to the well differentiated carcinomas, and grade 3 reflects the most poorly
differentiated tumors. In this study, the participant patologist classified cytonuclear

differentiation (nuclear grade) according to criteria published'.

Holland’s classification, used by the European Pathologists Working Group, primarily
emphasizes cytonuclear differentiation and secondarily architectural differentiation (cellular
polarization). This system classifies DCIS in three groups: poorly, moderately
(intermediately), and well differentiated. The term 'comedonecrosis' is not used as a
diagnostic criterion'®. In this study, the participant assessed the criteria to compose the degree
of cytonuclear differentiation (nuclear grade), as well as the cellular polarization, according to

the criteria published.

The Van Nuys scale values the nuclear grade and the presence or absence of comedo-
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type necrosis. The presence of any high nuclear grade (with or without comedo-type necrosis)
is defined as Group 3. Among the remaining non-high nuclear grade lesions, those with
comedo-type necrosis are defined as Group 2, and those without comedo-type necrosis are
defined as Group 1. Special types of DCIS are included in this classification®. The participant
of this study identified both presence and absence of comedo-type necrosis and also the
remaining criteria necessary to compose the nuclear grade, according to the literature

published.

Method

Partially, the methodology of this study was already published in a previous paper,
Schuh et al. (2010)**,

We created two computer software programs which can be accessed through Internet,
in website format. In one of them (http://www.mayer.art.br/cainsitu/site3), a data collection
instrument was developed to show the most important elements of each classification system
and to allow comparison of the participants’ answers in order to determinate intra and
interobserver agreement. This website offers a questionnaire containing the characteristics
used to compose the three DCIS classification systems in our study, and also the digitized
microscopy images of the DCIS cases. A scoring system was developed to allow the
determination of the histological grade of the cases (Table 3). This electronic questionnaire
and the diagnostic scoring point system compose the web-based survey that it is proposed to
validate in this study. Each analyzed histological characteristic receives a value which is
higher if the characteristic of the lesion tends to be undifferentiated and lower if it tends to be
well differentiated. Based on the evaluation of the data obtained at the end of each case, the
program itself accesses the histological grade for the three classification systems. Each one of
the three classifications considers certain histological characteristics; therefore, different final

scores can be found for each classification.
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Table 3: Equations for the generation of the final score of histological grade for the DCIS

classification systems: Holland, Van Nuys and modified Black nuclear grade system

Holland

Van Nuys

Modified Black Nuclear Grade System

Gl<6

(1) monomorphic nuclei of uniform size, regular
outline and spacing

(1) uniform, fine chromatin
(1) no nucleoli
(1) no mitoses

(1) all the cells have a well-defined apex and
show polarization

G1<50

(10) Nuclei 1.5 -2 RBC diameter or nuclear
size in relation to normal duct: 2 fold
variation in nuclear diameter

or

(1) Nuclei 1-1.5 RBC diameter or nuclear
size in relation to normal duct: similar,
minimal enlargement

(10) fine to coarse chromatin
or
(1) uniform, fine chromatin

(2 )nucleoli insignificant

or

(1 )no nucleoli

(10) any confluent necrosis
or

(1) no necrosis

Gl<6

(1) monomorphic nuclei of uniform size,
regular outline and spacing

(1) Nuclei 1-1.5 RBC diameter or nuclear size
in relation to normal duct: similar, minimal
enlargement

(1) uniform, fine chromatin
(1) no nucleoli

(1) no mitoses

G2>5e<90

(10) nuclei showing some variation in nuclear
size, outline and spacing

or

(1) monomorphic nuclei of uniform size, regular
outline and spacing

(10) fine to coarse chromatin
or
(1) uniform, fine chromatin

(2) nucleoli insignificant)
or
(1) no nucleoli

(10) mitoses present
or
(1) absent

(10) polarization present but not pronouced
or

(1) all the cells have a well-defined apex and
show polarization

G2 > 1000 <1030

(10) Nuclei 1.5 -2 RBC diameter or nuclear
size in relation to normal duct: 2 fold
variation in nuclear diameter

or

(1) Nuclei 1-1.5 RBC diameter or nuclear
size in relation to normal duct: similar,
minimal enlargement

(10) fine to coarse chromatin
or
(1) uniform, fine chromatin

(2) nucleoli insignificant
or
(1) no nucleoli

(1000) proeminent central necrosis -
comedonecrosis

G2 >5 <90 or >13<16 if no mitoses

(10) nuclei showing some variation in nuclear
size, outline and spacing

or

(1) monomorphic nuclei of uniform size,
regular outline and spacing

(10) nuclei 1.5 -2 RBC diameter or nuclear
size in relation to normal duct: 2 fold variation
in nuclear diameter

or

(1) nuclei 1-1.5 RBC diameter or nuclear size
in relation to normal duct: similar, minimal
enlargement

(10) fine to coarse chromatin
or
(1) uniform, fine chromatin

(2) nucleoli insignificant
or

(1) no nucleoli

(1) no mitoses

Table continues on the next page
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G3>95

(100 ) pleomorphic nuclei, anisonucleosis,
usually but not always large

or

(10) nuclei showing some variation in nuclear
size, outline and spacing

or

(1) monomorphic nuclei of uniform size, regular
outline and spacing

(100) coarse, clumped chromatin
or

(10) fine to coarse chromatin

or

(1) uniform, fine chromatin

(10) evident nucleoli

or

(2) nucleoli insignificant
or

(1) no nucleoli

(10) mitoses present
or
(1) mitoses absent

(100) no true polarization of the cells with
orientation toward a lumen

or

(10) polarization present but not pronouced
or

(1) all the cells have a well-defined apex and
show polarization

G3 > 100 < 320 or >1100

(100) nuclei > 2 RBC diameter or nuclear
size in relation to normal duc: 3 fold
variation in nuclear diameter

or

(10) nuclei 1.5 -2 RBC diameter or nuclear
size in relation to normal duct: 2 fold
variation in nuclear diameter

or

(1) nuclei 1-1.5 RBC diameter or nuclear
size in relation to normal duct: similar,
minimal enlargement

