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RESUMO

Introducdo: O objetivo desse estudo é comparar a expressao imunoistoquimica do
receptor do fator de crescimento c-erb-B2, receptor de estrogénio (RE), receptor de
progesterona (RP), medida de proliferacdo Ki67 e da proteina supressora tumoral
p53 no carcinoma ductal in situ (CDIS) com o carcinoma invasor com componente in
situ (CDI+CDIS) de mama.

Métodos: A expressao imunoistoquimica desses receptores foi analisada em 45
casos de CDIS e em 45 casos de CDI+CDIS. O teste de Mann-Whitney e o indice
Kappa foram usados para fazer a andlise estatistica.

Resultados: Comparados os CDIS com positividade de RE (39 / 45 casos ou 86,7%
e p 0,03 mediana de 80% com intervalo interquartil de 25 — 75% e p 0,01) e de RP
(36 / 45 ou 80%, p 0,01 mediana de 70%, intervalo interquartil 25 — 75%, p 0,01 )
aos componentes in situ dos CDI+CDIS quanto a expressao do RE e RP, o CDIS
apresentou maior expressao, estatisticamente significativa, em relacdo aos
componentes in situ que apresentaram RE (30 / 45 casos ou 66,7%, mediana de
70%) e RP (25 / 45 casos ou 55,6%, mediana de 20%). Nao houve diferenca
significativa entre os outros marcadores e, quando comparados 0os componentes in
situ e invasores do mesmo tumor, o indice Kappa mostrou boa concordancia para c-
erb-B2, Ki67 e p53 e muito boa concordéancia para RE 0,84 e RP 0,82, na variacdo
da expresséo de positividade e negatividade desses marcadores.

Concluséo: Ocorreu maior expressdao dos RE e RP e ndo houve diferenca na
expressao do c-erbB-2, Ki67 e p53 nos CDIS em relagdo aos componentes in situ de
CDI+CDIS, o que sugere melhor progndéstico com menor risco de invasdo. Nao
houve diferenca na expressdo dos marcadores entre 0S componentes in situ e
invasores do mesmo tumor, indicando a expressdo monoclonal da doenca.
Palavras-chave: Carcinoma de mama, c-erb-B2, receptor de estrogénio, receptor de
progesterona, Ki67, p53, intraductal, invasor com componente in situ



1 REVISAO DE LITERATURA
1.1 INTRODUCAO

No tratamento do cancer de mama, o objetivo final é chegar o mais proximo
do tratamento adjuvante mais efetivo, sendo necessario se ter todos os parametros
dos fatores progndsticos e preditivos revelantes disponiveis no momento de tomada
de decis&o.! Alguns fatores clinicos (idade da paciente), patoldgicos (tipo histolégico,
tamanho, grau tumoral e estado dos linfonodos axilares) e biolégicos (estado dos
receptores de estrogénio e progesterona) dos tumores primarios sdo considerados
medidas valiosas do risco de progressdo da doenca e influenciam a escolha das
intervencdes adjuvantes.??® Entretanto, os parametros disponiveis sdo imperfeitos e
falham na tentativa de individualizar e separar pacientes com riscos diferentes de
recidiva e morte ou, no caso do carcinoma intraductal, estimar os riscos de recidivas
tanto da leséo in situ como da forma invasiva, o que pode levar muitas vezes a um
tratamento cirlrgico impreciso dessas pacientes. Pois, para um fator ser util ele deve
ter validade técnica, ou seja, a técnica usada para medir o fator deve ser sensivel,
especifica, reprodutivel e interpretada de maneira uniforme por laboratérios
diferentes. Um teste com validade clinica deve dar subsidios para identificar
pacientes com riscos diferentes para recorréncia, sobrevida ou resposta ao
tratamento que sejam independentes de outros fatores, e ainda, deve ser capaz de

influenciar nas decisdes clinicas.*

A auséncia de poderosos preditores do resultado clinico implica que algumas
pacientes que se beneficiariam do tratamento adjuvante acabam ndo sendo
tratadas, enquanto que outras sdo desnecessariamente submetidas & terapéutica.’
Os fatores progndsticos bem estabelecidos, conforme Fukutomi®, sdo o
envolvimento dos linfonodos axilares, tamanho, grau histolégico e nuclear e tipo
histol6gico do tumor, expressao do receptor de estrogénio, progesterona, c-erb-B2 e

indices proliferativos.
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1.2 EPIDEMIOLOGIA

O cancer de mama tem um enorme impacto na saude da mulher. A incidéncia
e a mortalidade do cancer de mama variam consideravelmente pelo mundo, a
incidéncia é maior (>80 por 100.000) em regides desenvolvidas e baixa ( <30 por
100.000 ) nas regibes em desenvolvimento, mas a incidéncia esta aumentando em
quase todos os lugares. Por outro lado, a mortalidade entre as mulheres de todas as
etnias e idades decresceu em média 2-3% por ano entre 1990 e 2002,
principalmente nos paises de alto risco, devido a combinacédo da intensificacdo de
dos esforcos para deteccéo precoce com a introducéo do rastreio por mamografia e

avancos no tratamento.”®

No Brasil, o cancer de mama é o que mais causa morte entre as mulheres. E
a segunda neoplasia mais incidente no pais, sua estimativa em 2006 foi de 48.930
casos novos com taxa bruta de 52/100.000.° E a neoplasia mais incidente no RS,
com estimativa em 2006 de 4.960 casos novos e taxa bruta de 88,81/100.000. Porto
Alegre apresenta 1.140 novos casos com taxa bruta de 146,83/100.000 mulheres, a
maior entre as cidades brasileiras, conforme dados do INCA — Ministério da Satde. °
Segundo dados da Secretaria de Saude do Estado do Rio Grande do Sul, a
mortalidade por carcinoma de mama era crescente até 1994, ocorrendo sua
diminuicdo a partir de 1995. E a segunda causa mundial de morte por cancer entre

as mulheres (15%), inferior apenas ao cancer de pulméo. *°

A incidéncia € muito baixa (< 10 casos novos / 100.000 mulheres) antes dos
25 anos e aumenta até 100 vezes em torno dos 45 anos. Isso sugere o envolvimento
dos hormdnios sexuais na etiologia do cancer de mama, pois 0s tumores hormonio-
independentes ndo exibem essa dramatica mudanca na incidéncia durante o periodo
reprodutivo. Ap0s a menopausa ha grande variacdo nas diferentes regibes do
mundo. Entre 4 continentes avaliados, a incidéncia continua a aumentar até os 75
anos de idade nos Estados Unidos e Suécia, na Colébmbia esse aumento com a
idade € bem menor apds os 45 anos. No Japao, a incidéncia apos os 45 anos atinge
um platd acompanhado por um leve decréscimo e entre as mulheres afro-
americanas a tendéncia recente é de estabilizacéo a partir dos 50 anos.'® Mulheres

com padrao socio-econébmico mais alto ou de comunidades urbanas tém um risco
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aumentado para desenvolver cancer de mama em relacdo as mulheres que tém

baixo padrdo sdcio-econdmico ou provenientes de comunidades rurais.™

A grande variagdo da incidéncia do cancer de mama no mundo pode ser
atribuida as diferencas genéticas e/ou estilo de vida, incluindo dieta e exposicées
ambientais. Estudos em migrantes demonstraram que a incidéncia aumenta em
pessoas que saem de uma regido de baixo risco (exemplo: paises asiaticos) para
locais com maior incidéncia (exemplo: Estados Unidos), ja 10 anos apds a
imigragdo. O que sugere a contribuicdo crucial de fatores ambientais e soécio-
culturais.'® Esses fatores s&o transmitidos as geracBes subseqientes e os
descendentes assumem o risco para cancer de mama da populacdo nativa dentro

de uma a duas geracées. *?

