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RESUMO

Objetivo: Avaliar caracteristicas clinicas, patoldgicas e moleculares de carcinomas mamarios
em mulheres muito jovens (< 35 anos) comparando com mulheres pos-menopausa (idade
entre 50 - 65 anos).

Material e Método: Foram selecionados 106 casos de cancer de mama de mulheres jovens e
130 casos em mulheres pds-menopausa, € analisados dados clinicos (idade ao diagnéstico,
estadiamento, ocorréncia de metdstases, tempos de sobrevida global e livre de doencga),
anatomo-patolégicos (tamanho do tumor, tipo e graus histolégicos do tumor primdrio) e
marcadores moleculares (receptores de estrégeno e progesterona, HER2, p53, p63,
citoqueratinas 5 e 14 e EGFR) através da imuno-histoquimica empregando microarranjo de
tecido. Foi analisada a relacdo entre as caracteristicas clinico-patoldgicas, imuno-
histoquimicas e sobrevidas global e livre de doenca.

Resultados: O estudo comparativo dos dois grupos mostrou que as pacientes muito jovens
apresentaram maior freqiiéncia de nuliparidade (p = 0,03), maior diametro dos tumores (p = <
0,000), estadiamento clinico mais avancado (p = 0,01), maior ndmero de linfonodos positivos
(p = 0,001) e tumores pouco diferenciados (p = 0,004). A maioria das pacientes jovens
recebeu tratamento com quimioterapia (90,8%) e radioterapia (85,2%) e em menor propor¢ao
com tamoxifeno (31,5%) comparado as mulheres na pés-menopausa. O receptor de estrégeno
apresentou baixa positividade 49,1% (p = 0,01) e a proteina HER?2 alta positividade 28,7% (p
= 0,03) nas mulheres jovens. O fenétipo triplo-negativo foi observado em 29,6% no grupo
jovem e em 20% nas mulheres pés-menopausadas (p = 0,034). Os tumores de fenétipo basal
foram mais freqiientes nas mulheres jovens (50%). As metdstases sist€émicas ocorreram em
55,3% casos nas jovens € 39,2% nas mulheres pés-menopausa. A sobrevida global e livre de
doenca em 5 anos foram, respectivamente, 63% e 39% para as mulheres jovens e 75% e 67%
para o grupo de mulheres pés-menopausadas.

Conclusoes: Carcinomas mamarios de mulheres muito jovens tém caracteristicas clinicas,
patoldgicas e moleculares mais agressivas quando comparadas as mulheres acima de 50 anos.
Unitermos: Neoplasia de mama, Grupos Etérios, Mulheres, Progndstico, Sobrevida.



ABSTRACT

Purpose: The objective of this study was to evaluate the clinical, pathological and molecular
characteristics in very young women (< 35 years) and postmenopausal (50-65 years) women
with breast cancer. Methods: We selected 106 cases of breast cancer of very young women (<
35 years) and 130 cases of postmenopausal women. We evaluated clinical characteristics of
patients (age at diagnosis, ethnic group, family history of breast cancer, staging, presence of
distant metastases, overall and disease-free survival), pathological characteristics of tumors
(tumors size, histological type and grade, axillary lymph nodes status) and expression of
molecular markers (hormone receptors, HER2, p53, p63, cytokeratins 5 and 14 and EGFR)
using immunohistochemistry and tissue microarray.

Results: When comparing clinicopathologic variables between the age groups, younger
women demonstraded greater frequency nulliparity (p = 0.03), larger tumors (p = < 0.000),
higher stage disease (p = 0.01), lymph node positivity (p = 0.001) and higher grade tumors
(p = 0.004). Most of young patients received chemoterapy (90,8%) and radiotherapy (85,2%)
and less tamoxifen therapy (31,5%) comparing with postmenopausal women. Lower estrogen
receptor positivity 49,1% (p = 0.01) and higher HER2 overexpression 28,7% (p = 0.03) were
observed in young women. In 32 young patients (29.6%) and in 26 posmenopausal women
(20%), the breast carcinomas were of the triple-negative phenotype (p =0,034). In 16 young
women (50%) and in 10 postmenopausal women (7,7%), the tumors expressed positivity for
cytokeratin 5 and/or 14, basal phenotype (p =0,064). Systemic metastases were detected in
55,3% in young women and in 39,2% in postmenopausal women. Breast cancer overall
survival and disease-free survival in 5 years were, respectively, 63% and 39% for young
women and 75% e 67% for postmenopausal women.

Conclusions: Breast cancer arising in very young women showed negatives clinicobiological
characteristics and more aggressive tumors.

Key words: Breast Neoplasms, Biological Markers, Prognosis, Age Groups, Survival.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer de Mama e Aspectos Gerais

Apesar dos avangos nas pesquisas, o cincer de mama, continua sendo uma doenca com altas
taxas de mortalidade em todo o mundo. Fatores como etnia, idade, habitos alimentares, estilo
de vida, mudanca nos fatores reprodutivos, uso de reposicdo hormonal, exposicdo a fatores
ambientais, histéria familiar para cincer de mama, presenca de mutagdes nos genes BRCA1 e
BRCA2 e a alta densidade mamdria sdo fatores que interferem no desenvolvimento e

diagnéstico do cancer de mama (FEJERMAN & ZIV, 2008; VOGEL, 2008).

A mamografia é o método mais comum usado no rastreamento do cancer de mama e reduz a
mortalidade em 20 a 35% em mulheres entre 50 ¢ 69 anos (ELMORE et al, 2005). Uma das
principais limitagdes para o diagndstico e controle do cincer de mama nos paises em
desenvolvimento € o acesso restrito a esta metodologia diagnéstica. Sem divida, a sobrevida
global e as altas taxas de mortalidade sdo influenciadas pelo estdgio tardio de apresentacdo da

doenca (SCHWARTSMANN, 2001).

O cancer de mama € o segundo tipo mais frequente de cancer no mundo e a neoplasia maligna
mais freqiiente entre as mulheres. A cada ano, cerca de 22% dos casos novos de cancer em
mulheres sdo de mama. No Brasil, nas regides sudeste, centro-oeste € nordeste, o cancer de
mama € o tumor mais frequente entre as mulheres (seguido do cancer de pele ndo melanoma).
Dados do INCA estimam 49.400 mil casos novos para o ano de 2008 (INCA, 2008). Nos
Estados Unidos e Europa Ocidental hd a expectativa do surgimento de quinhentos mil casos

diagnosticados a cada ano (HICKS & KULKARNI, 2008).

O diagnéstico precoce e a introdugdo de tratamentos mais efetivos tem possibilitado o
declinio das mortes por cancer de mama e melhorado a qualidade de vida de pacientes com a
doenca. Pesquisas sobre as caracteristicas moleculares dos tumores mamadrios preditivos de
resposta terapéutica tém permitido que estratégias de tratamento sejam definidas de maneira

mais eficaz (GRALOW et al, 2008).



15

1.2. Cancer de mama e idade ao diagnéstico

A idade € um importante fator de risco para o desenvolvimento da maioria dos tumores
humanos, incluindo o ciancer de mama. Em torno de 80% de todos os carcinomas mamarios
ocorrem em mulheres com idade > 50 anos. A probabilidade de desenvolver carcinoma
invasor da mama em 10 anos € menor que 1,5% aos 40 anos, 3% aos 50 anos e maior que 4%
aos 70 anos, resultando em risco cumulativo ao longo da vida de 13,2%. O cancer de mama
ocorre com uma freqiiéncia nove vezes maior em mulheres menopausadas (> 50 anos) que em

mulheres muito jovens (YAU et al, 2007).

Enquanto a maioria dos carcinomas mamarios ocorre em mulheres pds-menopausadas,
aproximadamente 2 a 5% dos tumores surgem em mulheres abaixo de 35 anos (GONZALEZ-

ANGULO et al, 2005; GUERRA et al, 2003; FERNANDOPULLE et al, 2000).

Sao controversos os estudos que demonstram a idade como um fator progndstico
independente de sobrevida. Enquanto alguns mostram que as mulheres jovens apresentam
pior progndstico quando comparadas com mulheres de mais idade (KROMAN et al, 2000;
SORLIE et al, 2003; LEONG et al, 2004; GONZALEZ-ANGULO et al, 2005; EL-SAGHIR
et al, 2006; ELKUM et al, 2007), outros concluiram n@o haver impacto da idade no
prognéstico (BONETT et al, 1990; EPSTEIN et al, 1989; SUTHERLAND & MATHER,
1985; KOLLIAS et al 1996).