(100) coarse, clumped chromatin
or

(10) fine to coarse chromatin

or

(1) uniform, fine chromatin

(10) evident nucleoli

or

(2 )nucleoli insignificant
or

(1) no nucleoli

(1000) proeminent central necrosis -
comedonecrosis

or

(10) any confluent necrosis

or

(1) no necrosis

G3 > 95 or >13<16 if present mitoses

(100) pleomorphic nuclei, anisonucleosis,
usually but not always large

or

(10) nuclei showing some variation in nuclear
size, outline and spacing

or

(1) monomorphic nuclei of uniform size,
regular outline and spacing

(100) nuclei > 2 RBC diameter or nuclear
size in relation to normal duc: 3 fold variation
in nuclear diameter

or

(10) nuclei 1.5 -2 RBC diameter or nuclear
size in relation to normal duct: 2 fold variation
in nuclear diameter

or

(1) nuclei 1-1.5 RBC diameter or nuclear size
in relation to normal duct: similar, minimal
enlargement

(100) coarse, clumped chromatin
or

(10) fine to coarse chromatin

or

(1) uniform, fine chromatin

(10) evident nucleoli

or

(2) nucleoli insignificant
or

(1) no nucleoli

(10) present mitoses
or
(1) absent

The criteria used to compose the final histological grade for the three classification

systems, the description of these classifications, and the references remained available to the

participants for consultation while the data was being collected.

Every participant pathologist received a username and password to be able to access

the site. Primarily, they evaluated the cases through this standard questionnaire. In a second

moment, the same three pathologists were again assigned to classify the same cases of DCIS.

In this phase, the pathologists should go online to access the second website

(http://www.mayer.art.br/cainsitu/site2). In this moment, however, the final diagnosis would

be given by the pathologist without the aid of the questionnaire containing the criteria and

scoring system for diagnosis. Each pathologist was responsible for a particular classification

system.

Statistical analysis
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The Kappa statistical method was used to access the diagnosis agreement of each
classification system by comparing the scoring point system and the subjective reading of the
digital images on a web-based survey. Intraobserver reproducibility was calculated using
Cohen's « statistics. Intraobserver reproducibility between the two methods (scoring point

system and subjective analysis) using digital images was calculated for each pathologist'®%.

For each classification, the proportion of the different histologic grades found for all

cases by the scoring point system and the subjective reading was also estimated.

The histological grading diagnoses were considered semi quantitative variables and
were aggregated into 3 categories, with each diagnosis corresponding to a step from well
differentiated to undifferentiated. The ordering of these 3 diagnostic categories was low,
moderated and high grade. Any difference in diagnostic category between the two methods
using digitized images was considered a diagnostic disagreement by 1 or 2 steps. Therefore,

diagnoses that fell into the same category were considered concordant.

Program SPSS v.14.0 and PEPI (programs for epidemiologists) v.4.0 were used for

statistical analysis of the data.

According to the sample calculation, for a 0.7 Kappa, 95% confidence interval and

15% margin of error, at least 43 different cases of DCIS would be needed.

RESULTS
Table 4 shows the proportion of cases found in each histological grade in the three
classification systems studied, obtained by the diagnostic scoring system and by the subjective

reading of the digital images of DCIS.

Table 4: Proportion of cases found in each histological grade in the three classification

systems studied.

Svstems Nuclear Diagnostic Scoring System Subjective Reading
y Grade n (%) n (%)
Black Grade 1 12 (27.9) 11 (25.6)
Grade 2 10 (23.3) 13 (30.2)
Grade 3 21(48.8) 19 (44.2)
Holland Grade 1 24.7) 8 (18.6)
Grade 2 19 (44.2) 15 (34.9)
Grade 3 22 (51.2) 20 (46.5)

Van Nuys Group 1 17 (39.5) 17 (39.5)
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Group 2 5(11.6) 9 (20.9)
Group 3 21 (48.8) 17 (39.5)

The intraobserver x values comparing the scoring point system and the subjective

reading of digital images of DCIS for each of the three grading systems are shown in Table 5.
A « value of 1 reflects perfect agreement among all observers. When agreement is only by
chance, the k value is 0, and with k < 0 the observers generally disagree. Although there are
no formal criteria to qualitatively describe x values, many observers consider that k > 0.81
indicate excellent reproducibility, k from 0.61 to 0.80 good reproducibility, k from 0.41 to
0.60 moderate reproducibility, k from 0.21 to 0.40 accetable reproducibility, and « from 0 to
0.20 poor or weak reproducibility '®. By these criteria, our results show fair to good
intraobserver diagnostic reproducibility. There was no statistically significant difference

between kappa values of Holland classification if compared to others (p =0.317).

Table 5: Intraobserver reproducibility between the scoring point system and the subjective

reading for the three different DCIS grading classifications studied.

CDIS Classification Systems Kappa Values (x + EP)
Holland 0.57+0.10
Van Nuys 0.67 +£0.09
Black modificado 0.67 +0.09

Table 6 shows the degree of disagreement found in this study between the web-based
survey and the subjective reading of the digital images of DCIS, for each classifcation system

studied.

Only two 2-step diagnostic disagreements were found, one for Holland and another for
Van Nuys. Both cases were superestimated by the web-based survey (Grade 1 subjectively
and grade 3 objectively). The case of Holland got grade 3 by the scoring point system because
of nuclear grade 1 with absence of polarization. The Van Nuys case scored 3 because the

nucleolus was marked as very evident.

1-step diagnostic disagreements were seen in 9 cases of modified Black grade system,
10 cases of Holland classification and 8 Van Nuys classification cases. These 1-step situations

mostly have occurred by the scoring point system super estimation.
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Table 6: Degree of disagreements between the web-based survey and the subjective reading

in the three classification systems studied.

1-step disagreement 2-step disagreement
estsirl:ll:let:;i * estirslllal;;d »  Total est?rl:ll;i;l ® estilslllal;-ed »  Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Holland 8 (18.6) 2 (4.6) 10 (23.2) 1(2.3) 0(0.0) 1(2.3)
Van Nuys 5(11.6) 3(7.0) 8 (18.6) 1(2.3) 0(0.0) 1(2.3)
Black 5(11.6) 4(9.3) 9(20.9) 0(0.0) 0(0.0) 0 (0.0)

* Superestimated and Subestimated by the web-based survey vs the subjective reading.