Desde a década de 50, a incidéncia tem aumentado em muitos paises de
menor incidéncia, ou baixo risco e em paises ocidentais com maior incidéncia, ou
alto risco, o que pode, em parte, ser explicado pelo uso freqiente da mamografia
nestes paises. Os paises asiaticos quase dobraram a incidéncia de carcinoma de
mama desde 1950, resultado de mudanca dramética no estilo de vida nessas
regides, trazida pelo desenvolvimento econémico e crescimento na proporcédo de
mulheres na forca de trabalho industrial, fato que teve impacto nos fatores de risco
tais como idade da menarca, fertilidade e estado nutricional. Assim, a convergéncia
do indice de mortalidade por cancer de mama pode estar ocorrendo
internacionalmente, em parte refletindo a mesma tendéncia internacional dos fatores

reprodutivos.*

Quanto ao carcinoma intraductal, por ser uma lesdo incomum e curada
rotineiramente pela mastectomia, teve relegado o estudo de sua histéria natural ou a
exploracdo de tratamentos alternativos. O uso do rastreio pela mamografia resultou
num aumento significativo na sua taxa de deteccdo. Entretanto, até hoje, a
propor¢cdo de mulheres com lesGes in situ detectadas pela mamografia e que

evoluirdo para doenca invasiva é incerta e pouco entendida.***°

Dados do Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) revelam que

apenas 2,8% dos carcinomas de mama diagnosticados em 1973 eram CDIS.® A
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incidéncia atual de carcinoma in situ (ductal e lobular) diagnosticado em mulheres
submetidas ao rastreio mamografico € de 20%. O CDIS é diagnosticado
primariamente através da mamografia acompanhado por biépsia com localizagédo
estereotéxica.” A incidéncia de lesdes in situ aumentou aproximadamente sete
vezes nos Uultimos vinte anos, apos a introducdo da mamografia de rastreio,

comparada com um aumento de 40% dos carcinomas invasores.®

1.3 FATORES DE RISCO

O conhecimento dos fatores comportamentais que influenciam no risco do
cancer de mama tem aumentado e sua relacdo com a fisiopatologia da doenca esta
melhor definida. No entanto, a importancia e a forca de associacdo de cada um

deles é muito debatida, sendo ainda motivo de muita controvérsia entre o0s

pesquisadores.

Estes fatores incluem a idade, localizacdo geogréfica (pais de origem) e nivel
sécio-econdmico, eventos reprodutivos, uso de hormonios exdgenos, associado ao
estilo de vida (alcool, dieta, obesidade e atividade fisica), histéria familiar de cancer
de mama, densidade mamografica, historia de doencas benignas da mama, radiacéo
ionizante, densidade Ossea, peso, niveis de IGF-1 e prolactina, agentes
guimiopreventivos e fatores genéticos - genes de alta penetrancia (BRCA1, BRCAZ2,
p53, PTEN) e de baixa penetrancia (genes do citocromo P450) e genes que
codificam sinais celulares (RP, RE, TNF alfa ou HSP70).*°

1.4 PATOLOGIA DO CARCINOMA INTRADUCTAL E INVASOR

O carcinoma invasivo é um grupo heterogéneo de lesdes que diferem de
acordo com sua apresentacdo clinica, aspectos radiograficos, caracteristicas
patolégicas e potencial bioldégico. Em comum, tem-se a infiltracdo do estroma

mamario e potencial para invasdo de estruturas circundantes e a capacidade de
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metastatizacdo. A seguir temos um resumo das variedades dos tipos histolégicos

tumorais baseado em classificacdo da OMS. '

A. Nao-invasivo

1la. Carcinoma intraductal;
1b. Carcinoma intraductal com doenca de Paget;

2. Carcinoma lobular in situ.

B. Invasivo (infiltrante)

la. Carcinoma ductal invasivo — sem outra especificacao;
1b. Carcinoma ductal invasivo com doenca de Paget;

. Carcinoma lobular invasivo;

. Carcinoma medular;

. Carcinoma col6ide ( mucinoso );

. Carcinoma tubular;

. Carcinoma adenoide cistico;

. Carcinoma apécrino;

0 N O 0o~ W DN

. Carcinoma papilar invasivo

O tipo histolégico mais comum € o carcinoma ductal invasivo tipo nao
especial. A classificacdo inclui o carcinoma intraductal ou ductal in situ ( CDIS ), o
carcinoma lobular in situ ( CLIS ) e invasivo ( CLI ) e, também, os carcinomas ductais
invasivos do tipo especial, que tém caracteristicas histoldgicas especificas ou
especiais e devem mostrar os aspectos histologicos definidos de um tipo especial
em pelo menos 90% do tumor, compreendem 20-30% das lesfes invasivas. Outros

tipos histolégicos s&o raros.®
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1.4.1 Apresentacdao clinico-patolégica do carcinoma ductal invasor

O carcinoma ductal invasor apresenta-se, na maioria das vezes, como massa
palpavel ou anormalidade mamografica. Ndo ha caracteristica especifica que o
diferencie dos tipos histolégicos especiais. Na macroscopia apresenta-se como um
nodulo ou uma massa firme e cirrosa, com superficie arenosa, cinza-esbranquicada,
com contorno estrelado ou espiculado e com margens irregulares. A aparéncia
microscépica é muito heterogénea, inclusive dentro do mesmo tumor, em relagéo ao
seu desenvolvimento, andlise citoldgica, atividade mitética, reacdo desmoplésica e

extensdo da possivel lesdo intraductal associada.*’

Por serem lesdes heterogéneas, ha tentativas de subclassificacdo dos
carcinomas infiltrantes. O método mais comum é gradua-lo baseado apenas nas
caracteristicas nucleares ou em combinacdo com as arquiteturais. Em relacdo as
nucleares, a mais usada é a de Black et al.'® Mas, na pratica, a graduacdo
histol6gica mais utilizada e € embasada em 3 caracteristicas: a formacao de tubulos,
o pleomorfismo nuclear e a atividade mitética. O mais utilizado é o de Elston e
Ellis?°, que é uma modificacdo de Bloom e Richardson de 1957.%

A expressdao de marcadores biolégicos, como 0s receptores hormonais,
fatores de crescimento, produtos de genes supressores e outros € extremamente
variavel no carcinoma ductal infiltrante. Os tumores de tipo ndo especial tém o pior
progndstico entre os tumores invasivos da mama, no entanto, mesmo dentro desse

grupo, ha subtipos com diferentes prognésticos.?

1.4.2 Apresentacéo clinico-patoldgica do carcinoma intraductal

O rastreio mamografico resultou num grande aumento da incidéncia, ou taxa
de deteccdo, do carcinoma intraductal. Entre 1973 e 1992 houve um aumento da
incidéncia de 587% desse tipo de lesdo contra 34,3% de carcinomas ductais
invasores no mesmo periodo. Os fatores de risco para desenvolver carcinoma

intraductal e invasor sdo similares.*>?3
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O CDIS resulta de uma ruptura na arquitetura do epitélio glandular da mama
envolvendo a perda da cavidade luminal e proliferacéo celular epitelial de aparéncia
maligna em unidades acinares que ocorrem pelo desequilibrio entre a apoptose e
proliferacéo celular, sem o rompimento da membrana basal.?*% A histéria natural do
CDIS e a probabilidade de ocorrer progressédo para o carcinoma infiltrante é pouco

clara®.

O CDIS é geralmente categorizado pela descricdo arquitetural em 5 grupos:
comedo ( camada de células neoplasicas ao redor de uma area central de necrose ),
cribriforme ( células neoplasicas orientadas radialmente formando lGmen glandular ),
papilar ( papilacées com grandes hastes fibrovasculares ), sélido ( preenchimento do
ducto com células neopléasicas ) e micropapilar ( projecdes papilares nos espagos do
ducto dilatado ). Entretanto, esses grupos nao levam em consideracdo importantes
fatores como o grau nuclear (alto, intermediario ou baixo), necrose ( presenca ou

auséncia ) e polarizacéo celular (diferenciacéo arquitetural).*

Pacientes com CDIS de alto grau, extensos e com necrose tém maior risco de
desenvolver recorréncia.”® A predicdo do tipo histolégico e do tamanho tumoral
através da mamografia pode nao ser confiavel. A aparéncia mamografica das
microcalcificacfes associada a outros padrdes de lesdes ndo invasoras € menos
distinta do que as calcificagdes observadas em lesdes tipo comedo e é semelhante a
de varios processos benignos.?® Baseada na extensdo das microcalcificacées, a
mamografia usualmente subestima o tamanho do CDIS, inclusive utilizando
incidéncias magnificadas, embora a discrepancia seja menor que 2cm em 80 — 85%
dos casos.?” Varios esquemas de classificacéo tém sido propostos a fim de superar
as limitagbes do sistema de classificacao arquitetural tradicional. Eles estratificam as
lesBes intraductais basicamente quanto ao grau nuclear e necrose, sendo o padrao
arquitetural considerado secundario. Silverstein et al modificaram o sistema de
Nottingham e desenvolveram o Indice Prognéstico de Van Nuys para ajudar no
complexo processo de escolha do tratamento (mastectomia, cirurgia conservadora e
radioterapia ou apenas cirurgia conservadora). O indice combina trés variaveis
preditoras de recorréncia local: tamanho tumoral, amplitude da margem livre e
classificacéo patolégica.”®> O estudo dos marcadores tumorais visa proporcionar o

melhor entendimento da biologia dessas lesdes e auxiliar na sua classificacéo. 2°
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1.5 FATORES PROGNOSTICOS E PREDITIVOS

O curso clinico do cancer de mama € extremamente variavel. Desde longos
periodos livres da doenca até pacientes que vivenciam uma rapida deterioragdo com
recorréncia precoce e morte. Esta variabilidade pode ser explicada por diferencas
nas taxas de crescimento tumoral, capacidade de invasdo, potencial metastatico e
outros mecanismos ndo completamente compreendidos. O conhecimento dos
marcadores bioldgicos que medem essas fungdes seria (til para que as pacientes

pudessem ser divididas em grupos com riscos de recorréncia diversos.