Alguns aspectos devem ser considerados em pacientes muito jovens (< 35 anos). O
diagnéstico precoce do cancer de mama nesta faixa etdria estd, frequentemente, dificultado
pela maior densidade mamadria, baixa sensibilidade a mamografia e pela interpretagao
equivocada dos achados como benignos (FOXCROFT et al, 2004). A sensibilidade da
mamografia € menor em mulheres abaixo de 50 anos (63% a 86%) comparada a mulheres
com idade superior a 50 anos, 89% a 94% (BRADLEY et al, 2002). Além disto, o diagndstico
do cancer de mama em mulheres muito jovens necessita de uma abordagem cuidadosa pois a
conduta terapéutica deverd levar em consideragcdo algumas situacdes especiais como gravidez,
fertilidade e contracepcao, sexualidade e imagem corporal, questdes familiares e genéticas

(AEBI, 2005).
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Mulheres com idade < 35 anos portadoras de carcinomas mamadrios, por apresentarem
comportamento clinico-biolégico diferente dos tumores que acometem mulheres pos-
menopausa, foram consideradas desde a conferéncia de Saint Gallen de 1998 como um grupo
de pior prognéstico, para o qual o uso de terapia sist€mica deve ser mais agressiva. Na
Conferéncia de Saint Gallen, em 2005, especialistas definiram como principal fator a ser
considerado na decis@do do tratamento adjuvante a positividade ou ndo dos receptores
hormonais. Propuseram também, critérios dividindo os tumores de mama em subgrupos de
baixo, intermedidario e alto riscos, baseados nos fatores clinicos (incluindo a idade) e
histolégicos, que em conjunto a presenca ou auséncia de receptores hormonais devem orientar
a decisdo sobre o tratamento a ser proposto as pacientes. Nenhum dos consensos, no entanto,

concorda em como tratar as pacientes jovens com cancer de mama com axila negativa.

Segundo os critérios atualmente utilizados, cerca de 95% das mulheres jovens nos Estados
Unidos e 85% na Europa seriam elegiveis para receberem quimioterapia adjuvante (TUMA,
2004). Desta forma muitas pacientes, que poderiam j4 estar adequadamente tratadas apenas
com a cirurgia, recebem tratamentos desnecessarios com potenciais efeitos adversos, trazendo
mais maleficios que beneficios. Entretanto, estudos mostram que mulheres jovens
consideradas de baixo risco que ndo recebem tratamento citotoxico adjuvante apresentam

maior risco de morte (KROMAN et al, 2000; PEPPERCORN & PARTRIDGE, 2008).

O risco de recidiva locorregional e morte também ¢é maior comparado a mulheres pos-
menopausa apds o diagnostico (PEPPERCORN & PARTRIDGE, 2008). Os tumores nas
jovens apresentam comportamento biolégico mais agressivo e estdo associados a progndstico
mais desfavordvel. Sao tumores de alto grau, infiltrantes, com margens comprometidas, alta
fracdo de proliferacdo, maior invasdo vascular, mais linfonodos comprometidos, e
normalmente, ndo expressam receptores hormonais (WALKER et al, 1996;
FERNANDOPULLE et al, 2006; YAU et al, 2007, ANDERS et al, 2008). Apesar do
tratamento agressivo, as taxas de recorréncia local e metdstases a distancia sdo elevadas

(BONNIE et al, 2005).

Além destas caracteristicas, estudos descrevem que a incidéncia do cincer de mama em
mulheres jovens estd relacionado a etnia. CAREY e colaboradores (2006) mostraram que as
mulheres premenopausadas, negras, afro-americanas apresentam duas vezes maior

possibilidade de desenvolver carcinoma de fenétipo basal (subtipo de carcinoma mamério
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caracterizado por expressdo génica de pior progndstico) quando comparadas tanto com

mulheres brancas como com mulheres pés-menopausa afro-americanas.

Mutacoes no gene BRCAI1, gene localizado no cromossomo 17, estdo presentes em 5% das
mulheres com cancer de mama e apresentam risco aumentado para o aparecimento de cancer
de mama de 50%-85% dos casos durante a vida da mulher. O BRCA2, gene localizado no
cromossomo 13, estd relacionado com o aparecimento do cancer de mama em idade precoce e
a ocorréncia de cancer de mama masculino. Carcinomas mamarios com mutagdes genéticas
sdo mais frequentes em mulheres jovens (FOULKES, 2004; ROUKOS & BRIASOULIS,
2007).

O crescente aumento nas pesquisas dos carcinomas mamadrios em mulheres muito jovens
(idade < 35 anos), cuja frequéncia da doenca € baixa (2 a 5%), € baseado nas caracteristicas
menos favordveis e piores curvas de sobrevida global e livre de doenca deste subgrupo
descritas na literatura (WALKER et al, 1996; GUERRA et al, 2003; GONZALEZ-ANGULO
et al, 2005; FERNANDOPUPLLE et al, 2006).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Fatores Prognosticos e Preditivos

Em 1977, BERNAD FISCHER descreveu o cancer de mama como uma doenga sistémica.
Desde entdo, varios critérios tém sido discutidos na abordagem desta doencga tao heterogénea
e de comportamentos clinicos e bioldgicos distintos. Os fatores progndsticos e preditivos sao

usados para determinar a conduta no tratamento do cancer de mama.

O status linfonodal € considerado o mais importante parametro progndstico. Embora o seu
acometimento por metdstases seja determinante de pior prognéstico, 30% das pacientes com
cancer de mama linfonodo-negativas irdo morrer da doenca se nenhum tratamento adjuvante
for realizado (SOONTRAPORNCHALI et al, 2007). Entretanto, apesar de ser potencialmente
benéfico, o tratamento adjuvante envolve drogas citotéxicas ou hormonais que apresentam
efeitos indesejaveis tornando-o restrito a um grupo de pacientes destinadas a apresentar
recorréncia da doencga, ou morrer em decorréncia desta (CIANFROCCA & GOLDSTEIN,
2004).

As decisdes terapéuticas usadas na conduta dos carcinomas mamarios sdo basedas nos fatores
prognésticos e preditivos. Fatores progndsticos sdo caracteristicas clinicas dos pacientes
associados aos aspectos patolégicos e bioldgicos de seus tumores que tem a capacidade de
prever o comportamento clinico da doenca ou a sobrevida do paciente no momento do
diagnéstico. Por outro lado, os fatores preditivos sdo definidos como caracteristicas clinicas,
patoldgicas e bioldgicas que sdo usadas para estimar a probabilidade de resposta a um

determinado tipo de terapia adjuvante (ALLRED, 1998).

Os parametros prognoésticos considerados de risco e baseados na estratificacdo das pacientes
em grupos de baixo, intermedidrio e alto risco, segundo a Conferéncia de Consenso de Saint
Gallen de 2005, sdo idade, tamanho do tumor, grau histoldgico, invasdo vascular peritumoral,

metéstases em linfonodos e superexpressdo de HER2 (GOLDHIRSCH et al, 2005).
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2.1.1. Tamanho Tumoral, Linfonodos Axilares, Invasdao Vascular Peritumoral e Grau

Histolégico

O tamanho tumoral e a condi¢do dos linfonodos axilares sdo os dois mais importantes
indicadores progndsticos para o cancer de mama, constituindo a base do estadiamento clinico
TNM: T= tamanho tumoral; N= envolvimento dos linfonodos axilares por tumor; M=

presenca ou auséncia de metastases sistémicas (ABREU & KOIFMAN, 2002).

O tamanho tumoral € um importante fator progndstico do comportamento do cancer de mama.
Esta relacionado ao desenvolvimento de metdstases, recidiva e abordagem terapéutica ao
diagnéstico. A frequéncia de metdstases em linfonodos em tumores menores de 1cm € 10% a
20%. Pacientes com linfonodos negativos e tumores menores que lcm t€ém 90% de sobrevida

livre de doenga em 10 anos (FITZGIBBONS et al, 2000).

Dados baseados no SEER (Surveillance, Epidemiology, End Results) incluindo 13464
mulheres com carcinoma mamadrio linfonodo-negativo observaram que pacientes com
tumores < lcm tiveram sobrevida global em 5 anos de 99%, comparada com 89% para
tumores entre 1 e 3 cm e 86% para tumores entre 3 ¢ 5 cm (CIANFROCCA & GOLDSTEIN,
2004). ROSEN e colaboradores avaliaram a relac@o entre o tamanho do tumor e a sobrevida
livre de doenga em 20 anos e encontraram 88% para tumores < lcm, 72% para tumores de

I,1cm a 3cm e 59% para tumores entre 3,1 € 5 cm (ROSEN et al,1993).

O envolvimento dos linfonodos axilares por metdstases € o principal fator prognéstico em
mulheres com cancer de mama. A presenca de metéstases nos linfonodos aumenta o risco de
metastase a distancia e influencia nas decisdes terapéuticas (GADJOS, 1999). Somente 20% a
30% de pacientes com linfonodos negativos desenvolverdo recorréncia em 10 anos

comparadas com 70% para pacientes com metéstases axilares (FITZGIBBONS et al, 2000).

Admite-se que a recorréncia seja devida a metéstases que nao foram detectadas pelos métodos
de rotina, gerando um subestadiamento das pacientes (MARINHO et al, 2004). O nimero
absoluto de linfonodos envolvidos é também um importante fator progndstico. Carcinomas
mamarios com 4 ou mais linfonodos comprometidos tem pior progndstico que os que
apresentam menos de 4 linfonodos envolvidos (FITZGIBBONS et al, 2000; GOLDHIRSCH
et al, 2005).
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Estudos que estratificam os carcinomas mamarios de acordo com o nimero de linfonodos
acometidos mostram que a sobrevida em 5 anos de pacientes com linfonodos negativos € de
82,2% comparada com 73% para 1-3 linfonodos positivos, 45,7% para 4-12 linfonodos
positivos e 28,4% para mais de 13 linfonodos positivos (FISCHER et al, 1983;
CIANFROCCA & GOLDSTEIN, 2004). Portanto, o status do linfonodo axilar é o fator mais

consistente usado na decisao da terapia adjuvante.