DISCUSSION

Two different methodological approaches have been advocated for telepathologic
diagnosis. In dynamic systems, images are viewed live and in real time as the receiving
viewer directly controls specimen orientation, field selection and fine focus of the microscope
via robotic controls'®. In static systems, images are captured in a digital format on an image
frame grabber board and then transmitted individually as still images to the receiving viewer.
The receiving viewer usually has little or no direct control over microscope functions®'>***3°,
Although dynamic imaging is unquestionably the most powerful technological approach, the

substantial lower cost favors the use of static imaging methods for review of histological

slides™, as used in this study.

When evaluating the reproducibility of diagnosis made through two or more different
method diagnosis modalities, the overall percentage or proportional agreement appears to be a
simple and intuitively correct measure of reproducibility. Given the limited number of
diagnostic possibilities, it is important to correct for chance agreement. Agreement is the
overall or proportional number of cases given the same diagnosis between or within
observers, including that part of the agreement which may be attributable to chance.
Reproducibility, part of the agreement that may not be explained purely by chance, is
appropriately measured by the « statistic™. Reproducibility may be evaluated at the level of 2
or more observers examining the same specimen (interobserver reproducibility) or at the level

of the same observer examining a specimen via 2 or more modalities or in 2 or more
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occasions (intraobserver reproducibility)™.

We found that the intraobserver diagnostic reproducibility for digital images using a
web-based survey was moderate to good, with k values ranging from 0.57 + 0,10 to 0.67 +
0,09 for intraobserver reproducibility. Factors such as initial selection of slide fields for
imaging and transmission, technical factors (digitization, transmission and display), and
viewer expertise and comfort when viewing and interpreting computer images seem to play a
great role in determining intrapathologist disagreements in the final diagnosis. As
instrumentation improves and pathologists gain more experience in sending, receiving and
interpreting digital images, the diagnostic reproducibility of digital images is likely to
improve'**?***%_1In this study, however, what was confronted was a diagnostic scoring
system with a subjective reading just using the static telepathology with the same set of
digitized microscopy images of the DCIS cases.

A number of prior studies have addressed the issue of interobserver and intraobserver

reproducibility in the diagnosis of proliferative breast lesions®®2%%3-24:2627:3¢

In a study examining the diagnostic accuracy of conventional examination of DCIS
section slides, Douglas-Jones et al. (2000) found an interobserver k of 0,57 to 0,58 for Van
Nuys classification. In that study, 19 participating pathologists reviewed all 60 cases studied®.
Although in our study we used intraobserver concordance to compare diagnoses by the
scoring system and the conventional reading of digital images, the kappa values were very

similar to that study.

The diagnostic categories used in this study are semiquantitative in nature, limited to
three categories: low, moderated and high grade. For quality assurance purpose, a minor
discrepancy is often defined as a 1-step difference between the original and the observer
diagnoses and a major discrepancy as a 2-step difference. It is a relevant aspect to be
considered because differences of more than one step may be expected to result in
significantly different follow-up/treatment approaches. However in the present study, only

two 2-step diagnostic disagreements occurred, one for Holland and another for Van Nuys.

One conclusion that can be drawn from this study is that its results demonstrate for the
first time that histological grading of DCIS, evaluated by three different systems, can be
applied with a high degree of consistency using the available scoring point system on this
innovative web-based survey. In fact, the level of observer agreement we obtained in this

study was higher than that seen in prior studies of observer agreement in proliferative breast
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. 28222324.2627,36
lesions .

There are a number of potential limitations to this study. First, it could be argued that
our results may not be representative of the level of agreement attainable in general pathology
practice, because all pathologists participating in this study have a particular interest in breast
pathology. Second, the pathologists in this study were asked to render their diagnoses
following examination of selected digital images rather than following examination of whole
histological sections under the microscope, as is done in routine clinical practice. However,
given that the goal of this study was to assess observer variability in the classification of
specific lesions, we believe that the use of digital images could be viewed as a strength of the
study, as it required the participants to base their diagnoses only in the microscopic features of

the lesions in question, without the aid of surrounding histological clues.

In summary, the intraobserver diagnostic reproducibility of DCIS with the use of
digital images in a web-based survey comparing subjective analysis with the use of a point
scoring system is fair to good for Holland, Van Nuys and modified Black nuclear grade
system. The use of scoring point system does not appear to pose a major risk of presenting
large (2-step) diagnostic disagreements. These findings indicate that the use of this point
scoring system in this web-based survey to objectively grade DCIS lesions is a promising,

useful and a reliable diagnostic tool.
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ABSTRACT

This study aims to determine the pathologists’ agreement of modified Black nuclear
grading system and classification of Holland applied to cases of ductal carcinoma in Situ
(DCIS). Forty-three cases of breast lesions diagnosed as DCIS were selected to interobserver
analysis. Twelve pathologists received the same set of digitized images from microscopy of
the CDIS cases, and answered a questionnaire containing the criteria to compose the modified
Black nuclear grading system and Holland classification system. In order to determine
interobserver agreement and diagnostic accuracy, a web-based survey was created. It
organizes the information collected from each pathologist participant providing the
histological grading of the cases in both classification systems. The reliability for the
modified Black nuclear grade applied to cases of DCIS was acceptable, with Kappa value of
0.23 4+ 0.02. Comparing the two classifications studied, there was a similar agreement among
both schemes, showing Kappa value of 0.27 £+ 0.03 for the Holland classification. Analyzing a
subgroup of pathologists rated according to their interest in breast pathology, a higher
diagnostic reproducibility was found for the group of breast pathology experts in relation to
the pathology residents only for the modified Black nuclear grading system (x = 0.43 + 0.07
vs. k = 0.11 £ 0.05; p = 0.002). The agreement among all pathologists and the gold standard
pathologist similarly followed the results of the interobserver concordance, showing to be
acceptable, with Kappa for de overall mode value 0.32 + 0.10 for both classifications. The
findings of Kappa for the mode values among specialists in breast pathology and pathology
residents were, respectively, 0.34 + 0.11 (acceptable) and 0.19 + 0.08 (weak) for the modified
Black nuclear grade and 0.33 + 0.11 (acceptable) and 0.19 + 0.08 (weak) for Holland
classification. Breast pathology specialists showed greater reproducibility for both evaluated
classifications than pathologists not devoted to this subject. The diagnostic accuracy was
similar for the modified Black nuclear grading system regarding the Holland's classification
system.