Um fator prognostico € uma medida disponivel que pode ser associada ao
tempo de sobrevida total ou livre de doenca na auséncia de terapia sistémica
adjuvante. Ele pode ser usado para prever a histéria natural do tumor. O fator
preditivo é qualquer medida associada a uma resposta ou sua falta em uma terapia
particular.®® Os fatores prognésticos padronizados no cancer de mama primario s&o:
o envolvimento dos linfonodos axilares, tamanho, grau histolégico e nuclear e tipo
histol6gico do tumor, expressao do receptor de estrogénio, progesterona, c-erb-B2 e

indices proliferativos. °

Nenhum desses fatores, sozinhos ou combinados, separa completamente as
pacientes que serdo curadas com a terapia local dos casos em que a doenca esta
destinada a recidivar e cujas pacientes morrerdo se ndo sofrerem intervencao.

Assim, novos marcadores devem ser considerados.

1.5.1 Tipo histolégico

Os carcinomas ductais invasores tipo ndo especial sdo as formas mais
comuns de apresentacdo do cancer de mama e, em geral, apresentam maior

incidéncia de linfonodos axilares positivos e pior prognéstico clinico.’
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1.5.2 Linfonodos axilares

O fator prognéstico mais importante que afeta tanto o controle local, sobrevida
livre de doenca e sobrevida global sdo o comprometimento metastatico dos

linfonodos axilares, proporcional ao niimero de linfonodos acometidos.3!*?

I3 avaliaram o risco de eventos adversos e recorréncia a

Querzoli et a
distancia comparando casos de cancer de mama axila negativa (pNOi-),
nanometastases, ou menores de 0,2mm (pNOQi+), micrometastases, entre 0,2 e 2mm
(PN mi) e casos axila positiva (pN1). Encontraram diferenca significativa para todos
0S eventos adversos ao comparar pNOi+ versus pNOi- e também quando foram
agrupados os casos pNOi+ / pN1 mi vs. pNOi-. Ndo houve diferenca na comparacao
entre pNOi+ versus pN1 mi. Os autores sugerem a inclusdo de procedimentos para

deteccdo de nanometastases no estadiamento axilar.

A utilizacdo da técnica do linfonodo sentinela axilar como rastreio de
metastases axilares € segura e mostrou ser um meétodo acurado no rastreio de
metastases axilares em mulheres com tumores iguais ou menores que 2cm.** A
pratica-padrdo consiste em administrar terapia sistémica adjuvante a todos pacientes
com linfonodos positivos.>® No entanto, permanece a necessidade de se identificar

novos marcadores para todas as pacientes, com linfonodos positivos ou negativos.

1.5.3 Tamanho do tumor

No grupo de pacientes com axila negativa o tamanho do tumor é o fator
preditivo mais poderoso e consistente para o risco de recorréncia. Ainda nao se sabe
se um tumor com um centimetro detectado pela mamografia possui a mesma
histéria natural do similar detectado ao exame fisico. Tumores pequenos podem
apresentar intrinsicamente alta capacidade proliferativa e potencial metastatico e

consideram-se outros fatores para determinar seu prognéstico. *8
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1.5.4 Grau tumoral

A graduacdo histologica do cancer de mama define subtipos morfologicos
com informacdes sobre seu potencial metastatico, embora com consideravel
desacordo interobservadores e grande heterogeneidade clinica, particularmente

entre os moderadamente diferenciados (grau 2).*°

O grau tumoral € um potente preditor do curso do cancer de mama, mas a
pobre reprodutibilidade e o desacordo entre os observadores dificultam sua
utilizacdo no estadiamento.’® Os sistemas mais utilizados sdo a classificacdo de
Scarff-Bloom-Richardson de 1957%* modificado por Elston e Ellis®, e o sistema de

estadiamento nuclear de Fisher de 1980.%°

1.5.5 Outros fatores

A presenca de componente intraductal extenso, invasao de linfaticos, necrose
tumoral e infiltrado de células mononucleares tém sido associados a evolucéo
clinica, ainda que nenhum deles tenha sido validado como fator progndstico ou
preditivo.®

1.5.5.1 Idade ao diagndstico

Xiong et al*®

analisaram e compararam o resultado do tratamento do céncer
de mama em mulheres jovens (< 30 anos) as mulheres acima de 30 anos.
Encontraram tendéncia a pior sobrevida global entre as mulheres com 30 anos ou
menos e concluiram que essas mulheres tém pior progndstico quando comparadas

as mais velhas. Achado corroborado por Hartley et al®’

que encontraram menor
sobrevida global entre as mulheres com 40 anos ou menos, achados desfavoraveis

dos marcadores bioquimicos e estagio mais avancado ao diagnostico.
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A crenca que as mulheres jovens desenvolvam formas mais agressivas de
cancer de mama, com tendéncia a maior tamanho, grau tumoral, incidéncia de
recorréncia e morte, continua controversa e as possiveis razdes permanecem

obscuras.?’*8

1.5.5.2 Etnia

A sobrevida ap6s o diagndstico é menor entre negras em comparacao as
brancas.** A condi¢do socioecondmica pior, entre outros fatores, esta associada a
pior prognostico e estagio mais avancado do cancer de mama, entretanto a causa
dessa associacdo ndo esta bem clara. Em estudo com apenas mulheres indigentes
caucasianas e afro-americanas as disparidades raciais quanto ao progndstico da

doenca essencialmente desapareceram. *°

1.5.6 Marcadores tumorais usados no estudo
1.5.6.1 Expresséo do Ki67

O Ki67 € um gene que codifica um antigeno nuclear que é fortemente ligado
ao ciclo celular. E um marcador de proliferagdo celular e é usado como fator
prognéstico do cancer de mama.** A expressdo imunoistoquimica do Ki67
correlaciona-se diretamente com o grau histolégico, indice mitético, esta
significantemente correlacionada com fracdo celular na fase S* e com a
imunonegatividade do receptor de estrogénio.** Além disso, genes envolvidos com a
apoptose e morte celular ( bcl2, MAP2K4 e TNF 10 ) tém sua atividade diminuida em
tumores com imunopositividade para Ki67 acima de 40%, o que pode contribuir para
um comportamento clinico mais agressivo, com maiores indices de proliferacédo

celular desses tumores.*

|.43

Crosier et al.”™ estudaram as diferencas entre a expressao do Ki67 e c-erb-B2

entre os tumores de mama detectados por rastreio mamografico e o intervalo de
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aparecimento dos tumores. Mostraram que a alta expresséo do Ki67 sugere que 0s
tumores podem tornar-se sintomaticos, no intervalo entre os rastreios, como

resultado dos niveis aumentados de proliferacdo celular.

Existe correlagdo significativa entre a ploidia do DNA e aumento do indice do
Ki67. Quando adotado um ponto de corte de 50% ou mais sdo identificados a
maioria dos tumores aneuplbéides, mas com perda da sensibilidade, pois muitos
tumores aneupléides apresentarem baixa fracdo celular na fase S.*> Um alto indice

de Ki67 é correlacionado com positividade do c-erb-B2, a idade jovem de

aparecimento do tumor e menor expresséo dos receptores hormonais.**

Estes parametros podem entdo ser considerados fatores prognosticos, pois
tém influéncia no comportamento clinico do cancer de mama e sao utilizados para a

avaliacdo dessas lesdes, ao lado de outros dados clinico-patoldgicos.

1.5.6.2 Receptores de estrogénio e progesterona

O receptores de estrogénio (RE) e de progesterona (RP) pertencem a uma
superfamilia de receptores hormonais que inclui diversos receptores hormonais
esterdides, além de incluir os receptores do hormoénio da tiredide, da vitamina D e do
acido retindico. Essas proteinas funcionam como fatores de transcricdo quando se
ligam a seus respectivos ligantes. O classico RE (agora chamado RE alfa) contém

595 aminoacidos.*

Os maiores estudos, com periodos maiores de acompanhamento, mostraram
consistentemente que pacientes com RE positivo tinham intervalos livres de doenca
maiores que as de receptor negativo, aproximadamente 10% em 5 anos.***’ O valor
da mensuracao do RP nas pacientes com linfonodos negativos ainda ndo esté claro.
Teoricamente a presenca desse receptor indica resposta ao estrogénio intacta, pois
sua producdo deve-se a estimulacdo estrogénica. Em analises multivariadas de
pacientes linfonodos negativos, porém, tanto o receptor de estrogénio quanto o de
progesterona sdo importantes fatores preditores da evolucao clinica.
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Os tumores receptores hormonais positivos sao geralmente bem
diferenciados, com indice de proliferacdo baixo e metastatizam menos
freqlientemente para o cérebro e o figado.”® De forma diversa, os receptores
negativos sao geralmente grau lll na classificagado de Elston e Ellis ( modificada de
Scarff-Bloom e Richardson ), com indice de proliferacéo alto, tendem a desenvolver
recorréncia em sitios viscerais e apresentam respostas hormonais inferiores a
10%.%°

Os maiores indices de resposta sdo encontrados nas pacientes com tumores
gue contém receptores tanto de estrogénio como de progesterona. A auséncia da
expressdo do RP com RE positivo pode contribuir para a resisténcia ao
tamoxifeno®. Stendahl et al®* encontraram aumento da sobrevida global e livre de
doenca para pacientes pré-menopausicas com tumores expressando o RP em mais
de 75% dos nucleos e concluem que o RP é um preditor mais forte quanto a
resposta a hormonioterapia do que o RE. Em conjunto, 0s tumores com niveis
elevados de RE possuem um prognostico melhor do que aqueles com niveis
intermediarios ou sem receptores.!”*! Naqueles onde ndo h& comprometimento
linfonodal a diferenca entre os grupos, receptores hormonais positivos e negativos,

nao é marcante.