A invasdo do espaco linfo-vascular (ILV) no carcinoma mamario € um fator preditivo
independente para metéstases em linfonodos axilares (COLLEONI et al, 2007; BARGHAVA
& DABBS, 2007; MARINHO et al, 2008). A ILV peritumoral €, também, preditiva para
recorréncia local. Estudo mostrou taxa de recorréncia de 38% para pacientes com carcinomas

de mama em estdgio I, com ILV positiva, comparada a 22% para casos com ILV negativa

(ROSEN et al,1989).

O grau histolégico € definido como fator progndstico por estar, fortemente, associado a
sobrevida global e livre de doenga (RAKHA et al, 2008). A graduacdo histolégica apresenta
correlagdo bem estabelecida com a sobrevida das pacientes. A sobrevida em 5 anos para os
graus histolégicos 1, II e III é respectivamente, 75%, 53% e 31% (BLOOM &
RICHARDSON, 1957).

Apesar da utilidade destes parametros na conduta terapéutica, o curso clinico da doenga €

variavel devido as caracteristicas individuais de cada tumor.

2.1.2. Receptores Hormonais

O receptor de estrogeno foi identificado em 1960. A partir de entdo, estudos t€m demonstrado

a sua importancia no manejo do cancer de mama (MANN et al, 2005; WALKER, 2008).

Os receptores hormonais sdo proteinas nucleares expressas pelas células do epitélio mamario
que controlam a media¢cdo dos efeitos do estrogénio e da progesterona neste epitélio. Sua
positividade estd associada a um menor risco de recidiva e aumento da sobrevida (CIOCCA et

al, 20006).
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Os métodos utilizados para determinac¢do dos receptores hormonais sdo baseados em duas
estratégias distintas: a primeira envolve a ligacdo competitiva de um ligante esterdide
radioativamente marcado para detectar o receptor, enquanto a segunda faz o reconhecimento
da proteina receptora por meio de anticorpos especificos. Estudos compararam os dois
métodos (ensaio de ligacdo do ligante x imuno-histoquimica) mostrando que a relagdo entre
eles € elevada entre 80 e 90% (HANNA & MOBBS, 1989; ALLRED er al, 1990; HARVEY
et al, 1999). Devido a sua relativa simplicidade, ndo exigindo o uso de equipamentos
especializados, a imuno-histoquimica tem se tornado o método predominante para a medida

de receptores hormonais na pratica clinica (MANN et al, 2005).

A resposta da terapia enddcrina em pacientes com cancer de mama € guiada pela expressao de
dois receptores hormonais: receptor alfa de estrogénio e/ou receptor de progesterona. A
identificacdo de pacientes com cancer de mama que responderiam a terapia anti-estrogénica €
muito importante, pois estas drogas sdo efetivas somente naquelas pacientes com receptores

hormonais positivos (ALLRED et al, 1998; MANN, et al, 2005).

Aproximadamente, 60% a 75% dos carcinomas mamdrios sdo hormoOnio-dependentes,
positivos para receptor de estrogénio e/ou progesterona (RUGO, 2008). A manipulagdo
enddcrina com tamoxifeno, inibidor da aromatase e ablagdo ovariana faz parte da terapia
adjuvante na doenca detectada em estdgio precoce e doenga metastitica para os carcinomas

mamarios (MANN et al, 2005).

O estudo randomizado publicado por Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group
incluindo 37000 mulheres mostrou reducao do risco de recorréncia e mortalidade de 47% e
26%, respectivamente, para pacientes receptoras hormonais positivas tratadas com 5 anos de

tamoxifeno adjuvante independente do status dos linfonodos axilares (1998).

Do ponto de vista progndstico, a expressao destes receptores propicia as pacientes vantagens
em termos de sobrevida livre de doenca e sobrevida global com taxas de 10 a 15%

favorecendo pacientes com receptores hormonais positivos (ALLRED et al, 1998).

2.1.3. HER2

A proteina HER?2 pertence a familia de receptores tirosinoquinases tipo 1 que consiste de
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quatro membros: receptores de fator de crescimento epidérmico EGFR/HER1, HER2, HER3 e
HER4 (ITO et al, 2007). Estd amplamente validada como fator preditivo em cancer de mama

(GOBBI et al, 2008).

O proto-oncogene Her-2/neu esté localizado na banda q21 do cromossoma 17 e codifica uma
proteina receptora transmembrana de 185kD que possui uma sequéncia de aminoédcidos com
atividade tirosinoquinase intracelular semelhante ao receptor de crescimento epidérmico e
atua como um receptor de fator de crescimento. Est4, ainda, envolvido com a diferenciagao,

adesdo e motilidade celular (NANCY & ERIC, 2004).

A superexpressao da proteina HER2 é observada em 20% a 30% dos carcinomas invasores da
mama (HICKS & KULKARNI, 2008). A informacdo sobre a superexpressio do HER2 ¢é
fundamental para o tratamento de pacientes com cancer de mama. Pacientes que
superexpressam a proteina HER2 ou amplificam o gene c-erbB2 sdo os que apresentam maior
beneficio com a terapia com o trastuzumab (WALKER, 2008). Estudos t¢m demonstrado a
importancia da superexpressio do HER2 como marcador progndstico independente
relacionada a menor sobrevida global e tempo livre de doenca (SLAMON et al, 1987,
MENARD et al, 2001; VIANI et al, 2007; RYDEN et al, 2008). O estudo pioneiro foi
publicado por SLAMON e colaboradores, sugerindo uma clara associa¢do entre a expressao
amplificada do gene c-erbB2 e o pior progndstico em 189 carcinomas mamadrios invasores em
pacientes com linfonodos positivos. A superexpressdo ainda estd associada a indicador de
resisténcia a terapia antiestrogénica com tamoxifeno e preditor de beneficio com tratamento
quimioterdpico baseado em antraciclinas e associado ao uso do anticorpo monoclonal
humanizado anti-HER?2 (trastuzumab) tanto na adjuvancia como na doenca metastatica (PAIK

et al, 2000; VIANI et al, 2007).

O interesse na amplificagdo do gene ou superexpressdo da proteina HER2 estd na sua
utilidade em predizer a resposta terapéutica do cancer de mama a terapia com anticorpos anti-
HER2. O exemplo ¢ o trastuzumab, um anticorpo monoclonal humanizado direcionado contra
o dominio extra-celular da proteina HER2 usado no tratamento de carcinomas mamarios
HER?2 positivos (PRITCHARD et al, 2006). A terapia com trastuzumab prolonga a sobrevida
de pacientes com doenga metastatica quando combinada a quimioterapia e, recentemente, tem
mostrado melhora significativa na sobrevida livre de doenca no tratamento adjuvante quando

usado conjuntamente ou seguido de quimioterapia (VIANI, 2007). HICKS & KULKARNI
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(2008), em estudo de revisdo descreveram os resultados de quatro grandes ensaios clinicos
randomizados (NSABP B31, NCCTG N9831, HERA, BCIRG 006). Estes estudos,
envolvendo 13.353 mulheres, mostraram melhora na resposta a adjuvancia com trastuzumab
com taxas de sobrevida livre de doenca de 36 a 52%, sobrevida global de 33 a 41%, redugao
do risco relativo de recidiva em, aproximadamente, 50% e do risco de morte em,
aproximadamente, 30% (HICKS & KULKARNI, 2008). Além do trastuzumab, outras drogas
que atuam contra os receptores tirosino-quinases estdo sendo desenvolvidas como terapia-alvo

para o cancer de mama como o lapatinib, gefitinib e erlotinib (ITO, et al, 2007).
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3. DIAGNOSTICO MOLECULAR NO CANCER DE MAMA

Apesar dos avancos na detec¢do precoce e o entendimento da biologia molecular do cancer de
mama, 30% das pacientes com esta neoplasia apresentam recorréncia em estigio precoce da
doenca. Um dos maiores desafios para o estudo e tratamento do carcinoma de mama € a
resolu¢do da heterogeneidade tumoral caracteristica destes carcinomas (PAGE et al,1998).
Oferecer tratamento mais efetivo e menos toxico necessita de abordagem individualizada
considerando as caracteristicas clinicas das pacientes e moleculares dos carcinomas mamarios

(GONZALEZ-ANGULO et al, 2005).

A classificacdo morfologica atualmente utilizada € insuficiente para caracterizar os
carcinomas de mama, uma vez que os tumores com 0 mesmo grau, estdgio e tipo histologico
podem apresentar diferentes progndsticos e respostas a terapia (ELSTON & ELLIS, 1991;
REIS-FILHO et al, 2006). O surgimento das técnicas de biologia molecular iniciou uma nova
era no estudo das doengas malignas. Com o advento das técnicas moleculares em larga escala,
o entendimento das caracteristicas moleculares dos tumores comecou a desempenhar um
papel importante no diagndstico, prognostico e como valor preditivo na maioria dos tumores
malignos. A caracteriza¢do sistemdtica e detalhada dos tumores em uma escala genomica
pdde ser correlacionada com informacdes clinicas, contribuindo, desta forma, para aumentar o
entendimento das causas e progressdes do carcinoma e para capacitar a descoberta de novos
marcadores moleculares, possibilitando intervencdes terapéuticas (NIELSEN et al, 2004).
Atualmente, o cancer de mama € o tumor que mais vém sendo estudado pelos métodos

moleculares (REIS-FILHO et al, 2008).