Keywords: Classification, ductal carcinoma in Situ, scoring system, interobserver
reproducibility
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INTRODUCTION

The introduction of mammographic screening in the 1980s generated an explosive
increase in the incidence of ductal carcinoma in situ (DCIS) by more than 500% from 1983 to
1992. Currently it represents approximately 30—40% of all mammographically detected breast
cancers. Consequently this has led to an increased interest in the biology, classification,

clinical behaviour, and treatment of DCIS®!%1%32

It has been estimated that if left untreated, DCIS will develop into invasive carcinoma
in a significant proportion of cases, generally within 10 years of diagnosis. Clinical trials
showed beneficial effect of lumpectomy especially with adjuvant radiation in cases of
DCIS''™'® In some instances, DCIS may recur locally, and 50% recurs as invasive
carcinomas®>”. Clearly, the most important determinant of recurrence is the adequacy of
surgical excision, but pathological assessment of excision margins is beset with technical

difficulties®'?.

The DCIS is strictly defined as a proliferation of epithelial cells with malignant
cytological and histological features within the terminal duct-lobular unit of the breast,
confined within the basement membrane. DCIS is not a single morphological entity but a
heterogeneous group of proliferative breast lesions with different malignant potentials that
varies according to cytology and growth pattern. This reflects its clinical presentation,
histopathology, radiologic features, expression of biological markers, and clinical
behaviour®'>*. DCIS classification has traditionally been based on growth pattern; a number
of studies have shown a relation between this aspect and behaviour. Growth pattern, however,
often varies from one part of the tumour to another, which at least partly explains why

architectural classifications are associated with a low level of observer consistency™'**"*>>2¢,

Sub categorization of the ductal proliferations is far more difficult and has resulted in
persistent interobserver variability among experienced pathologists, even when the same

d3,8,24,25,28,

criteria are applie »3_ Cytonuclear, cytoarchitectural characteristics and patterns of

necrosis were used to compose the different classification systems'®*"**’,

The classification of Holland', used by the European Pathologists Working Group,
emphasizes primarily cytonuclear differentiation and secondarily architectural differentiation
(cellular polarization). This system classifies DCIS in three groups: poorly, moderately

(intermediately), and well differentiated'®.
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Black and colleagues*’ evaluated the prognostic significance of the tubule formation
and the nuclear features separately and concluded that only nuclear morphology is a
significant prognostic factor. They proposed a nuclear grading system with five grades.
Contrary to common practice, grade 0 and 1 were used to designate the most poorly
differentiated, or anaplastic neoplasms, whereas grade 4 reflected the well-differentiated
tumors. This reversal of the numerical order remained a disturbing aspect of this nuclear
grading system and contributed to a lack of wide support for its application. The nuclear-
grading system of the Black and colleagues has been found to be useful in predicting

prognosis’’.

Fisher and coworkers"” devised a grading method and modified the Black nuclear
grading system by reducing it from five to three grades after combining grades 0 and 1 into
one group, and grades 3 and 4 into another. Furthermore, they inverted the numerical order so
that grade 1 corresponded to the well differentiated carcinomas and grade 3 reflected the most
poorly differentiated ones. There is no report in literature that has explored the issue of
interobserver reproducibility and diagnostic accuracy according to the modified Black nuclear

grading system.

Table 1 shows the morphologic criteria for the two classification systems studied, as

well as their graduation.

Table 1: Morphologic criteria for each classification system analyzed in this study.

System Nuclear grade Cell polarization Final DCIS grade
Well differentiated Prominent » Well differentiated
Holland Intermediately Present, not prominent * Intermediately differentiated
(HL) differentiated
Poorly differentiated Absent/very focal * Poorly differentiated
Modified 1 * Grade 1 (low grade)
Blacks 2 * Grade 2 (intermediate grade)
Nuclear 3 N/A * Grade 3 (high grade)
Grade
(MBNG)

Note: N/A, no available.
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OBJECTIVE

This study was performed to assess reproducibility, comparing interobserver results,
and to determine the accuracy of the histological grade of modified Black nuclear grading
system"” and classification of Holland' for DCIS, using a web-based program developed to
facilitate the classification. Based on these findings, we identified, among the systems studied,
the one with the highest degree of agreement and reliability. The factor of study was the
analysis of DCIS classification systems comparing modified Black nuclear grading system®

with the Holland’s classification”’. The outcome was the degree of interobserver concordance.

MATERIALS AND METHODS

Slides of 43 cases of DCIS of the breast, diagnosed at “Hospital de Clinicas de Porto
Alegre” (HCPA), Brazil, and at MD Anderson Cancer Center, USA, were chosen by
convenience sampling. Typical examples of DCIS were considered to select these cases, as
well as those where histological material was well processed. The slides selected were
reviewed by two pathologists (MIE and ER) without knowledge of the clinical and
demographic characteristics of patients. The cases were not selected based on ease of
diagnosis, but because they represented different grades of tumor differentiation. Cases in
which there was evident invasive ductal carcinoma associated or divergence between the
original anatomopathological diagnosis and the review performed at selection were excluded.
The case slides were stored at the HCPA Pathology Service and in the Pathology Department
of University of Texas MD Anderson Cancer Center, and they were prepared from surgical
specimens fixed in buffered formalin and placed in paraffin blocks, using thick sections
stained with hematoxylin-eosin. The cases were presented in digital photographs, in JPEG
format, to the pathologists participating in this study. The reviewing pathologists (MIE and
ER) obtained several colored digital photomicrographs of the selected DCIS cases. The
website created for this study provides images of the same field in three different
magnifications (100, 200, and 400%). During analysis, the pathologist has the opportunity to
enlarge each image provided. Each case had at least 5 images stored in JPG format, which the

observers could access freely during the assessment with or without magnification.