Alguns estudos demonstraram que as curvas de sobrevida livre da doenca
tendem a se unir apdés um periodo mais longo de acompanhamento, 0 que sugere
que o estado do receptor estrogénico seja um reflexo da capacidade proliferativa,
em vez do potencial metastatico®. Isso sugere que o RE seja um fraco fator
prognéstico. Em estudo com pacientes recebendo terapia endécrina o RE positivo foi
associado com aumento na sobrevida livre de doenca de 30% em 5 anos,

reforcando o forte potencial preditivo da anélise do RE.>

Os pontos de corte usados para definir a positividade do receptor de
estrogénio dependem do objetivo da técnica. Pontos de corte altos devem ser
utilizados para identificar pacientes que se beneficiardo da terapia hormonal. Isso
resultara em menor porcentagem de positividade para RE. No entanto, para
identificar mulheres que néo teriam este beneficio pontos de corte mais baixos

seriam preferiveis.®® Jalava et al*® avaliam que o melhor ponto de corte para definir
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positividade pode ndo ser o mesmo para os diferentes grupos de pacientes. Allred et
al.* demonstraram que pacientes com tumores que expressam receptores de
estrogénio em apenas 1% das células tumorais ja se beneficiam da terapia

enddcrina adjuvante.

s

A quimioterapia é utilizada para pré e pOs-menopausicas com receptor
estrogénico negativo, sendo a hormonioterapia reservada para tumores com
receptor positivo. Entre as pacientes com carcinoma de mama 50% nunca terao
recorréncia, entdo é fundamental identificar quais mulheres tém alto risco de

recorréncia para oferecer-lhes o tratamento adjuvante.??
1.5.6.3 C-erb-B2

As células epiteliais da mama estdo sob influéncia de véarios horménios e
fatores de crescimento. Os receptores do fator de crescimento tirosina-cinase tém
sido subclassificados em nove familias, baseado na estrutura de seus dominios
extracelular ligante e cinase intracelular e a natureza dos seus ligantes ativos.>* O
tipo | inclui a familia do receptor do fator de crescimento epidermal (RFCE) e estéo
implicados no surgimento do céncer de mama. Seus membros sdo o RFCE
(ou C-erb-B1), HER-2/neu (ou c-erb-B2), HER-3 (c-erb-B3) e HER-4 (c-erb-B4).

O gene c-erb-B2 € um membro da classe dos oncogenes associado a
proteina tirosina quinase. Esta localizado no 17921 e transcrito em RNAm de 4 a 5
kb, traduzido em glicoproteina de 185 kd que é expressa em niveis baixo nas células
epiteliais e mioepiteliais do tecido mamario normal. Ele pertence a uma classe de
antigenos tumorais semi-especificos e € codificado por genes que ndo sofreram
mutacdo mas que estio superexpressos’’ em 18-20% dos casos (andlise 11Q), 31%
(PCR) e 26% (FISH).>® E reconhecido nos mecanismos de promocdo tumoral, de
resisténcia da doenca & terapia e de vigilancia da imunidade do cancer de mama.*
Esta superexpresso no carcinoma intraductal de alto grau e, em niveis menores, nos

de baixo grau.

A amplificacdo do c-erb-B2 foi colocada como sendo preditiva de menor

sobrevida total e livre de doenca em pacientes linfonodos positivos.”® Estudos
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clinicos mostraram que o c-erb-B2 expresso ou amplificado esta associado com
varios fatores de mau progndstico como receptor hormonal negativo, tumor
indiferenciado, fracdo S elevada, linfonodos comprometidos e mutacdo do p53*°.
Seus niveis elevados também estdo relacionados a recidiva loco-regional.”® A
superexpressdao do c-erb-B2 foi significativamente maior em mulheres na pré-
menopausa (26%) em relacdo as com mais de 60 anos (12%). A expressdo do

oncogene, maior em mulheres jovens, sugere maior agressividade neoplésica.®

Muss et al.®’

avaliaram a sua interagdo com o tratamento adjuvante com
doxorrubicina. Os tumores com superexpressao do c-erb-B2 responderam melhor a
tratamentos com FAC, em detrimento do CMF. Segundo estudo de Del Maestro®,
ao comparar regimes baseado em antraciclinas, convencional de 21/21 dias e dose
intensiva de 14/14 dias, em pacientes HER2 positivos e negativos, demonstrou que
o regime FEC(21) teve pior sobrevida global e livre de doenca para pacientes HER2
positivo, mas quando utilizado FEC(14) as pacientes tiveram mesma sobrevida
global e livre de doencas das HER2 negativas. Hitt>® revisou os resultados de 7
ensaios clinicos para determinar se tumores HER2 positivos tém melhor resposta ao
tratamento baseado em antraciclinas comparados com regimes nao contendo
antraciclicos. Concluiram que o status do HER2 pode estar envolvido na resposta
aos regimes baseados em antraciclicos, mas essa ligacdo ndo foi consistente.

Pritchard et al®®

relatam que canceres que amplificam HER2 tiveram uma resposta
superior com CEF em relacdo ao CMF, ao contrario dos tumores que nao amplificam

HER2 que nao diferiram significantemente na resposta a quimioterapia (CEF, CMF).

Pouco mais de 20% dos tumores HER-2 positivos mostram coloragao
moderada ou forte dos RE. A superexpressdo do HER-2 é associada com pior
prognéstico em pacientes com cancer de mama e em alguns estudos é associada
com pior resposta a terapia antiestrogénica. Em estudo de Francis®®, as pacientes
HER-2 positivo ndo mostraram pior sobrevida especifica ao cancer de mama com o

tratamento com tamoxifeno, achado diferente dos estudos prévios.

O desenvolvimento de terapéuticas farmacoldgicas baseadas no uso de
anticorpos monoclonais contra o c-erb-B2 torna ainda mais importante a

determinacdo sistematica desta proteina em casos de cancer de mama.*® Baselga®
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mostrou a eficacia e seguranca do Trastuzumab, anticorpo monoclonal anti c-erb-B2,
analisando ensaios clinicos. E 0o medicamento especifico para inativar o receptor do
c-erb-B2 na membrana celular, sendo ativo quando adicionado a quimioterapia em
pacientes com tumor localmente avancado e metastético. Além disso, € ativo como
agente unico em mulheres com lesdo metastatica com receptor c-erb-B2 positivo,
induzindo resposta tumoral duravel e aumentando em 25% o tempo médio de

sobrevida em relagdo a quimioterapia isolada.
1.5.6.4 p53

Entre os genes de alta penetrancia, o p53 foi o primeiro gene supressor
tumoral a ser ligado a hereditariedade no cancer de mama. Localizado no
cromossomo 17g13, a mutacdo do p53 € uma das alteracdes genéticas mais

comumente encontradas em todos os canceres humanos, aproximadamente 50%.°

A proporcao de tumores de mama com inativacdo da proteina p53 pela
delecdo ou mutacdo do gene p53 encontrada é bastante variavel entre os estudos e
nas diferentes populacdes e etnias. Lai®?, ao comparar mulheres brancas hispanicas
com brancas ndo hispanicas, encontrou 51,6% versus 70,7% de mutacgodes,
significativamente menor entre as hispanicas. J& Choi®® comparou coreanas e
mulheres brancas entre 45 e 60 anos e encontrou incidéncia de 28,8% e 21,1%

respectivamente, diferenca n&o significativa.