O microarranjo de DNA, técnica introduzida em meados de 1990, € utilizada para analisar o
perfil de expressdo génica dos tumores, isto € a expressao de genes selecionados em amostras
pré-determinadas avaliando milhares de genes em uma tnica amostra (CHEANG et al, 2008).
Esta técnica envolve um chip com seqiiéncia genética que € analisado e hibridizado contra
RNA obtido do tumor a ser estudado marcado com corante fluorescente. A combinagdo das
cores e a intensidade de cada uma informam ao computador a expressdao génica. Cada
fragmento de DNA € colocado em uma seqiiéncia gradeada sobre uma superficie sélida
(chip). Cada fragmento individual contém alta concentragao de um dnico fragmento de DNA

que mapea genes especificos ou uma seqiiéncia genomica (FU & JEFFREY, 2007).
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A tecnologia de microarranjo de DNA ¢ aplicada para classificacdo molecular dos subtipos de
cancer de mama, na avaliacdo da sobrevida, na resposta ao tratamento e na identificacdo de
novos agentes terapéuticos (FU & JEFFREY, 2007; CHEANG et al, 2008). Os dois tipos
principais de microarranjos de expressao génica sao os de cDNA e os de oligonucleotideos.
Ambos os tipos de microarranjos sdo hibridizados com amostras de cDNA ou RNA obtidos
dos tecidos de interesse, para avaliar as alteracdes em seus niveis de expressao (RAKHA et al,

2008; CHEANG et al, 2008).

A habilidade de medir a expressdao dos genes em linhagens celulares e espécimes de tumor
expandiram o entendimento sobre a biologia tumoral. Os primeiros estudos publicados pelo
grupo da Universidade de Stanford, Califérnia, USA, mostraram que a técnica de micrarranjo
de DNA complementar poderia identificar a assinatura genética das células do cancer de
mama. O primeiro maior estudo publicado sobre o perfil de expressao génica em tumores de
mama foi descrito em 2000, quando PEROU e colaboradores demonstraram a classificagao
bioldgica dos tumores de mama baseada em suas similaridades genéticas (PEROU et al, 2000;
CHEANG et al, 2008). Estas interpretacdes moleculares foram validadas por SORLIE e
colaboradores (2001 e 2003).

Originalmente, PEROU et al, mostraram que os tumores de mama eram divididos em dois
grupos principais definidos pelo status do receptor de estrogeno (2000). A partir dai, os
carcinomas mamarios foram classificados em quatro subtipos de acordo com a sua expressao
molecular: luminais, HER2 positivos, basais e “mama normal” (PEROU et al, 2000; SORLIE
et al, 2001; REIS-FILHO et al, 2006; JEFFREY et al, 2007; MARCHIO & REIS-FILHO,
2008; CHEANG et al, 2008). Uma importante implicacdo desse estudo é que os tumores
clinicamente designados como receptor de estrogénio negativos abrangem pelo menos dois
subtipos de tumores biologicamente distintos (basal e HER2-positivo) que devem ser tratados

de forma diferente um do outro (MARCHI() & REIS-FILHO, 2008).

Estudos recentes t€ém mostrado boa correlacdo entre o perfil de expressdo génica e detecg¢ao
dos marcadores moleculares por imuno-histoquimica. O ripido desenvolvimento de novos
anticorpos proporcionou ao longo dos anos maior sensibilidade e especificidade para os
marcadores moleculares (BARGHAVA & DABBS, 2007, ROCHA et al, 2008). A
contribuicao da imuno-histoquimica em carcinomas mamadrios é bem estabelecida por estudos

que a utilizam para a selecio de tratamentos para pacientes com cancer de mama. A expressao
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protéica dos receptores de estrogeno e progesterona e HER2 sdo fatores preditivos validados
para a terapia do cancer de mama (ALLRED, 1998; FITZGIBBONS et al, 2000; UMEMURA
et al, 2004; GOLDHIRSCH et al, 2005; GOUVEA et al, 2006; BARGHAVA & DABBS,
2007; ROCHA et al, 2007; REIS - FILHO, 2007; GOBBI et al, 2008; WALKER, 2008).

3.1. Subtipos moleculares

Tumores luminais sdo caracterizados por expressarem os receptores de estrogeno (RE) e ter
perfil semelhante ao das células luminais do epitélio mamdario normal. Este subgrupo foi
estratificado em luminal A, B e C por apresentarem expressdo génica distintas e diferentes
comportamentos clinicos. Os tumores luminais A apresentam alta expressdo de RE e genes
relacionados ao RE enquanto os tumores luminais B apresentam alta expressdo de genes
relacionados ao ciclo celular e proliferacido e ainda expressam a proteina HER2 (SORLIE et

al, 2001, MARCHIO & REIS-FILHO, 2008).

Os tumores com negatividade para os receptores de estrogeno compreendem dois subgrupos
distintos: um grupo com superexpressdo da proteina HER2 e os tumores de fen6tipo basal que
apresentam comportamento clinico mais agressivo quando comparado aos tumores
pertencentes aos outros subgrupos moleculares (SORLIE et al, 2001; SORLIE et al 2003;
ROUZIER et al, 2005).

Tumores HER2 positivos sdo caracterizados por altos niveis de genes pertencentes a
amplificacdo do HER?2 e negatividade para os receptores de estrogénio (MARCHIO & REIS-
FILHO, 2008).

Tumores de fenétipo basal expressam genes e proteinas que sdo especificos das células
basais do epitélio mamadrio, incluindo as citoqueratinas basais € negatividade para receptores

de estrégeno, receptores de progesterona e HER2 (RAKHA et al, 2007).

E o dltimo grupo, chamado de tumores nao-classificaveis ou tipo ‘“mama normal”, cujo
perfil de expressdo génica é similar a0 do parénquima mamdrio normal e fibroadenomas.
Estes tumores podem sobreexpressar genes de células basais e subexpressar genes luminais
epiteliais. Os carcinomas lobulares invasores podem expressar este perfil (MARCHIO &

REIS-FILHO, 2008).
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Apesar do estudo do perfil de expressdo génica, através das técnicas de microaarranjo de
DNA, possibilitar informacdes de grande valor para o entendimento da biologia tumoral, €
uma técnica de alto custo e pouca aplicabilidade clinica. E uma técnica ainda inacessivel na
maior parte dos centros que tratam pacientes com cancer de mama. O uso de técnicas de
imuno-histoquimica, possibilitando a identificacdo dos subtipos moleculares descritos nos
estudos de andlise da assinatura genética € de fundamental importancia, principalmente

quando consideramos as limitacdes econdmicas encontradas em paises como o Brasil.

Recentes pesquisas avaliando perfis imunoistoquimicos através da técnica de microarranjo de
tecido (Tissue microarray ou TMA), foram capazes de, pelo menos parcialmente, replicar a
referida classificacio molecular (ABD EL-REHIM et al, 2005; NIELSEN et al, 2004;
SORLIE et al, 2003). A sua utilizagdo na determinacao do perfil molecular no diagnéstico de
neoplasias possibilitou validar novos marcadores tumorais, correlacionar os resultados com a
aplicacdo terapéutica e, consequentemente, avaliar alvos moleculares em um grande nimero
de amostras paralelas de tumor, num mesmo periodo de tempo, com o custo de uma tunica

reacdo (KONONEN et al, 1998; VIEIRA et al, 2008).

Concluindo, estes avangos tém possibilitado a estratificacdo dos carcinomas mamadrios
justificando a denominagao de doenga heterogénea, auxiliando tanto o diagndstico quanto a

conduta mais adequados para os tumores de mama.

3.2. Tumores de fenétipo basal

Em 1987, DAIRKEE e colaboradores descreveram um subgrupo de carcinomas mamdrios
que, de forma semelhante as células do epitélio normal da mama, expressavam citoqueratinas
basais (CK) de alto peso molecular e apresentavam pior progndstico. Estudos posteriores
mostraram a presenca das CK em carcinomas mamdrios e sua correlacio com pior
progndstico e auséncia de expressdo de receptores hormonais e HER-2 (SANTINI ez al, 1996;

MALZAHN et al, 1998).

A importancia da descricdo das CK nos tumores mamadrios ficou melhor definida apds os
trabalhos de PEROU (2000) e SORLIE (2001 e 2003) mostrando a classificacdo dos

carcinomas mamadrios de acordo com sua expressdao génica. Apds estas pesquisas, o subgrupo
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de carcinomas mamadrios definidos como tumores de fenétipo basal t€ém sido estudado,
exaustivamente, devido as suas caracteristicas clinicas, morfolégicas e imunofenoticas de pior
prognéstico. Este perfil estd ligado a mutacoes genéticas no BRCA1 (PAREDES et al, 2007),
e ¢ um dos mais intrigantes subtipos tumorais, pois tem associagdo com pior progndstico
(TANNER et al, 2000; TURNER & REIS-FILHO, 2006) além de ndo possuir alvo
terapéutico definido, como os demais subtipos. Portanto, ndo responde ao tratamento com

drogas antiestrogénicas nem com o anticorpo monoclonal anti-HER2 (MATOS et al, 2005).