105

A cross-sectional study was carried out to diagnose the grading of DCIS cases in order
to assess the degree of agreement between pathologists in the city of Porto Alegre, Brazil. The
privacy of all data obtained was ensured, and this information was used exclusively for the
scientific purpose expressed in this research project, with a guarantee that the identity of
participants would be kept confidential. This project was approved by the Ethics and Research
Committee of the Graduate and Research Group (GPPG) at “Hospital de Clinicas de Porto
Alegre”.

Participating Pathologists

Pathologists, who work in Porto Alegre hospitals with breast cancer services, were
invited to participate in this study. Among 35 pathologists invited by the researchers, 12
agreed to the terms of the letter of free and informed consent to participate in the study: 4
university lecturers, 4 medical assistants, and 4 medical residents. Three of them said that they
were specialists in breast pathology. The invited physicians, except for the residents, had the
title of specialist in pathology, and were associated members of the Brazilian Society of
Pathology. All of them work at hospitals connected to centers of academic training. A
pathologist specializing in breast pathology from the MD Anderson Cancer Center, USA (ER)

was invited to act as gold standard.

Statistical Analysis

The Kappa statistical method' was used to access interobserver variability and
agreement of invited pathologists with the expert pathologist for diagnosis in each
classification system. The Kappa (k) values vary from 0 to 1, and 1 indicates perfect
agreement. Lands and Koch (1977) suggest the following interpretation for different ranges of
Kappa values: from 0 to 0.20 agreement equals poor or weak; from 0.21 to 0.40 agreement is
acceptable; from 0.41 to 0.60 equals moderate; from 0.61 to 0.80 equals good; and from 0.81

to 1.00 equals excellent™.

To evaluate the diagnostic agreement between pathologists, the value of k was
estimated for multiple categories and multiple observers. Statistical comparison of agreement
between classifications was done using a comparison test between Kappa values for

subgroups of pathologists using the formula from Svanholm et al. (1989)%.
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For each classification, the proportion of cases in which most pathologists agreed with
the expert (gold standard) was also estimated. Moreover, the subgroups of pathologists were
also evaluated by the mode value. Whenever there was a draw, it was assumed the higher
grade one as the mode value. In order to estimate diagnostic accuracy, the value of Kappa was
calculated for each pathologist and for the pathologist subgroups mode values. Program SPSS
v.14.0 was used for statistical analysis of the data. According to the calculation, for a 0.7
Kappa, 95% confidence interval and 15% margin of error, at least 43 different cases of DCIS

would be needed.

RESULTS

None of the participants (experts and non-specialists) disagreed with the diagnosis of
DCIS in the 43 cases evaluated. The twelve pathologists perform their professional activities
in hospitals linked to academic training centers. Three of the pathologists are experts in breast
pathology. Ten pathologists mentioned that they generally employ Van Nuys classification to
grade intraductal lesions of the breast; one pathologist adopts Holland classification, and one

pathologist uses modified Lagios classification**

. Except for the resident doctor, all
participants confirmed that they had practiced pathology for more than 5 years. Among the
specialists in breast pathology, two had more than 15 years of practice, and one between 7 and
15 years. The expert pathologist defined as gold standard reports using modified Black
classification for nuclear grade and Van Nuys in her routine to classify DCIS, and had

practiced pathology between 7 and 15 years.

Table 2 shows the proportion of cases diagnosed for the two different classification
schemes by the pathologist gold standard (the expert in breast pathology from the MD
Anderson Cancer Center, USA).
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Table 2: DCIS cases classified in each histological grade in the two classification systems,

by the gold standard reference pathologist.

Grade3 Grade 2 Grade 1
Poorly differentiated  Intermediately differentiated ~ Well differentiated
n (%) n (%) n (%)

Modified Blacks Nuclear

Grading System (MBNGS) 21 (48.8) 10 (23.3) 12 (27.9)

Holland (HL) 24 (55.8) 10 (23.3) 9 (20.9)

Table 3 shows the proportion of diagnosed cases according to Holland classification
and modified Black nuclear grading system by each of the 12 pathologists, separated by
subgroups: breast pathology specialists, not experts in breast pathology and pathology

residents.

Table 3  Distribution of histological grading scores of 43 DCIS cases evaluated by the 12

pathologists.
Modified Black Nuclear Grade Holland
Type Pathologist Grade3 Grade2 Gradel FPoorly  Interm. Well
differ. differ. differ.
n (%) n (%) n (%) n (%) n(%)  n(%)
Pathologists A 27 (62.8) 13(30.2) 3(7.0) 22(51.2) 19(44.1) 2(4.7)
specialized in B 28 (65.1) 13(30.2) 2(47) 33(76.7) 6(14.0) 4(9.3)
breast disease
C 23(53.5) 13(30.2) 7(163) 25(58.0) 9(21.0) 9(21.0)
D 27(62.8) 8(18.6) 8(18.6) 25(58.1) 11(25.6) 7(16.3)
Pathologists E 17(39.5) 17(39.5) 9(21.0) 21(48.8) 14(32.6) 8(18.6)
no specialized
i1 breast F 33(76.7) 8(18.6) 2(4.7) 27(62.8) 14(32.6) 2(4.7)
disease G 20 (46.5) 22(51.2) 1(23) 18(41.9) 24(55.8) 1(2.3)
H 27(62.8) 15(34.9) 1(23) 20(46.5) 23(53.5) 0(0.0)
I 26 (60.5) 16(37.2) 1(23) 25(58.1) 16(37.2) 2(4.7)
Pathology J 33(76.7)  4(9.3)  6(14.0) 32(744) 10(23.3) 1(23)
residents K 21(48.8) 18(41.9) 4(9.3) 31(72.1) 11(25.6) 1(2.3)
L 29(67.4) 12(27.9) 247 30(69.7) 11(25.6) 2(4.7)

The classification systems evaluated in this study presented acceptable interrater

reliability, as shown in Table 4. The classification systems of DCIS of the breast showed a
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similar overall diagnostic reproducibility and obtained Kappa index of 0.23 + 0.02 for Black
and 0.27 + 0.03 for Holland. Subdividing the pathologists according to their interest in breast
pathology, there was a clear superiority of agreement among experts in breast pathology in
relation to residents; comparing both ratings the difference was more significant in the

modified Black nuclear grading scheme.