Erdem® ndo encontrou diferenca significativa na distribuicdo da positividade
de expressao das proteinas p53, c-erbB2 e Ki67 em relacdo a idade das pacientes,
tamanho do tumor, seu grau histolégico ou a presenca de RE e RP e a expressédo do
p53 se correlacionou positivamente com o c-erbB-2 e Ki67. Mutac¢oes de diferentes
tipos e numero, localizagdo em diversos éxons do p53 tém diferentes efeitos na sua
atividade biolégica. ® Nas mulheres afetadas pela mutacéo, o risco de desenvolver
cancer de mama antes do 45 anos de idade é 18 vezes maior, comparado a
populacéo geral, e o risco declina com a idade ( maximo antes dos 20 anos ).*°
Allred et al.* afirma ser o p53 um fator progndstico independente para identificar
pacientes com linfonodos negativos de alto risco, mas nédo € suficientemente valido

para definir pacientes de baixo risco, nao interferindo no seu tratamento.
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Elledge e Allred®® revisaram cinqiienta e sete estudos com mais de treze mil
pacientes e concluiram que a ativacdo do p53 parece estar associada a pior
resultado, medido pela sobrevida total e livre de doenca, mas seu significado
prognostico ndo é suficientemente forte para permitir que seja usado sozinho na
decisdo clinica. Linderholm®’ relata que o tipo selvagem da proteina p53 tem o papel
de inibir a angiogénese através da trombospondina no estagio pré-clinico. Ele
determina as associagdes entre a expressao do fator de crescimento angiogénico
vascular endotelial e o status da proteina do p53, incluindo mutagdes em diferentes
locais e tipos no céancer primario. Concluiram que a expressao do VEGF esta
relacionada com o p53 no cancer de mama e a combinacdo de ambos resulta em

melhor predigdo do progndstico.

Pacientes na pré-menopausa com linfonodos negativos e com tumores que
acumulam p53 tém pobre resposta para ciclo de quimioterapia adjuvante e as
pacientes com p53 negativo beneficiam-se desse tratamento. Mutacbes do p53
podem regular a expressao do MDR1, o gene de resisténcia a multiplas drogas.
Através deste mecanismo a resposta a terapia adjuvante pode ser modificada pela
expressdo do p53.°® Elledge e Fuqua** observaram étima tendéncia de se obter
beneficios da quimioterapia em pacientes com carcinoma de mama linfonodos
negativos e p53 negativo pela 11Q. Mutacbes especificas do p53 parecem estar
associadas a maior resisténcia a determinados agentes quimioterapicos como a

doxorrubicina.>

N&o ha davida que a expressdo do p53 € associada a fatores adversos e que
sua expressao junto com c-erb-B2 pode identificar um grupo de carcinomas com

fenotipo mais agressivo.
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1.6 CARCINOMA INVASOR DE MAMA COM COMPONENTE INTRADUCTAL

Uma porcentagem significativa de carcinomas invasores tem um componente
in situ associado. Dzierzanowski®®, em estudo avaliando diagndstico em core-
biopsies de 95 pacientes com cancer de mama, identificou CDIS em 43 (45%) casos,
sendo 34 (35,8%) com componente intraductal associado mixado ao carcinoma

invasor e em 13 (14%) dos casos o componente intraductal era extenso.

Mylonas’® comparou os CDI aos CDI+CDIS através de marcadores
imunoistoquimicos. Verificou a semelhanca entre o carcinoma invasor e seu
componente in situ e a maior expressao do Her2/neu e do Ki67 no carcinoma ductal
invasor isolado, o que sugere maior agressividade dos carcinomas invasores
isolados. Adicionalmente, esses resultados sugerem que o CDIS poderia ser uma

pré-forma maligna e resultar em um tipo agressivo de carcinoma infiltrante.

As alteracfes genéticas mais importantes durante a carcinogénese ocorrem
na transicdo do tecido normal e proliferativo para o CDIS que, por sua vez,
apresenta padrdo de mutacdes e a maioria dos fatores clinicos relevantes similares

as do carcinoma invasor.’>"%73

Leong” comparou marcadores biolégicos dos componentes in situ e invasor
do mesmo tumor e demonstrou a forte correlagcdo com o grau nuclear e com 0s
marcadores bioldgicos, suportando a relacao clonal entre essas lesdes. Além disso,
observaram a heterogeneidade do CDIS com a grande variagdo dos marcadores
biolégicos e do grau nuclear. A progressao para leséo invasora pode ser de doenca
intraductal de baixo grau para invasora de alto grau e também passar de alto para
baixo grau no processo de invasdo. O conceito de progressao da doenca segue
modelos como o da neoplasia intraepitelial de colo uterino, vulva, vagina e pele,
onde nas quais ha aumento do grau da atipia antes do desenvolvimento da invasao
estromal. Em estudo de Warnberg®® tenta-se correlacionar possiveis marcadores

tumorais do carcinoma intraductal associados a invasdo. Nao foram encontrados

marcadores claramente associados com a progressdo de CDIS para CDI e a
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expressao dos marcadores foi quase idéntica comparando os dois componentes, 0
gue sugere que tumores intraductais bem diferenciados progridem para carcinomas
bem diferenciados, mesma relagcdo ocorrendo com os de alto grau. Em adicao,
Konar™ encontrou a maior correlacdo do grau histolégico entre os componentes
intraductais e invasores nas neoplasias Glll (91%), acompanhado pelas Gl (66,6%) e
das Gll (57,1%).

Ja Brower’® chegou a uma conclusdo importante, quanto a contribuicdo do
componente intraductal na predicdo do prognéstico do CDI, ao afirmar que o tipo
comedo é o0 mais agressivo e que pode ter valor progndstico independente quando
visto em associacdo com CDI. O comedocarcinoma esta associado com fatores de
mau prognostico, incluindo alta ploidia do DNA, fracdo da fase S elevada, alta
expressdo do Ki67 e receptores hormonais negativos, além de ma diferenciacao,

tumores maiores e presenca de c-erb-B2 superexpresso.

Giardina’’ fez um estudo morfométrico dos nucleos de carcinomas
intraductais e dos componentes intraductal e invasor de tumores combinados.
Concluiu que ndo havia diferencas morfoldgicas significativas entre os nucleos do
componente intraductal e invasor do mesmo tumor, mas havia diferencas entre os
CDIS e o componente in situ dos tumores combinados e que isto pode ser uma
expressdo de seus comportamentos bioldgicos. Além disso, essas diferencas
morfologicas parecem ter um melhor poder de discriminac@o dentro das lesdes com

0 mesmo grau histologico.

Quanto ao impacto da extensdo do componente intraductal na recidiva e
sobrevida das pacientes com cancer de mama tratadas conservadoramente. Hurd’®
conclui que se as margens forem comprovadamente negativas, 0os tempos de
sobrevida total e livre de doenca e o controle local ndo serdo adversamente
afetados. Ja Crombie’® considera que ha um efeito significativo no prognéstico
relacionado a extensdo da lesdo ndo invasora, particularmente com respeito a
recorréncia local. Mas esse efeito é restrito ao volume do componente intraductal no

tecido circundante a lesédo invasiva e ndo ao componente intratumoral.



2 JUSTIFICATIVA

A avaliacdo dos marcadores imunoistoquimicos € fundamental na predi¢cdo do
prognostico e na definicdo do tratamento do cancer de mama, entretanto os métodos
e suas validades necessitam ser aprimorados e ter sua técnica padronizada para

alcancar maior preciséo, confiabilidade e reprodutibilidade de seus resultados.

3 OBJETIVOS

3.1 PRIMARIO

— Correlacionar a expressao imunoistoquimica dos receptores de estrogénio
e progesterona, Ki67, c-erb-B2, p53 entre o CDIS e componente intraductal
no CDI.

3.2 SECUNDARIO

— Correlacionar a expressao imunoistoquimica dos receptores de estrogénio
e progesterona, Ki67, c-erb-B2, p53 entre componente intraductal e invasor

Nno mesmo tumor.



4 HIPOTESES

4.1 HO

N&o ha diferenca na expressao imunoistoquimica desses marcadores no
componente intraductal do carcinoma invasor em relagcdo ao carcinoma intraductal

ou entre o componente intraductal e invasor no mesmo tumor.

42 H1

Ha correlacdo na expressdo imunoistoquimica desses marcadores no
componente intraductal do carcinoma invasor em relagdo ao carcinoma intraductal

ou entre o componente intraductal e invasor no mesmo tumor.
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CARCINOMA DUCTAL IN SITU E O COMPONENTE IN SITU DO CARCINOMA
INVASOR DE MAMA, SAO ENTIDADES DIFERENTES?