Morfologicamente, os carcinomas de fendtipo basal apresentam alto grau, altas taxas de
proliferacdo, necrose e zona acelular central, padrdo de crescimento expansivo, com bordas
ndo infiltrativas, graus varidveis de infiltrado inflamatério linfoplasmocitario peritumoral. O
tipo histolégico mais frequentemente associado ao fendtipo basal é o carcinoma ductal
invasor sem outra especificacdo, com propor¢des que variam de 68,4% a 86% dos tumores
basais (ABD EL-REHIM et al, 2004; ABD EL-REHIM et al, 2005; KIM et al, 2006;
NIELSEN et al, 2004; RAKHA et al, 2006). Entretanto, pode ser encontrado em subtipos
histolégicos especificos como os carcinomas metapldsicos e medulares com ou sem
associacdo com mutacdoes no gene BRCA1 ou esporddica mutacdo no gene p53 e/ou

superexpressao da proteina pS3 (KORSCHING et al, 2008).

A freqii€ncia do subtipo basal nos tumores de mama varia entre 15 e 19%, estando associados
com um curto intervalo livre de doenca sendo o grupo de tumores mais agressivos (SORLIE

et al., 2001; SORLIE et al., 2003; NIELSEN et al., 2004, KORSCHING, et al, 2008).

Apesar da variedade de marcadores moleculares propostos para a definicdo dos tumores de
fendtipo basal, estudos recentes definem os tumores mamadrios de fendtipo basal como
aqueles que expressam as citoqueratinas de alto peso molecular, independentemente da

expressao de outros marcadores (RAKHA et al, 2007; RAKHA et al, 2008).
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4. MICROARRANJO DE TECIDO (TMA) E CANCER DE MAMA

O completo sequenciamento do genoma humano promoveu informagdes bdsicas de toda a
estrutura dos genes humanos. Vérias técnicas como o DNA complementar, andlise seriada da
expressdo génica e pesquisas protedmicas possibilitaram a andlise da expressdo de milhares
de genes e proteinas (PEROU et al, 2000; SORLIE et al, 2001; SORLIE et al, 2003; REIS-
FILHO et al, 2006; FU & JEFFREY, 2007).

Surgiu entdo, a necessidade de analisar melhor estas moléculas em amostras de tecido para
elucidar sua importancia como biomarcadores ou alvos fisiolégicos de prevencdo baseados
em drogas ou tratamentos especificos (FU & JEFFEY, 2007; MARCHIO, 2008; CHEANG et
al, 2008).

O TMA tem sido considerado uma etapa necessdaria a consolidacio do conhecimento
adquirido através do mapeamento genético dos estudos realizados com a técnica de “cDNA
Microarrays”. Esta técnica determina quais as dezenas ou centenas de genes estdo
superexpressos ou hipoexpressos em um tumor e que poderiam ser responsabilizados por
alguma particularidade bioldgica, tais como o rapido crescimento, o potencial de recorréncia
local ou de metdastase a distancia, ou ainda, resisténcia a quimioterapia (SAUTER et al.,

2002).

A técnica de microarranjo de tecido (TMA) ou tissue microarray ¢ uma tecnologia simples
que tem revolucionado as pesquisas em patologia. Esta técnica definida como o agrupamento
de um grande nimero de amostras teciduais em um Unico bloco de parafina, permite a anélise
da expressdo protéica dos tumores através da técnica imuno-histoquimica, reagcdo de
hibridagdo in situ cromogénica (CISH) ou fluorescente (FISH). A metodologia foi descrita

por KONONEN et al (1998) e é, atualmente, aceita pela literatura mundial.

As vantagens e aplicacdes da técnica do TMA comparada a técnica convencional, incluem a
maior velocidade da andlise molecular, os tecidos ndo sdo completamente destruidos,
pesquisa em larga escala de fatores progndsticos ou preditivos das neoplasias, validacdo ao
nivel protéico da hiperexpressao ou hipoexpressao génica identificada nos estudos feitos pela
andlise da quantificacdo do DNA complementar, um grande numero de marcadores

moleculares podem ser analisados a partir de varios cortes consecutivos, economia de
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reagentes e de tempo para a realizacdo das reacdes e a avaliagdo uniforme de vérios tumores
representados em diferentes estdgios, graus e subtipos histoldgicos. A capacidade de estudar
tecidos arquivados € uma importante vantagem, que usualmente nao sio aplicadas as outras

pesquisas gendmicas (ZHANG et al, 2003, ANDRADE et al, 2007).

Na avaliacdo dos carcinomas mamadrios, estudos t€ém demonstrado concordancia elevada
(94% e 98%) com as reacdes nos cortes histoldgicos usuais para a avaliacdo de marcadores
imunoistoquimicos e as amostras do TMA na valida¢ao da metodologia (CAMP et al, 2000;

DE MARZO & FEDOR, 2004).

4.1. Técnica do TMA

A grande maioria dos TMAs sdo construidos a partir de material conservado e fixado em
formalina e arquivados em blocos de parafina. Laminas iniciais contendo tecido com suficiente
representatividade tumoral sdo coradas com hematoxilina-eosina antes de iniciar as colorag¢des
pré-determinadas para os tecidos selecionados. A constru¢do de um bloco de TMA segue diversos

passos até a andlise das reagdes:

4.1.1. Selecdo dos casos e dreas a serem representadas

Esta selecao € feita a partir da avaliacdo das laminas originais do tumor. O patologista
seleciona as dreas onde o tumor é melhor representado. A seguir, estas dreas sao marcadas
nos blocos de parafina selecionados, denominados blocos doadores e deles sdao retirados

cilindros de tecido cujos didmetros podem variar de 0,6mm a 2,0mm.

4.1.2. Construgao do bloco receptor

Os cilindros retirados dos blocos doadores sdo introduzidos em um novo bloco denominado
receptor, por meio de aparelhos manuais ou semi-automatizados, seguindo uma seqiiéncia
previamente estabelecida em uma planilha. O bloco receptor final pode conter até mil

amostras de tumores dependendo do didmetro do cilindro utilizado.
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4.1.3. Obtencdo das laminas

Os cortes histolégicos devem ser realizados de uma s6 vez em laminas seqiienciais
numeradas, sem descarte dos niveis intermedidrios para melhor aproveitamento do bloco
receptor. Usualmente, sdo obtidas cerca de cem laminas seqiienciais. Para a montagem,
laminas adesivas especiais, fabricadas pela Instrumedics Inc®. sdo utilizadas. Os cortes sdo
colhidos em fita adesiva e aplicados nessas laminas. Por ultimo, a fita adesiva € retirada pela

exposicao a luz ultravioleta cedida pelo préprio fabricante.

4.1.4. Leitura das laminas

A leitura das 1aminas do TMA ¢€ feita pelo patologista pela microscopia Optica convencional e

os resultados armazenados em planilhas manuais ou computadorizadas.
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5 - JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Até o momento, os estudos sobre o perfil imunofenotipico de carcinomas mamarios incluem
poucas pacientes muito jovens (< 35 anos). Além disto, hd poucas séries de casos abordando
marcadores tumorais, especificamente, os de fenétipo basal em cancer de mama neste grupo
etario. Decidimos avaliar as caracteristicas clinicas, patoldgicas, imunofenotipicas e
evolutivas de casos de carcinomas mamarios de mulheres muito jovens (idade < 35 anos) em
uma série de casos, com énfase nos marcadores de fendtipo basal e compard-los com as
mesmas caracteristicas de uma série de casos de pacientes pds-menopausa (idade entre 50-65

anos).
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6 — OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo sdo:

1-

Avaliar as caracteristicas clinicas e patoldgicas de carcinomas mamadrios de mulheres
muito jovens (< 35 anos) e compara-las com as de mulheres com idade entre 50 e 65

anos.

Avaliar a expressdao dos marcadores moleculares (receptor de estrogeno, receptor de
progesterona, HER-2, p-63, p53, EGFR e citoqueratinas 5 e 14) em mulheres jovens
(idade < 35 anos) com cancer de mama e comparar a expressao dos mesmos em

mulheres com idade entre 50 e 65 anos;

Avaliar a freqiiéncia dos tumores triplo-negativos e de fendtipo basal nos dois grupos

selecionados;

Avaliar os tipos de tratamentos instituidos e sua relacdo com os fatores preditivos de

resposta terapéutica;

Avaliar a sobrevida global e sobrevida livre de doenga nos dois grupos em geral e,

também nos tumores triplo-negativos e de fendtipo basal para estes grupos .
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7 - PACIENTES E METODOS

Foram selecionados 106 casos de carcinomas mamarios de pacientes muito jovens (idade < 35
anos) e 130 casos de mulheres pos-menopausa (idade entre 50-65 anos) a partir dos arquivos
do Laboratério de Patologia Mamadria da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, do Hospital Aratjo Jorge de Goiania, GO, e do Hospital
do Cancer A.C. Camargo de Sao Paulo, SP. Todas as pacientes foram tratadas e tinham
seguimento clinico nestes hospitais. Dados clinicos e patologicos foram obtidos dos
prontudrios médicos e laudos andtomo-patolégicos arquivados incluindo: idade, etnia (cor da
pele), histéria familiar para cancer de mama, estadiamento clinico, caracteristicas patologicas
como tipo e grau histolégico do tumor, tamanho tumoral, presenca de metastases axilares e a
distancia, tratamentos realizados (quimioterapia, radioterapia e hormonioterapia) e evolugdao

clinica.

Critérios de inclusdo: pacientes do sexo feminino com idade < 35 anos e entre 50-65 anos
com diagndstico de carcinoma invasor da mama, material suficiente para a construcdo do
microarranjo de tecido (TMA), realizacdo do tratamento cirdrgico e seguimento no mesmo

hospital.

Critérios de exclusdo: idade entre 35 e 50 anos e maiores que 65 anos, pacientes
encaminhadas somente para tratamento de quimioterapia e/ou radioterapia e material

insuficiente para a constru¢do do microarranjo de tecido.

Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica da Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, Minas Gerais, Hospital Aradjo Jorge em Goiadnia, Goids, e Hospital do

Cancer AC Camargo, Sao Paulo, Brasil.

7.1. Construcao do microrranjo de tecido (TMA) e estudo imunoistoquimico

As laminas originais foram revistas por dois examinadores (MCD e HG) e os respectivos
blocos contendo amostras de tumor foram selecionados. Inicialmente, as areas de maior
representatividade do tumor foram marcadas nas laminas. A seguir, os blocos de parafina,
denominados blocos doadores, foram marcados a partir das dreas pré-definidas nas laminas.

Utilizando um equipamento manual da marca Beecher Instruments, Silver Spring, MD®, a
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area selecionada foi transferida do bloco doador para o bloco receptor. Foi confeccionado um
bloco de TMA contendo dois cilindros de cada bloco doador de 1,0mm de didmetro cada. O
bloco de TMA foi submetido a microtomia seriada, obtendo-se cortes histoldégicos com
espessura de 4 um que foram dispostos em laminas eletricamente carregadas (Instrumedics

Inc®), com o auxilio de adesivos, (Microsystems Inc®).

Os cortes histologicos sequenciais do TMA foram corados para receptor de estrégeno,
receptor de progesterona, receptor do fator de crescimento epidérmico 2 (HER2), receptor do
fator de crescimento epidérmico 1 (EGFR ou HER1), p53 e p63, além de anticorpos dirigidos
aos marcadores de diferenciacdo basal, citoqueratinas 5 e 14. Os clones, dilui¢des, fabricantes
e métodos de reativacdo antigénica sao mostrados na TABELA 1. O sistema de visualizacao
da reagdo utilizado foi o sistema de amplificacdo de polimero nao biotinilado (Novolink ®,

Biosystems, Reino Unido). A andlise dos marcadores seguiu critérios referidos na literatura.
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TABELA 1 - Anticorpos primarios, diluicées, fabricantes e tipo de recuperacao
antigénica utilizados nas rea¢oes imuno-histoquimicas

Anticorpo Clone Diluicao Fabricante/Pais Rzﬁﬁgg:ﬁggo
RE 6F11 1:1.000 Novocastra, RU vapisg?:?atec!é;ﬂcg,g
RP PGr312 1:1.000 Novocastra, RU vapE??gilt?aetlfgﬁg,g
HER2 CB11 1:80 Novocastra,RU N&o realizada
CKS XM26 1:100 Neé)bn:rkers, presséoljgirt]rez;?od;H&O
CK 14 LL0O2 1: 400 Biogenex, EUA _ Panela de
pressao/Citrato pH6,0
o wor vao PeOh O enis
063 424 1:2.000 DAKO, EUA EDTEZ\%‘E?STJ%
p53 D0-7 1:2.000 DAKO, EUA Panela de

pressao/Citrato pH6,0

7.2. Estudo histopatolégico

Todas as laminas originais e as sec¢des do TMA coradas pela hematoxilina e eosina (HE)
foram revisadas por dois examinadores (MCD e HG) e os tumores classificados segundo as
recomendacdes de PAGE et al (1998) e do Colégio Americano de Patologistas (2000). O
sistema de graduacdo utilizado foi o estabelecido por SCARFF-BLOOM-RICHARDSON
(1957) modificado por ELSTON & ELLIS (1991) no qual os tumores recebem uma pontuacao
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considerando-se a formacdo de estruturas tubulares, o grau nuclear e o indice mitético
QUADRO 1. Os tumores sdo classificados em grau I (bem diferenciados) quando as somas
corresponderem aos resultados 3, 4 ou 5, grau Il (moderadamente diferenciados) quando as

somas forem 6 ou 7 e grau III (pouco diferenciados) quando os resultados forem 8 e 9.

QUADRO 1 - Sistema de graduacao histolégica dos carcinomas mamarios segundo
ELSTON & ELLIS, 1991

Pontuacao 1: > 75% da area tumoral
Formagéo tubular ~ Pontuagao 2: entre 10 e 75% da area tumoral
Pontuacao 3: < 10% da area tumoral

Pontuacao 1: nucleos de tamanho

semelhante a célula ductal normal

Atipia nuclear ~ . . o
P Pontuacéo 2: nucleos de tamanho intermediario

Pontuacao 3: nucleos grandes e pleomérficos

Pontuacao 1: 1 mitose por campo de grande aumento
indice mitético** Pontuagéo 2: 2 mitoses por campo de grande aumento

Pontuacéo 3: 3 ou mais mitoses por campo de grande aumento

*Modificado da classificagdo de BLOOM & RICHARDSON (1957)
**Correcao
Para microscopios com objetivas de grande aumento em que o campo visual possua um didmetro de 0,48mm, o
indice mitdtico deve ser corrigido com a descrig@o seguinte [ELSTON, 1987 e SHOUSHA, 2000]:
1. 0-6 mitoses por 10 campos microscopicos de grande aumento
2. 7-12 mitoses por 10 campos microscépicos de grande aumento

3. >12 ou mais mitoses por 10 campos microscopicos de grande aumento

7.3. Avaliacao das reacées imuno-histoquimicas

A andlise da positividade das reacdes seguiu parametros de andlise e niveis de corte adotados
na literatura internacional. Para a avaliacdo dos receptores hormonais foi usado o sistema de
escore proposto por ALLRED et al que avalia a proporcao de nicleos corados e a intensidade
de coloragdo. A seguir, os dois escores sdo combinados e o escore total é classificado em A -
escore de 0 ou 2-8. O escore total (ET) € calculado pela soma do escore de proporcao e do

escore de intensidade. O escore > 3 é considerado positivo (QUADRO 2).
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QUADRO 2 - Pontuacao proposta por ALLRED et al, 1998 e confirmada pelo Consenso
de Saint Gallen, 2005

Escore Allred

Porcentagem do Escore Intensidade do Escore

Escore 0 = negativo Escore 0 = negativo

Escore 1 =1% Escore 1 = marcacéo fraca.
Escore2=>12a10% Escore 2 = marcacdo moderada.
Escore 3=>10a 33% Escore 3 = marcacao forte.

Escore 4 = >30 a 66%
Escore 5 => 66 a 100%

A andlise do HER?2 seguiu os critérios adotados pelo Consenso da Sociedade Americana
de Oncologia Clinica e Colégio Americano de Patologistas (WOLLF et al, 2007), onde sdo

considerados a intensidade e o grau de coloragao da membrana (QUADRO 3).

QUADRO 3 - Guia de Interpretacao do HER2 proposto pela Sociedade Americana de
Oncologia e o Colégio Americano de Patologistas (WOLFF et al, 2007): coloracao de
membrana

PONTUACAO PADRAO DE MARCAGCAO

0/Negativo Marcacdo da membrana ausente nas células tumorais invasivas

+1/Negativo Coloragdo de membrana fraca e incompleta em qualquer proporgcéo de
células neoplasicas

+2/ Coloragao fraca, mas bem definida, envolvendo toda a circunferéncia da

Indeterminado membrana citoplasmatica, em mais de 10% e menos de 30% das células
neoplasicas

+3/Positivo Marcagao intensa e uniforme da membrana citoplasmatica em mais de

30% das células tumorais

As citoqueratinas foram consideradas positivas se houvesse fraca ou forte marcagdo

citoplasmadtica visualizada em 5% das células tumorais (POTEMSKI et al, 2005; COLLET et
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al 2005 e JONES et al, 2004).

Os marcadores moleculares p53, p63 e EGFR foram considerados positivos, quando mais de
10% das células tumorais invasivas apresentaram marcac¢do nuclear para o p53 e p63,

(RIBEIRO-SILVA et al, 2003) e membranar para o EGFR (RAKHA et al, 2007).

7.4. Classificacao imunofenotipica

Os carcinomas mamdrios foram classificados como tumores triplo-negativos quando
apresentaram negatividade para os receptores de estrégeno, progesterona e HER2 (RAKHA et
al, 2006; CHEANG et al, 2008) e classificados em tumores de fendtipo basal se além do
fendtipo triplo-negativo apresentassem positividade para as citoqueratinas avaliadas no

estudo: CKS5 e/ou CK14 (RAKHA et al, 2007; RAKHA et al, 2008).
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Figura 1. Positividade dos marcadores moleculares (RE: receptor de estrogeno; RP: receptor
de progesterona, HER2: receptor de fator de crescimento epidérmico 2, EGFR: receptor de
fator de crescimento epidérmico 1; CK5: citoqueratina 5, CK14: citoqueratina 14; p53; p63)
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8 — ANALISE ESTASTISTICA

Foi utilizado o programa SPSS (versdo 15.0) para as andlises estatisticas. A associacao das
varidveis clinico-patoldgicas e imuno-histoquimicas foi verificada aplicando-se o teste do qui-
quadrado ou o teste exato de Fisher. As curvas de sobrevida foram estimadas usando o
método de Kaplan — Meier. O teste de Log-rank foi utilizado para avaliar as diferengas entre
as médias de sobrevida. Foi considerado o valor de 5% (p < 0,05) como limite de

significancia estatistica.
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9 — RESULTADOS

Os resultados obtidos serdo apresentados sob a forma de dois artigos cientificos submetidos a
periddicos. Os artigos estdo estruturados seguindo as normas do periddico aos quais foram

submetidos e acompanhados das respectivas cartas de submissao.