Table 4: Degree of interobserver agreement of breast CDIS for the two systems studied.

All participating Pathologists Pathology residents
pathologists specialized in breast
disease
n=12 n=3 n=4
K+ SE Kk +SE K+ SE
Modified Black Nuclear
Grading System (MBNGS) 0.23 £0.02 0.43+£0.07 0.11+0.05
Holland (HL) 0.27 +0.03 0.38 +0.09 0.23 +0.09
p-values: 0.002 when comparing specialists with residents for MBNGS.

0.156 when comparing specialists with residents for HL.

Table 5 shows the degree of agreement between the pathologists and the gold standard

pathologist (accuracy) for the two classification systems covered in this study.

For modified Black nuclear grading system, there was agreement among the 12
pathologists and the gold standard in 5 cases (11.6%). Taking experts into consideration, there
was complete concordance with the gold standard in 20 cases (46.5%), 18 of those correspond
to high-grade DCIS and only 2 cases, to low and moderate. The accuracy for each pathologist
was estimated with Kappa statistics, and ranged from 0.02 + 0.08 to 0.63 + 0.10, considered
weak and good, respectively. The finding of Kappa values for the mode value representing all
participating pathologists was 0.32 + 0.10. For the experts in breast diseases Kappa values
ranged from 0.18 + 0.10 to 0.63 + 0.10 (weak and good, respectively), and for the residents,
from 0.09 to 0.31 (weak and acceptable, respectively). Using the mode value, the Kappa value
for experts was 0.34 + 0.11(acceptable), while for residents it was 0.19 + 0.08 (weak).

Considering the Holland classification, there was a complete agreement among the 12
pathologists and the expert also in five cases (11.6%). The observed agreement between the
pathologists and the gold standard pathologist had the test Kappa index ranging from 0.13 +
0.13 to 0.64 + 0.13, considered weak and good, respectively, corresponding to the Kappa

index of 0.32 + 0.10 for the mode value. As noted, the accuracy was better in the expert
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pathologists group, Kappa values ranged from 0.35 + 0.15 to 0.64 + 0.13, values considered
acceptable and good, respectively. For the mode value, the experts had a Kappa index of 0.33
+ 0.11 (acceptable). In this group, there was complete concordance with the gold standard in
23 cases (53.5%), comprising 19 cases of DCIS poorly differentiated, two cases of

intermediately differentiated and two cases of well differentiated.

Comparing the Modified Black System and the Holland Classification there was no
statistical significance difference between the Kappa of the mode for all groups of

pathologists (p > 0.842).

Table 5: Degree of agreement of the pathologists with the expert pathologist (gold

standard) for the two classification systems studied

T Pathologist Modified Black Holland

ype athologists K £ EP K £ EP
Pathologists A 0.38£0.10 0.48 +0.13
specialized in B 0.18 £ 0.10 0.35+0.15
breast disease C 0.63 £ 0.10 0.64+0.13
MODE 0.34+0.11 0.33+0.11
D 0.49+0.11 0.40 +0.13
Pathologists no E 0.40+0.11 0.47 +0.12
specialized in F 0.02 £ 0.08 0.29+0.14
breast disease G 0.21 £0.10 0.13+0.13
H 0.27 £ 0.10 0.20 £ 0.13
MODE 0.26 £ 0.10 0.28 £ 0.10
[ 0.28 £ 0.10 0.26 +0.13
J 0.09 + 0.09 0.18+0.15
Pathology K 031+0.11 0.57 +0.15
residents L 0.26+0.11 0.43 +0.14
MODE 0.19 +0.08 0.19+0.08
Total MODE 0.32+0.10 0.32£0.10

p-values: 0.122 when comparing the mode for specialists with residents for MBNGS.

0.149 when comparing the mode for specialists with residents for HL.



110

DISCUSSION

Several studies have examined the degree of agreement in DCIS classifications™ %>

All of them varied in details, such as number of cases, origin of cases, divergence in the
diagnosis of difficult cases, mode of exhibition of the cases, association with invading
component, number of readings performed, pathologists origin and experience, and also
whether there was some form of training prior to evaluating the cases. All the classification
systems proposed consider primarily nuclear grade and necrosis, leaving the architectural
pattern aside, or not taking it into account at all. The terminology of the classifications and the
criteria used to compose them are different, but they share the recognition of three main

subtypes of DCIS: high, intermediate, and low grade™*.

An ideal classification for DCIS should present a sort of characteristics. Firstly, it
should be clinically useful, correlating the histological grade with the rate of local recurrence
and progression to invasive carcinoma. Secondly, it should provide precise and unambiguous
terms to define the characteristics of all different types of DCIS. Furthermore, it should be
simple and easy to apply, even in cases with minimal DCIS compromised ducts. A high rate

of agreement among pathologists is also important’.

This study included 43 cases of DCIS selected by convenience sampling. The data
analyzed were obtained through a standardized questionnaire on Internet containing the
criteria to classify the cases of DCIS of the breast. The use of a computer program, created in
our institution, makes the process of classification simpler and faster, since the program itself
determines the final grade in each system studied. This model was also adopted to restrain the
subjective description of the histopathological criteria evaluated. Likewise, the cases were
presented in digitized images, allowing every pathologist to evaluate the same area of interest

of the histological section in each case.

Even using this method that provides a more objective analysis, it was observed that
the reproducibility remained low for the systems evaluated. Moreover, the use of digitized
images may have impaired the evaluation of the number of mitoses, due to the lack of
microscopic fields, so the pathologist had to estimate this information for each case. As the
modified Black nuclear grade take into account the number of mitoses, it could have

contributed to low degree of concurrence shown in our study.
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The comprehensive evaluation of five DCIS classifications by 23 European
pathologists (the European Commission Working Group on Breast Screening Pathology)
found that the inclusion of cell polarization, besides the nuclear grade, in reaching a final
DCIS grade using Holland classification neither improved nor worsened the level of
consistency that could be achieved by using nuclear grade only*. In the current study, the
reproducibility of Holland classification and modified Black nuclear grading were similar,
confirming that previous affirmative. However, there is still no evidence that any

characteristic beyond nuclear grade and necrosis has prognostic significance.