RESUMO

Introducéo: O objetivo desse estudo é comparar a expressao imunoistoquimica do receptor do fator
de crescimento c-erb-B2, receptor de estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP), medida de
proliferacdo Ki67 e da proteina supressora tumoral p53 no carcinoma ductal in situ (CDIS) com o
carcinoma invasor com componente in situ (CDI+CDIS) de mama. Métodos: A expressao
imunoistoquimica desses receptores foi analisada em 45 casos de CDIS e em 45 casos de
CDI+CDIS. O teste de Mann-Whitney e o indice Kappa foram usados para fazer a analise estatistica.
Resultados: Comparados os CDIS com positividade de RE (39 / 45 casos ou 86,7% e p 0,03
mediana de 80% com intervalo interquartil de 25 — 75% e p 0,01) e de RP (36 / 45 ou 80%, p 0,01
mediana de 70%, intervalo interquartil 25 — 75%, p 0,01 ) aos componentes in situ dos CDI+CDIS
quanto a expressdo do RE e RP, o CDIS apresentou maior expressao, estatisticamente significativa,
em relacdo aos componentes in situ que apresentaram RE (30 / 45 casos ou 66,7%, mediana de
70%) e RP (25 / 45 casos ou 55,6%, mediana de 20%).N&o houve diferenca significativa entre os
outros marcadores e, quando comparados 0os componentes in situ e invasores do mesmo tumor, o
indice Kappa mostrou boa concordancia para c-erb-B2, Ki67 e p53 e muito boa concordancia para RE
0,84 e RP 0,82, na variacdo da expressdo de positividade e negatividade desses marcadores.
Concluséo: Ocorreu maior expressdo dos RE e RP e néo houve diferenca na expresséo do c-erbB-2,
Ki67 e p53 nos CDIS em relacdo aos componentes in situ de CDI+CDIS, o que sugere melhor
prognéstico com menor risco de invasdo. Ndo houve diferenca na expressdo desses marcadores
entre os componentes in situ e invasores do mesmo tumor, indicando a expressdo monoclonal da
doenca.

Palavras-chave: Carcinoma de mama, c-erb-B2, receptor de estrogénio, receptor de progesterona,
Ki67, p53, intraductal, invasor com componente in situ

ARE CARCINOMA DUCTAL IN SITU AND THE COMPONENT IN SITU OF
THE INVASIVE CARCINOMA OF BREAST DIFFERENT ENTITIES?

ABSTRACT

Introduction: The aim of this study is to compare the expression of predictive and prognostic factors
of ductal carcinoma in situ (DCIS) with infiltrating ductal carcinomas with DCIS component
(IDC+DCIS) of breast. Methods: The immunohistochemistry expression from c-erb B2 growth factor
receptor, estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR), the intensity of Ki67 labelling index and
of p53 tumoral suppressor were analyzed in 45 cases of DCIS and in 45 cases of IDC+DCIS.The
Mann-Whitney test and the Kappa index were used to make the statistical analysis. Results:
Compared DCIS with ER positivity (39 cases or 86,7%, median of 80%) and PR (36 or 80%, median of
70%) to the intraductal components from IDC+DCIS as for the expression of ER and PR, the DCIS
showed higher expression, statistically significant, related to the intraductal component which had
presented ER (30 or 66,7%, median of 70%) and PR (25 or 55,6%, median of 20%). It did not have
significant difference between the others markers and when compared the intraductal and invasive
components from the same tumor, the Kappa value showed good agreement to c-erb-B2, Ki67 e p53
and excellent agreement to RE 0,84 and RP 0,82, in variance from expression of positivity and
negativity markers. Conclusion: It occurred higher ER and PR expression and it didn't ocurre
diference c-erbB-2, Ki67 and p53 in the DCIS in relation to intraductal components of IDC+DCIS, what
it suggests better prognostic with lesser risk of invasion. It did not have difference in the expression of
these markers between the intraductal and invasive components from the same tumor, indicating the
monoclonal expression of disease.

Key-words: Breast carcinoma, c-erb-B2, estrogen receptor, progesterone receptor, Ki67, p53,
intraductal, infiltrating with intraductal component.
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INTRODUCAO

O cancer de mama tem enorme impacto na saude da mulher. No Brasil, é a
maior causa de morte por cancer entre as mulheres e a segunda neoplasia mais
incidente, com estimativa em 2006 de 48.930 casos novos e taxa bruta de 52/100
000.* A proporcdo de mulheres que evoluirdo para doenca invasora é incerta e
pouco compreendida.>?** E aceito atualmente que o carcinoma invasor seja derivado
de um componente in situ, devido tanto a sua coexisténcia frequente quanto a

semelhanga histologica.>®"#910

As alteracfes genéticas mais importantes durante a carcinogénese ocorrem
na transicdo do tecido normal e proliferativo para o CDIS que, por sua vez,
apresenta padrdo de mutacdes e a maioria dos fatores clinicos relevantes similares
as do carcinoma invasor.****!® Uma forma de avaliar as alteracées genéticas e
verificar o funcionamento de genes é através da expressdo dos marcadores
imunoistoquimicos como o c-erb-B2, receptores de estrogénio e progesterona, p53 e

ki67. Porém, a concordancia na expressdo desses marcadores é incompleta.*

O c-erb-B2 pertence a familia dos receptores do fator de crescimento tirosina-
cinase tipo 1.*> Esta implicado no surgimento do cancer de mama e é traduzido em
uma glicoproteina expressa em niveis baixos nas células epiteliais e mioepiteliais da
mama. E um mecanismo de promocdo tumoral que influencia na resisténcia a
terapia sistémica e vigilancia imunologica do hospedeiro. Reflete mau
prognéstico.16'17'18’19'20' 21,22

Os RE e RP pertencem a uma superfamilia de receptores hormonais
esterdides.’® As pacientes com RE positivo tém intervalo livre de doenca maior que
as RE negativo, 10% em 5 anos.”*?* A presenca do RP, devido & estimulacdo
estrogénica, pode indicar resposta ao estrogénio intacta. Os tumores receptores
hormonais positivos sdo geralmente bem diferenciados, tém indice de proliferacéo
baixo, metastatizam menos para cérebro e figado®® e apresentam maior chance de

|.26

resposta a terapia hormonal.””> Os receptores negativos sdo geralmente de grau Il

de Scarff-Bloom e Richardson, com indice de proliferacdo alto, recorrem em sitios
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viscerais, apresentam respostas a hormonioterapia inferiores a 10%*’ e com menor

chance de resposta a tratamento hormonal.?®

O Ki67 é um gene que codifica um antigeno nuclear ligado ao ciclo celular. E
um marcador de proliferacdo celular usado como fator prognostico do cancer de
mama.?® A express&o imunoistoquimica do Ki67 correlaciona-se diretamente com o
grau histolégico e com o indice mitdtico, também esta significantemente
correlacionada com a positividade do c—erbB-2, a idade jovem de aparecimento do
tumor,? alta fracéo celular na fase S* e com a imunonegatividade do receptor de

estrogénio.?®

Entre os genes de alta penetrancia, o p53 foi o primeiro gene supressor
tumoral a ser ligado a hereditariedade no cancer de mama. E uma das mutagdes
genéticas mais encontradas em todos os canceres humanos, em aproximadamente
50%°!. Sua ativacéo induz o reparo do DNA e a apoptose, Sse ocorrer a permanéncia
do dano.!” A proporcéo de tumores de mama com inativacdo da proteina p53, pela
delecdo ou mutacdo do gene p53, é bastante variavel entre os estudos, nas
diferentes populacgdes e etnias.**** Mutacdes do p53 de diferentes tipos, localizada
em diversos éxons e de numero variavel tém diferentes efeitos na sua atividade

biolégica. 3*

Recentemente, alguns autores avaliaram carcinomas ductais in situ (CDIS) e
carcinomas invasores com componente in situ (CDI+CDIS) e concluiram quanto a
semelhanca morfologica entre 0s componentes in situ e invasor no mesmo tumor.
Mas houve diferenca entre o CDIS comparado ao componente in situ do carcinoma
invasor.®® Mylonas et al. compararam os CDI aos CDI+CDIS através de marcadores
imunoistoquimicos. Verificou a semelhanga entre o carcinoma invasor e seu

componente in situ e maior expresséo desses marcadores no CDI.>®

O objetivo deste
trabalho € comparar cinco marcadores imunoistoquimicos entre CDIS e CDI+CDIS

de mama.
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METODOS

Pacientes

Foram selecionados 45 casos de CDI+CDIS e 45 de CDIS, confirmados
histologicamente apdés revisédo das laminas pelos investigadores, entre 1995 e 2000,
sendo retirados os blocos de parafina do arquivo do Servi¢o de Patologia do Hospital
Nossa Senhora da Concei¢éo, de Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Foram incluidas
mulheres de 40 a 90 anos, portadoras de CDIS ou CDI+CDIS com presenca de
qualguer propor¢cdo do componente in situ, submetidas a tratamento cirdrgico
primario. Excluiram-se homens, gestantes, portadoras de carcinomas bilaterais
sincrénicos, carcinoma inflamatério, carcinoma invasor sem componente in situ e as

submetidas a tratamento sistémico primario do cancer de mama.