Resultados adicionais, nao incluidos nos artigos cientificos devido ao nimero limitado de
paginas, determinados pelas instrucdes dos respectivos periddicos estdo a seguir.
Consideracdes finais, conclusdes gerais, lista de referéncias bibliograficas e anexos estdo

apresentados apds os artigos cientificos.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar as caracteristicas clinico-
patolégicas e moleculares de carcinomas mamarios
de mulheres muito jovens.

Métodos: Foram selecionados 106 casos de cancer
de mama de mulheres com idade < 35 anos e
analisados dados clinicos (idade ao diagndstico,
estadiamento, ocorréncia de metastases, tempo de
sobrevida global e livre de doenga), andtomo-
patolégicos (tamanho, tipo e graus histolégicos do
tumor primdrio, linfonodos axilares com metastases)
e marcadores moleculares (receptores de estrogeno
e progesterona, HER2, p53, p63, citoqueratinas 5 e
14 e EGFR) através da imuno-histoquimica
empregando microarranjo de tecido. Foi analisada a
relacdo entre as caracteristicas clinico-patoldgicas,
imuno-histoquimicas e sobrevidas global e livre de
doencga.

Resultados: Idade das pacientes variou de 19 a 35
anos (média: 32,5). Seguimento clinico foi obtido
em 106 casos (média = 53 meses, variando de 3 a
146 meses). Tamanho médio dos tumores foi de 4,9
cm (variagdo de 1 a 10 cm). A média de linfonodos
dissecados foi 19,7 linfonodos/caso (variacdo de 1 a
31). Linfonodos positivos ao diagndstico andtomo-
patolégico em 82 casos (77,4%). A avaliacio
imuno-histoquimica foi possivel em 102 casos. Em

Background: The objective of this study was to
evaluate the clinical, pathological and molecular
characteristics in very young women with breast
cancer.

Methods: Were selected 106 cases of breast cancer of
very young women (< 35 years). We evaluated clinical
characteristics of patients (age at diagnosis, ethnic
group, family history of breast cancer, staging,
presence of distant metastases, overall and disease-free
survival), pathological characteristics of tumors
(tumors size, histological type and grade, axillary
lymph nodes affected) and expression of molecular
markers (receptor: estrogen and progesterone, HER2,
p53, p63, citokeratins 5 and 14 and EGFR) were
evaluated using immunohistochemistry and tissue
microarray. Correlations between clinicopathological
and immunohistochemical characteristics and disease-
free survival and overall survival were analyzed.
Results: The mean age of patients was 32.5 years
(ranged 19-35 years). The follow-up ranged 3 to 146
months (average 53 months). The mean size of breast
carcinomas was 4.9 cm (range 1-10 cm). The number
of removed lymph nodes ranged from 1 to 31 (mean
19.7 lymph nodes/ cases). Lymph nodes were positive
in 82 cases (77.4%). In 32 patients (29.6%), the breast
carcinomas were of the triple-negative phenotype and
in 16 of them (50%), the tumors expressed positivity




46

32 (29,6%) pacientes os carcinomas mamadrios eram | for cytokeratin 5 or 14 (basal phenotype). Most of the
triplo-negativos e 16 deles (50%) expressaram tumors were invasive ductal carcinomas, high grade
citoqueratinas 5 ou 14 (fendtipo basal). A maioria (53 cases, 49%), detected in advanced stage (stage III
dos tumores eram carcinomas ductais invasores, de in 52 cases, 48.1%) , with a high rate of systemic

alto grau (53 casos, 49%), detectados em estadio metastases (57 cases, 55.3%) and locorregional
avangado, sendo 52 casos (48,1%) casos no estigio recurrences (21 cases, 19.4%).

III, com maior ocorréncia de metastases Conclusions: Very young women present breast
sist€micas(57 casos, 55,3%) e recidivas carcinomas with more aggressive clinical behavior and
locorregionais (21 casos,19,4%). tumors express biological markers associated with
Conclusoes: Nossos resultados mostram que WOrse prognosis.

carcinomas mamdarios de mulheres muito jovens tém

caracteristicas clinicas, patoldgicas e moleculares

mais agressivas.
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INTRODUCAO

A maioria dos carcinomas mamadrios ocorrem em mulheres na pds-menopausa. Apenas 2 a
5% das pacientes com cAncer de mama tém idade < 35 anos ao diagnéstico'”. O cancer de
mama em pacientes jovens apresenta comportamento biologico mais agressivo, associado a
pior prognostico, quando comparados aos tumores de mulheres na pds-menopausa. Em geral
sao tumores maiores, de alto grau, com elevada taxa proliferativa, maior invasdo vascular,
maior indice de metéstases axilares e, frequentemente, ndo expressam receptores
hormonais>*>. Apesar do tratamento agressivo, as taxas de recorréncia local e metdstases a
distancia sdo elevadas®. Desde a conferéncia de Saint Gallen de 1998, os cAnceres de mama de
mulheres muito jovens foram considerados como um grupo de pior progndstico, para o qual o
uso de terapia sistémica deve ser mais agressiva .

Virios fatores progndsticos t€m sido propostos para identificar pacientes cujos tumores
poderiam ter um curso clinico mais agressivo. Atualmente, os fatores progndsticos ja
estabelecidos e que determinam a conduta no tratamento do cancer de mama sao o tamanho
tumoral, o status linfonodal, e grau do tumor, além da determina¢do imuno-histoquimica dos

10,11
28,9, ,

receptores hormonais (estrogeno e progesterona) e HER . No entanto, o curso clinico
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dos canceres de mama € varidvel devido as caracteristicas bioldgicas de cada tumor. Tumores
com morfologia semelhante podem apresentar perfis moleculares diversos, ndo detectdaveis
pelo exame histopatoldgico '* 2.

Recentemente, propds-se uma classificacdo molecular dos carcinomas de mama,
estratificando-os em subgrupos de acordo com os perfis de expressdo génica. Esta nova
classificagcdo permite predizer a evolucdo de alguns subtipos de tumores de mama baseado em
seu fenGtipo molecular'>"?. Estudos empregando imuno-histoquimica para avaliacdo de
marcadores moleculares mostram boa correspondéncia com o perfil de expressao gé€nica dos
carcinomas mamarios avaliados através de microarranjo de DNA 3132

Até o momento, os estudos sobre o perfil imunofenotipico de carcinomas mamadrios incluem
poucas pacientes muito jovens (< 35 anos). Além disto, ha poucas séries de casos abordando
marcadores moleculares em cincer de mama neste grupo etirio’*. O objetivo deste estudo foi
avaliar o perfil imunofenotipico de carcinomas mamarios de mulheres muito jovens (< 35

anos), incluindo marcadores de fendtipo basal, correlacionando-o com as caracteristicas

clinicas, patoldgicas e sobrevidas global e livre de doencga.

PACIENTES E METODOS

Foram revistos os arquivos do Laboratério de Patologia Mamaria da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, do Hospital Aradjo Jorge de
Goiania, GO, e do Hospital do Cancer A.C. Camargo de Sao Paulo, SP e selecionados 106
casos de pacientes com carcinomas mamadrios com idade < 35 anos ao diagndstico com
seguimento clinico nestes hospitais. Dados clinicos foram obtidos dos prontuarios médicos e
laudos andtomo-patoldgicos arquivados incluindo: idade, etnia (cor da pele), histéria familiar
para cancer de mama, estadiamento clinico, caracteristicas patolégicas como tipo e grau
histolégico do tumor, tamanho tumoral, presenca de metdstases axilares e a distancia,
tratamentos realizados (quimioterapia, radioterapia e hormonioterapia) e evolugdo clinica.
Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica da Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, Minas Gerais, Hospital Aradjo Jorge em Goiania, Goids, e Hospital do
Cancer AC Camargo, Sao Paulo, Brasil. O estudo foi explicado a todas as pacientes e obtido o

consentimento informado.

Construcao do micrarranjo de tecido (TMA) e estudo imunoistoquimico
As laminas originais foram revistas e os respectivos blocos contendo amostras de tumor foram

selecionados. A partir destes, foram obtidos dois cilindros de 1mm cada com amostra
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representativa do tumor e construido um bloco de TMA. Foi utilizado equipamento manual
da marca Beecher Instruments, Silver Spring, MD®. O bloco TMA foi submetido a
microtomia seriada, obtendo-se cortes histolégicos com espessura de 4 pm que foram
dispostos em laminas eletricamente carregadas (Instrumedics Inc®), com o auxilio de
adesivos (Microsystems Inc®).

Os cortes histolégicos sequenciais do TMA foram corados para receptores de estrégeno e
progesterona, receptor de fator de crescimento epidérmico 2 (HER?2), receptor de fator de
crescimento epidérmico 1 (EGFR ou HER1), p53 e p63, além de anticorpos dirigidos aos
marcadores de diferenciacdo basal, citoqueratinas 5 e 14. Os clones, dilui¢des, fabricantes e
métodos de reativacio antigénica estdo mostrados na Tabela 1. O sistema de visualizagdo da
reacdo utilizado foi o sistema de amplificacao de polimeros nao biotinilados (Novolink ®,

Biosystems, Reino Unido).