Our study showed low interobserver agreement on the final histological grade for the
Holland and modified Black nuclear grading system. Whenever participants were divided into
subgroups according to their interest in breast pathology, greater agreement was found among
those self-named breast specialists. This fact suggests that probably the criterion that has
greater influence on pathologists’ agreement is the appropriate training and the development

of precise definitions.

The most important aspect that can be drawn from the current study is that the
modified Black nuclear grading system showed the same interobserver reproducibility and
accuracy than the classification of Holland for DCIS. Therefore, the modified Black nuclear
system can be an alternative to classify DCIS breast lesions. Pathologists specialized in breast
pathology showed greater reproducibility and accuracy for both classifications compared to
the others subgroups. These findings lead us to conclude that the academic institutions of this
city should introduce training and quality-control programs in order to improve the rates of

diagnostic agreement.

There are a number of potential limitations in this study. First, it could be argued that
our results may not be representative of the level of agreement attainable in general pathology
practice because of the small numbers of participating pathologists. We must also consider the
fact that the participants were volunteers who made themselves available to participate in this
study. Second, the pathologists in this study were asked to render their diagnosis following
examination of selected digital images rather than following examination of whole
histological sections under the microscope, as it is done in routine clinical practice. However,
given that the goal of this study was to assess observer variability in the classification of

specific lesions, we believe that the use of digital images could be regarded as a strength of
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the study as it required the participants to base their diagnosis solely on microscopic features

of the lesions in question without the aid of surrounding histological cues.

Regardless, our results should be analyzed with some caution, because this is a study

with a unique methodology, both in case presentations and in the determination of the

histological grade, based on criteria of a standardized questionnaire.
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Respondendo aos objetivos propostos neste estudo, conclui-se que:

1. A reprodutibilidade do diagnostico obtido através do questionario eletronico em
relacdo a leitura habitual, utilizando-se de imagens digitalizadas de cortes
histologicos de lesdes de CDIS de mama, foi semelhante quando aplicadas para os
sistemas de classificacido de Holland, Van Nuys e grau nuclear de Black
modificado. Tanto o grau nuclear de Black modificado, quanto a classificacdo de
Van Nuys apresentaram concordancia intraobservador considerada boa, enquanto a

de Holland apresenta uma concordancia considerada moderada;

2. O emprego do questionario eletronico e do sistema de pontos disponivel no
formato de website podem ser utilizados como métodos auxiliares para o
diagnéstico de graduagdo histologica das lesdes de CDIS de mama para a

classificagdo de Holland, Van Nuys e grau nuclear de Black modificado;

3. Comparando o grau nuclear de Black modificado em relacdo a classificacao de

Holland, obteve-se semelhante reprodutibilidade diagndstica entre os patologistas;

4. A acuricia diagnostica, estimada através da comparagdo da moda para os
diagnésticos de graduagdo histoldgica entre os patologistas avaliados com o
padrao ouro, foi idéntica para o grau nuclear de Black e a classificagdo de Holland.
Patologistas  especialistas em  patologia ~mamadria mostraram  maior
reprodutibilidade em relacdo aos patologistas em geral, ndo dedicados a patologia

mamaria;

5. O emprego do grau nuclear de Black modificado, assim como a consulta a
patologistas experientes em diagnodstico de alteracdes mamadrias, pode contribuir
para o diagndstico de casos de CDIS de mama. Sdo necessarios novos estudos, que
envolvam um maior nimero de participantes oriundos da comunidade e

contenham um maior nimero de casos, para avaliar a sua aplicabilidade.
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ANEXO A: CRITERIOS PARA COMPOSICAO DOS TRES SISTEMAS DE
CLASSIFICACAO DE CDIS - HOLLAND, LAGIOS MODIFICADO E
VAN NUYS.

Nucleo (nuclei):

(100) Pleomorfico, anisonucleose, localiza¢do irregular, geralmente grandes (pleomorphic
nuclei, anisonucleosis, usually but not always large)

(10) Pleomorfismo discreto, localizagdo mista, alguma variagdo de forma e tamanho,
contorno irregular, sem a monotonia do baixo grau (nuclei showing some variation in
nuclear size, outline and spacing)

(1) Grosseiramente esféricos, nucleos monomorficos, localizagdo central, geralmente
pequenos (monomorphic nuclei of uniform size, regular outline and spacing)

(100) Diametro > 2 hemadcias ou Diametro de 3 vezes dos nucleos normais
(nuclei > 2 RBC diameter or nuclear size in relation to normal duct: 3 fold variation in
nuclear diameter)

(10) Diametro 1,5-2 hemécias ou Didmetro de até 2 vezes dos nucleos normais
(nuclei 1.5 -2 RBC diameter or nuclear size in relation to normal duct: 2 fold variation
in nuclear diameter)

(1) Diametro de 1-1,5 hemadcias ou Didmetro similar aos ntuicleos dos ductos normais
(nuclei 1-1.5 RBC diameter or nuclear size in relation to normal duct: similar, minimal
enlargement)

(100) Cromatina vesicular (coarse, clumped chromatin)
(10) Cromatina mista (fine to coarse chromatin)
(1)  Cromatina uniforme (uniform, fine chromatin)

(10) 1 ou mais nucléolos (evident nucleoli)
(2)  Nucléolo infrequente (nucleoli insignificant)
(1)  Nucléolo ausente (no nucleoli)

Mitoses (mitoses):

(10)  Presente (present)

(1)  Ausente (absent)

(100) > 20 por 10 campos (> 20 mitoses per 10 HPF)
(10)  10-20 por 10 campos (10-20 mitoses per 10 HPF)
(1) < 10 por 10 campos (< 10 mitoses per 10 HPF)

Polaridade (polarization):