Imunoistoquimica

Os blocos de parafina foram cortados em micrétomo rotativo, obtendo-se 6
cortes com espessura de 3 micrébmetros, sendo cinco preparados em organosilano.
As laminas para imunoistoquimica foram incubadas a 60°C por 20 minutos para
remocao da parafina e, entdo, imersas por 10 minutos em xilol, seguidas por 5
imersdes sequenciais em alcool absoluto. Para recuperacdo dos antigenos, foram
colocadas em citrato de sédio, pH 6, em temperatura ambiente e levadas a fervura
no forno de microondas por 10 minutos. Apds voltar a temperatura ambiente, as
laminas foram lavadas 2 vezes por 5 minutos em solugéo tampéao PBS (pH 7,2-7,8) e
incubadas em peroxido de hidrogénio 3% por 10 minutos. Apos o bloqueio dos sitios
nao especifico com soro normal de cavalo (DAKO A/S, Glostrup, Dinamarca) em
PBS, de acordo com instru¢es do fabricante. As |laminas foram lavadas em agua
destilada 2 vezes por 5 minutos em solucdo de PBS. Os anticorpos primérios foram
incubados de acordo com as diluicbes: p53 (DAKO D07, Glostrup, Dinamarca)

1:200, receptor de estrogénio (Novocastra, Newcastle—United Kingdon) 1:200,
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receptor de progesterona (Novocastra, Newcastle—United Kingdom) 1:100, c-erb-B2
(DAKO policlonal, Glostrup, Dinamarca) 1:500 e Ki67 (DAKO, Glostrup, Dinamarca)
1:300. Apés 12 horas de incubacdo, foram lavadas 2 vezes por 5 minutos em
solugdo tampéo PBS e, novamente, incubadas em camara Uumida por 30 minutos
com anticorpo secundario (anticorpo biotinilado de camundongo, anti IgG, sistema
LSAB2 DAKO, DAKO A/S, Dinamarca) e em complexo strepto-avidina biotina preé-
formado (Strepto ABC, sistema LSAB2 DAKO, DAKO A/S, Dinamarca), para detectar
0 anticorpo primario, conforme instrui o fabricante. As laminas foram contracoradas

com hematoxilina, montadas e analisadas em microscopio éptico.

As laminas coradas por imunoistoquimica foram submetidas a métodos
padronizados e tiveram controles externos positivos e negativos previamente
conhecidos. O preparo das laminas foi realizado de uma Unica vez e em laboratorio
de referéncia. Trés investigadores diferentes (MCS, CGZ, JLP) avaliaram as laminas
de forma cega e independente. Nos casos de discordancia houve reavaliacdo até o
consenso. A expressao de positividade de cada marcador foi: RE (clone 1D5), RP
(clone PgR 636), Ki67 (clone MIB-1) com 10% ou mais dos nucleos corados em 10

campos de grande aumento (CGA)"38

c-erb-B2 (policlonal) com escore 3 de
positividade, com forte e completa coloracdo amarronzada da membrana celular em
mais de 10% das células neoplésicas. As com coloracao citoplasmatica escore 1, de
coloracéo fraca em parte da membrana em mais de 10% das células e escore 2,
com coloracdo fraca/moderada completa em mais de 10% das células, foram
consideradas negativas.>® O p53 (clone DO-7) foi considerado positivo quando 5%

ou mais dos nucleos coraram em 10 CGA“°
Comité de Etica e Andlise Estatistica

O projeto foi submetido e aprovado pelo comité de ética do Hospital Nossa
Senhora da Conceicdo de Porto Alegre e da Fundacdo Faculdade de Ciéncias
Médicas de Porto Alegre. Para comparar a expressao imunoistoquimica entre 0s
grupos Carcinoma invasor com componente in situ vs Carcinoma in situ, esperando
uma magnitude na diferenca das meédias equivalente a um tamanho de efeito
(diferenca de médias/desvio padrdao) maior ou igual a 0,7, com poder estatistico de

90% (beta=0,10 e alfa=0,05), foi calculado um tamanho de amostra de 45 pacientes



43

por grupo (total de 90 pacientes). Os dados quantitativos, referentes aos marcadores
imunoistoquimicos, foram descritos por média e desvio padrdo e, na presenca de
assimetria, por mediana e amplitude interquartil (percentil 25 a 75). As comparagdoes
entre médias foram realizadas pelo teste de Student para amostras independentes.
Fragmentos especificos do grupo invasor (componente in situ vs componente
invasor) foram comparados por teste de Student para amostra emparelhada.
Adicionalmente, foram obtidos intervalos de confianca de 95% para medidas de
forca de associacdo entre médias (diferenca de médias padronizadas) e entre
proporc¢des (risco relativo). O nivel de significancia geral do estudo foi fixado em 5%.
Os dados foram analisados com o auxilio do programa SPSS (Statistical Package for
the Social Sciences) versao 12.0. © 2007 SPSS Inc. All rights reserved. SPSS Inc.
Headquarters, 233 S. Wacker Drive, 11th floor Chicago, lllinois 60606. Foi utilizado o

indice Kappa para analise interobservador (0,85).

RESULTADOS

Quando comparados os componentes intraductal e invasor do mesmo tumor,
o indice de concordéancia foi significativo para todos os marcadores (Tabela 1). A
comparacao entre os CDIS e o componente in situ dos CDI+CDIS mostrou
concordancia na expressao dos marcadores c-erb-B2, Ki67 e p53, mas houve
diferenca significativa na expressdao dos RE e RP nessas amostras, com maior
expressao nos CDIS (Tabela 2). Os achados clinicos, laboratoriais e patoldgicos

estdo resumidos na tabela 3.

Quando comparados os CDIS com os componentes in situ dos CDI+CDIS,
qguanto ao RE e RP, foi observada diferenca significativa considerando a positividade
e o percentual de positividade desses marcadores. Salienta-se que os valores, tanto
do RE quanto do RP, foram maiores no CDIS e que o tamanho da diferencga foi

maior nos RP.
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Tabela 1 — Comparagdo dos marcadores tumorais e expressdo imunoistoquimica entre os componentes intraductal e invasor

do CDLI.

Carcinoma invasor

Marcadores tumorais™ Componente in situ Componente invasor P2
n=45 n=45 )

c-erb-B2, escore 3, n° (%) de casos positivos 15 (33.3) 16 (35.6) 0.99
c-erb-B2, % positividade celular 21 a3) 2(1a3g) 0.73
Ki67, positividade > 10%,n° (%) de casos positivos 19 (42.2) 20 (44.4) 0.99
Ki67, % positividade nuclear 5(3aZ20) 5(1a?20) 0.57
RE, posividade > 10%, n° (%) de casos positivos 30 (66.7) 33(73.3) 0.25
RE, % positividade nuclear 70 (0 a 80) 60 (3 a 80) 0.55
RP, posividade > 10%, n° (%) de casos positivos 25 (55.6) 25 (55.6) 0.99
RP, % positividade nuclear 20 (0 a 70) 20 (0 a 70) 0.98
p53, posividade > 5%, n° (%) de casos positivos 17 (37.8) 19 (42.2) 0.69
p53, % positividade nuclear 0(0aZ20) 0(0al5) 0.42

[1]: abreviatura: c-erbB-2: receptor do fator de crescimento epitelial HER2/neu; Ki67: medida de proliferagdo celular; RE:

receptor de estrogénio; RP: receptor de progesterona; p53: receptor nuclear da proteina do gene supressor tumoral p53.

[2]: significAncia estatistica entre componente in situ vs componente invasor do carcinoma invasor.

Tabela 2 — Comparagdo dos marcadores tumorais e expressdo imunoistoquimica entre o componente in situ do CDI versus

CDIS quanto a positividade e percentual de positividade — nimeros (percentagens)

Carcinoma invasor

Carcinoma in situ

Marcadores tumorais™ Componente in situ p
n=45 n=45 P
c-erb-B2, escore 3, n° (%) de casos positivos 15 (33.3) 16 (35.6) 0.82
c-erb-B2, % positividade nuclear celular 2(1a3g) 2(1a3g) 0.73
Ki67, positividade > 10%, n° (%) de casos positivos 19 (42.2) 17 (37.8) 0.67
Ki67, % positividade nuclear 5(3aZ20) 5(1a10) 0.16
RE, posividade > 10%, n° (%) de casos positivos 30 (66.7) 39 (86.7) 0.03
RE, % positividade nuclear 70 (0 a 80) 80 (70 a 90) 0.01
RP, posividade > 10%, n° (%) de casos positivos 25 (55.6) 36 (80.0) 0.01
RP, % positividade nuclear 20 (0 a 70) 70 (25 a 85) 0.01
p53, posividade > 5%, n° (%) de casos positivos 17 (37.8) 13 (28.9) 0.37
p53, % positividade nuclear 0 (0 a20) 0(0as) 0.49

[1]: abreviatura: c-erbB-2: receptor do fator de crescimento epitelial HER2/neu; Ki67: medida de proliferacdo celular;

RE: receptor de estrogénio; RP: receptor de progesterona; p53: receptor nuclear da proteina do gene supressor tumoral p53.

[2]: significancia estatistica entre componente in situ do carcinoma invasor vs carcinoma ductal in situ.
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Tabela 3 — Comparacgéo de variaveis selecionadas entre o carcinoma ductal invasor versus carcinoma in situ.

Caracteristicas Carcinoma in situ n=45 Carcinoma invasor n=45 P
Idade (média+tEPM)” 63,2 +10,8 61,31+12,3 0,45
Tipo de cirurgia -

tumorectomia 39 25
Mastectomia radical 6 20
modificada
total 45 45
Estadiamento cirtrgico
Estadio | 6 (16,22%)
Estéadio Il 21 (56,75%)
Estadio Il 10 (27,02%)
Total 37
Nao disponivel 8
Condicao axilar

Positiva 0 20 (51,28%)

Negativa 18 19 (48,72%)
Sem esvaziamento 27 6
Tamanho do tumor

T1 14 (31,81%)

T2 21 (47,5%)

T3 8 (18,18%)

T4 1(2,27%)

N3o disponivel NA® 1

[1]: significAncia estatistica entre o carcinoma in situ vs o carcinoma invasor.
[2]: abreviatura: EPM erro padrdo médio.

[3]: ndo se aplica. Carcinoma in situ ( Tis ).

DISCUSSAO

Os dados disponiveis indicam a semelhanca na expressdo dos marcadores
imunoistoquimicos c-erb-B2, RE, RP, p53 e Ki67 em CDI+CDIS e CDIS primarios de
mama. Além disso, varios estudos® sugerem que o carcinoma intraductal de alto
grau, tipo comedo, seja biologicamente mais agressivo e evolua mais rapidamente
para invasdo. O estudo dos marcadores tumorais visa proporcionar o melhor

entendimento da biologia dessas lesdes e auxiliar na sua classificacdo. **

Foi comparada a concordancia na expresséo desses marcadores do CDIS em
relacdo ao componente in situ do CDI. A menor expressdao de RE e RP no
componente in situ do carcinoma invasor pode sugerir que grupamentos clonais
mais agressivos tenham sido selecionados. Além disso, a comparacdo entre o
componente in situ e invasor do mesmo tumor demonstrou poucas mudancgas, sem
diferencas significativas, apresentando 100% de concordancia quanto a positividade

do RE. A semelhanca encontrada entre os marcadores examinados no CDI+CDIS
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sugerem tratar-se de uma mesma populacdo celular clonal em fases diferentes de
crescimento e 0 componente in situ pode representar células fenotipica e
genotipicamente ja malignas. Esses achados sao corroborados por diversos estudos
de avaliacao genética e de expressao de marcadores

imunoistoquimicos,®11213.14.42.43.44.45

c-erb-B2

Nossos dados mostraram 15 casos positivos no CDIS (33,3%), mediana no
escore 2 e 16 casos (35,6%) no carcinoma invasor, tanto no componente in situ
quanto no componente invasor correspondente, com mediana no escore 2, 0 que
evidencia a semelhanca entre os componentes, demonstrada pela boa concordancia

do indice Kappa.

Os indices encontrados no componente invasor apresentaram dados
semelhantes aos de Park et al*’, com superexpressdo em torno de 30% dos
carcinomas ductais de mama. Em relacdo a semelhanca entre os componentes in
situ e invasores do mesmo tumor, os dados diferem de Tsai*® que encontrou maior
superexpressao no componente in situ do carcinoma ductal do que no componente
invasor, mas concordam com Allred,** que demonstrou boa concordancia entre os
componentes invasores e intraductais. Iglehart*’ refere a ocorréncia precoce da
superexpressao do c-erb-B2 (29%) e sua manutencdo durante a progressédo da
doenca, com presenca tanto no componente in situ quanto no invasor. Ja Park*
encontrou diferenca significativa na imunoexpressao e na amplificacdo génica do c-
erbB-2 entre o CDIS (50%) e em relacdo ao componente in situ do CDI (28,5%).
Houve concordancia de 98,5% e 99,3% na expresséo do c-erbB-2 nos componentes

in situ e invasores no mesmo tumor usando FISH e 11Q, respectivamente.

Os achados dos diversos estudos séo discordantes quanto a imunoexpressao
do c-erbB-2 em CDIS quando comparados aos componentes in situ que coexistam
com CDI, diferenca ndo encontrada em nosso estudo, que também mostrou
semelhancga entre o componente in situ e invasor do mesmo tumor, de acordo com a
maioria dos estudos que comparam o0s dois componentes na mesma lesao,

fortalecendo o conceito de evolucéo clonal da doenca**?
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Receptores de estrogénio e progesterona

Houve expressdo do RE em 39 casos de CDIS (86,7%), mediana de 80%,
com diferencga significativa em relagdo ao componente in situ do CDI com 30 casos
(66,7%) e mediana de 70%. O componente invasor apresentou positividade em 33
(73,3%) pacientes com mediana de 60%, com muito boa concordancia do indice
Kappa. A expressao do RP no CDIS ocorreu em 36 casos (80%) e mediana de 70%,
com diferenga significativa em relagcdo ao componente in situ do CDI com 25
(55,6%), mediana de 20%. O componente invasor foi expresso em 25 casos
(55,6%), com mediana de 20% com muito boa concordancia do Kappa entre 0s

componentes do CDI, demonstrando sua semelhanca.

Os achados sdo significativamente maiores do que os de Allred™ que
encontrou expressdo em 70% dos CDIS. E também maior que os valores
encontrados por Pedrini*® que comparou o CDI a sua recidiva local e encontrou 53%

[*° encontrou nimeros semelhantes aos nossos,

de positividade para o RE. Ja ldval
com expressdo em 83% dos casos para 0 RE e 87% para o RP no CDI. H& grande
discordancia na estimativa da expressédo dos receptores hormonais, nossos dados
concordam com a maioria dos estudos e conclui-se que a diferenca entre o CDIS

versus componente in situ do CDI seja verdadeira.
Ki67

Ocorreu superexpressao em 17 (37,8%) pacientes com CDIS (mediana de
5%). O componente in situ do CDI foi superexpresso em 19 (42,2%), mediana de
5%, e o componente invasor apresentou 20 casos positivos (44,4%), mediana de 5%
e boa concordancia do Kappa quando comparados os componentes do mesmo
tumor. Imamura® relata menor proliferacdo celular nos CDIS em relacdo aos
componentes in situ e invasores de tumores sincrénicos. De acordo com nossos
achados, Hoque® revelou similaridade entre os componentes do carcinoma
sincrénico e também do CDIS. A discordancia dos achados de proliferacdo celular
possivelmente se relaciona aos diferentes métodos e pontos de corte utilizados para

sua determinacéo.
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p53

Ocorreu superexpressao em 13 casos de CDIS (28,9%), mediana de 0%. O
componente in situ esteve superexpresso em 17 (37,8%), mediana de 0% e o
componente invasor mostrou 19 casos positivos (42,2%) e mediana de 0%. Houve
boa concordancia do indice Kappa entre esses os componentes do CDI e também

sua semelhanca com o CDIS.

Davidoff>® estudou a superexpressdo do p53 em diferentes estagios de
progresséo e mostrou 13% no CDIS e 17% no carcinoma sincronico, demonstrando
que as mutacdes ocorrem em fases precoces da doenca e sdo mantidas durante a
progressdo do CDIS até a doenca metastatica. Clahsen® encontrou a proteina p53
inativa em 20-40% dos canceres de mama, pela delecdo ou mutacdo do gene. Para
Rudas™ o p53 foi superexpresso em 25% dos CDIS. Burnstein® conclui que esses
marcadores moleculares geralmente espelham a sua expressdao no componente
invasor correspondente. Kang®® encontrou alteracdes genéticas em 36,8% dos
casos de CDIS, em 33,3% no componente in situ do CDI e em 34,1% dos casos de
carcinoma invasor isolado, ndo mostrando mutacfes especificas associadas a
invasdo. Encontramos achados similares aos destacados, corroborando o conceito

de similaridade entre as lesdes in situ e invasora.

CONCLUSAO

Ocorre maior expressdao dos RE e RP no CDIS de mama em relacdo ao
componente in situ do CDI, o que pode significar melhor prognéstico com menor
risco de invasdo. Nao houve diferenca na expressao desses marcadores entre 0s
componentes in situ e invasor do mesmo tumor, sugerindo uma evolucao
monoclonal da doenca. Quanto ao c-erbB-2, Ki67 e p53 ndo houve diferenca entre o
CDIS e o componente in situ do CDI e também entre os componente in situ e invasor
do mesmo tumor. S&o necessarios mais estudos para avaliar o significado dessas
diferencas e também a validade e reprodutibilidade das técnicas de coloracao

imunoistoquimica utilizadas.
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