(100) Ausente / focal (no true polarization of the cells with orientation toward a lumen)
(10)  Presente, ndo proeminente (polarization present but not pronouced)
(1)  Proeminente (all the cells have a well-defined apex and show polarization)

Necrose (Necrosis):

(1000) Extensa - comedonecrose (proeminent central necrosis - comedonecrosis)
(10)  Focal (any confluent necrosis)
(1)  Ausente (N0 necrosis)
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ANEXO B: EQUACOES PARA GERACAO DO ESCORE FINAL DO GRAU
HISTOLOGICO PARA OS SISTEMAS DE CLASSIFICACAO DE CDIS:
HOLLAND, VAN NUYS E GRAU NUCLEAR DE BLACK MODIFICADO

Holland

Van Nuys

Grau Nuclear de Black Modificado

Gl<6

(1) Grosseiramente esféricos, ntcleos
monomorficos, localizagdo central,
geralmente pequenos

(1) Cromatina uniforme

(1) Nucléolo ausente

(1) Mitoses ausentes

(1) Polarizag&o proeminente

G1<50

(10) Diametro 1,5-2 hemécias ou
Diametro de até 2 vezes dos ndcleos
normais

ou

(1) Diadmetro de 1-1,5 hemécias ou
Diametro similar aos nicleos dos ductos
normais

(1) Cromatina uniforme

(2) Nucléolo infrequente
ou
(1) Nucléolo ausente

(10') Necrose focal
ou
(1) Necrose ausente

Gl<6

(1) Grosseiramente esféricos, nlcleos
monomorficos, localizagéo central,
geralmente pequenos

(1) Diadmetro de 1-1,5 hemécias ou
Diametro similar aos ndcleos dos ductos
normais

(1) Cromatina uniforme

(1) Nucléolo ausente

(1) Mitoses ausentes

G2>5e<90

(10) Pleomoufismo discreto, localizacio
mista, alguma variacdo de forma e
tamanho, contorno irregular, sem a
monotonia do baixo grau

ou

(1) Grosseiramente esféricos, ndcleos
monomorficos, localizagdo central,
geralmente pequenos

(10) Cromatina mista
ou
(1) Cromatina uniforme

(2) Nucléolo infrequente
ou
(1) Nucléolo ausente

(10) Mitoses presentes
ou
(1) Mitoses ausentes

(10) Polarizacao presente, ndo
proeminente

ou

(1) Polarizag&o proeminente

G2 > 1000 <1030

(10) Diametro 1,5-2 hemécias ou
Diametro de até 2 vezes dos ndcleos
normais

ou

(1) Diametro de 1-1,5 hemécias ou
Diametro similar aos nicleos dos ductos
normais

(10) Cromatina mista
ou
(1) Cromatina uniforme

(2) Nucléolo infrequente
ou
(1) Nucléolo ausente

(1000) Extensa - comedonecrose

G2 >5 <90 ou >13<16 se mitoses
ausentes

(10) Pleomorfismo discreto, localizagéo
mista, alguma variagdo de forma e
tamanho, contorno irregular, sem a
monotonia do baixo grau

ou

(1) Grosseiramente esféricos, nlcleos
monomorficos, localizagéo central,
geralmente pequenos

(10) Diémetro 1,5-2 hemécias ou
Diametro de até 2 vezes dos ndcleos
normais

ou

(1) Diametro de 1-1,5 hemécias ou
Diametro similar aos nicleos dos ductos
normais

(10) Cromatina mista
ou
(1) Cromatina uniforme

(2) Nucléolo infrequente
ou
(1) Nucléolo ausente

(1) Mitoses ausentes

G3>95

(100) Pleomérfico, anisonucleose,
localizagdo irregular, geralmente grande
ou

(10) Pleomoufismo discreto, localizagdo
mista, alguma variacdo de fouma e
tamanho, contorno irregular, sem a
monotonia do baixo grau

ou

(1) Grosseiramente esféricos, nlcleos
monomaérficos, localizagdo central,
geralmente pequenos

G3>100 < 320 ou >1100

(100) Diametro > 2 hemacias ou Diametro
de 3 vezes dos nlicleos normais

ou

(10) Diametro 1,5-2 hemécias ou
Diametro de até 2 vezes dos ndcleos
normais

ou

(1) Diametro de 1-1,5 hemécias ou
Diametro similar aos nicleos dos ductos
normais

G3 > 95 ou >13<16 se mitoses presentes

(100) Pleomdrfico, anisonucleose,
localizacdo irregular, geralmente grande
ou

(10) Pleomorfismo discreto, localizagéo
mista,alguma variacdo de forma e
tamanho, contorno irregular, sem a
monotonia do baixo grau

ou

(1) Grosseiramente esféricos, ntcleos
monomorficos, localizagéo central,
geralmente pequenos
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(100) Cromatina vesicular
ou

(10) Cromatina mista

ou

(1) Cromatina uniforme

(10) Nucléolos evidentes
ou

(2) Nucléolo infrequente
ou

(1) Nucléolo ausente

(10) Mitoses presentes
ou
(1) Mitoses ausentes

(100) Polarizagéo ausente / focal
ou

(10) Polarizagéo presente, ndo
proeminente

ou

(1) Polarizagéo proeminente

(100) Cromatina vesicular
ou

(10) Cromatina mista

ou

(1) Cromatina uniforme

(10) Nucléolos evidentes
ou

(2) Nucléolo infrequente
ou

(1) Nucléolo ausente

(1000) Extensa - comedonecrose
ou

(10) Necrose focal

ou

(1) Nccrose ausente

(100) Diametro > 2 hemacias ou Diametro
de 3 vezes dos niicleos normais

ou

(10) Diametro 1,5-2 hemacias ou
Diametro de até 2 vezes dos ndcleos
normais

ou

(1) Diametro de 1-1,5 hemécias ou
Diametro similar aos nicleos dos ductos
normais

(100) Cromatina vesicular
ou

(10) Cromatina mista

ou

(1) Cromatina uniforme

(10) Nucléolos evidentes
ou

(2) Nucléolo infrequente
ou

(1) Nucléolo ausente

(10) Mitoses presentes
ou
(1) Mitoses ausentes