Estudo Histopatologico

Todas as laminas originais e as seccoes do TMA coradas pela hematoxilina e eosina (HE)
foram revisadas por dois examinadores e os tumores classificados segundo as recomendagdes
de PAGE et al (1998)14 e do Colégio Americano de Patologistas (2000)“. Os tumores foram
graduados empregando-se o sistema de graduacdo de Nottinghan proposto por Elston &

Ellis".

Avaliacao das rea¢oes imuno-histoquimicas

A andlise da positividade das reacdes seguiu parametros de andlise e niveis de corte adotados
na literatura internacional. A andlise do HER2 seguiu os critérios adotados pelo Consenso da
American Society of Clinical Oncology e College of American Pathologists, onde sdo
considerados a intensidade de coloracio da membrana e a porcentagem de células coradas'®.
Para a avaliacio dos receptores hormonais foi usado o sistema de escore proposto por Allred
et al. que avalia a proporcio de niicleos corados e a intensidade de coloragio'’ . As
citoqueratinas foram consideradas positivas se houvesse fraca ou forte marcagao
citoplasmatica visualizada em 5% das células tumorais'*'**. Os marcadores
imunoistoquimicos p53, p63 e EGFR foram considerados positivos quando mais de 10% das
células tumorais invasivas apresentaram marca¢ao nuclear para o p53 e p6321 e membranar

para o EGFR™.
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Classificacao imunofenotipica

Os carcinomas mamadrios foram classificados como tumores triplo-negativos quando
apresentaram negatividade para os receptores de estrégeno, progesterona e HER2* e
classificados em tumores de fendtipo basal se além do fenétipo triplo-negativo apresentassem

positividade para as citoqueratinas avaliadas no estudo: CKS5 e/ou CK14**%.

ANALISE ESTASTISTICA

Foi utilizado o programa SPSS (versdo 15.0) para as andlises estatisticas. A associag¢do das
varidveis clinico-patoldgicas e imuno-histoquimicas foi verificada aplicando-se o teste do qui-
quadrado ou o teste exato de Fisher. As curvas de sobrevida foram estimadas usando o
método de Kaplan — Meier. O teste de Log-rank foi utilizado para avaliar as diferencas entre

as médias de sobrevida.

RESULTADOS

Caracteristicas clinicas

A idade das pacientes variou de 19 a 35 anos (média: 32,5 + 3,3 anos). Mulheres brancas
(69,4%) e multiparas (50,9%) foram mais acometidas. Histéria familiar para cancer de mama
estava presente em 20,3% dos casos, recidivas locorregionais ocorreram em 21 casos (19,4%)

e metastases sistémicas em 57 casos (55,3%).

Caracteristicas patologicas dos tumores e tratamentos

As caracteristicas patoldgicas e tratamentos instituidos as pacientes estdo apresentados na
Tabela 2. Os tumores variaram de 1 a 10 cm de didmetro (média: 4,9 cm). A maioria das
pacientes (82 casos; 77,4%) apresentavam linfonodos com metastases ao estudo andtomo-
patolégico. Cinquenta e sete das 106 pacientes (55,3%) apresentaram metdstases sist€émicas
durante o seguimento clinico (7 casos apresentavam metdastases sist€émicas ao diagndstico)
sendo que 61,3% (49/57 pacientes) das metdstases ocorreram em pacientes com linfonodos

positivos e 34,8% (8/57 pacientes) das metéstases em pacientes com linfonodos negativos

Caracteristicas imuno-histoquimicas dos tumores
Os resultados da anélise imuno-histoquimicas foi possivel em 102 casos e os resultados sao
mostrados na Tabela 3. Em 32 casos (29,6%), os carcinomas mamdarios mostraram fen6tipo

triplo negativo. Destes tumores 50% (16/32 casos) expressaram positividade para



50

citoqueratina 5 ou 14 e foram considerados de fenétipo basal. Houve co-expressao das
citoqueratinas 5 e 14 em 8 casos. O EGFR foi positivo em sete casos (6,5%) sendo trés deles
tumores de fendtipo basal. A proteina p53 foi positiva em 40 casos (37%). A proteina p63 foi

positiva em 8 casos (7,4%) sendo quatro deles de tumores de fendtipo basal.

Analises das sobrevidas global e livre de doenca

Seguimento clinico foi obtido das 106 pacientes, variando de 3 a 146 meses (média: 53
meses). Metastases sist€émicas ocorreram em 57 casos (55,3%). O sitio de metastase isolada
mais freqiiente foi dssea (15 casos,14,2%). Houve associagdo de metéstases Osseas € a outros
orgdos em 25 casos (23,6%). O 6bito ocorreu em 38% (41/106 casos). As sobrevidas global e

livre de doenca em 5 anos foram respectivamente 63% e 39%.

DISCUSSAO

Nosso estudo mostrou fatores de pior progndstico associados aos carcinomas maméarios em
mulheres muito jovens. Analisando as varidveis clinico-patoldgicas, nossos resultados
mostraram que as pacientes jovens apresentaram caracteristicas clinicas agressivas: tumores
grandes ao diagnodstico (média:4,9cm), alta freqiiéncia de linfonodos positivos (77,4%) alto
grau histolégico (49% dos casos), maior freqiiéncia de tumores no estdgio I1I (48,1%), baixa
positividade para receptores hormonais (estrogeno: 49,1% e progesterona: 29,6%), alta
expressao da proteina HER2 (28,7%), alta expressao da citoqueratina 5 (25%). Observamos
ainda sobrevida global de 63% e sobrevida livre de doenga em 5 anos de seguimento de 39%.
Nossos resultados sao semelhantes aos de outros autores que também demonstraram que
carcinomas de mama nesta faixa etdria t€ém caracteristicas morfoldgicas relacionadas a pior
prognéstico e comportamento clinico mais agressivo' .

As mulheres brancas foram predominantes em nossa casuistica (69,4%) semelhantes a estudo
de base populacional que relatou maior frequéncia neste grupo étnico para cancer de mama
em todas as faixas etdrias®®. Entretanto, apesar da populacdo branca representar a maioria dos
casos com diagnéstico de cancer de mama, a populacdo afro-americana € descrita como o
grupo de pior prognostico. Estudos norte-americanos ressaltam a importancia da etnia no
comportamento progndstico do cancer de mama revelando que tumores de pior progndstico
ocorrem em mulheres pré-menopausa afro-americanas”®*"**. Nossos dados foram levantados
a partir de informagdes obtidas dos prontudrios das pacientes. No Brasil, devido a
miscigenacao das racas e a heterogeneidade populacional, € dificil basear-se na cor da pele

como critério para avaliar etnia.
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O tipo histoldgico mais freqiiente em nossa amostra foi o carcinoma ductal invasor, SOE
(94,3%). Apesar de vérios estudos mostrarem que os carcinomas mamaérios do tipo medular
ou medular atipico ocorrem com maior frequéncia em mulheres jovens®> , em nossa
casuistica estes tipos tumorais representaram apenas 1,9% dos casos.

A maioria das mulheres incluidas no nosso estudo recebeu tratamento com quimioterapia
(90,8%) e radioterapia (85,2%) e em menor propor¢do com tamoxifeno (31,5%) devido a
menor positividade dos tumores para os receptores hormonais. Diferente das pacientes mais
jovens, pacientes acima de 50 anos recebem menos tratamento sistémico com quimioterapia e
radioterapia, porém mais endocrinoterapia devido a maior positividade dos receptores
hormonais®.

A classificac@o dos tumores mamadrios a partir de estudos de perfil de expressao génica
possibilitou a avalia¢do do fenétipo molecular dos carcinomas mamérios'>'. Entretanto, a
técnica € limitada devido ao alto custo e a imuno-histoquimica tem sido aplicada para
avaliacdo do perfil molecular com boa correlacdo com o perfil de expressao génical3 g

Em nosso estudo empregamos os critérios propostos por Rakha ez al %, que definiram a
identifica¢do dos carcinomas com diferenciacao basal a partir da expressao de CK5/6 e/ou
CK14. Observamos carcinomas mamaérios triplo-negativos em 29,6% e fen6tipo basal em
50% (16/32 casos) destes tumores. Nossos resultados mostram que os tumores triplo-
negativos sao mais frequentes em pacientes muito jovens comparando com séries que
avaliaram pacientes de todas as faixas etdrias onde esta frequéncia varia de 10 a 17%°®.
Nossa casuistica mostrou freqiiéncia semelhante a encontrada por Rakha et al, que
identificaram fen6tipo basal em 157/282 tumores triplo-negativos (55,7%) em séries de
pacientes de todas as idades®.

Encontramos tumores de fen6tipo basal positivos para EGFR em 18,8%, positivos para p53
em 43,8% e positivos para p63 em 25% dos casos. Nossos achados diferem dos valores
descritos na literatura onde os tumores de fendtipo basal de pacientes de todas as faixas etdrias
tém alta expressdo imuno-histoquimica de EGFR (60%), p53 (85%)>* e p63 (55%)™*.

Em relacdo a evolugao clinica das pacientes, nossos resultados corroboram os dados da
literatura mostrando que pacientes muito jovens (idade < 35 anos), apresentam doenca mais
avan¢ada no momento do diagndstico e pior progndstico quando comparadas a mulheres com
idade superior, com curvas de sobrevida global e livre de doenga em cinco anos, que ndao
ultrapassam 70% e 65%, respectivamente'~~>. Mulheres muito jovens apresentam tumores
pouco diferenciados (de alto grau) que expressam marcadores moleculares de mau

prognostico.



CONCLUSOES

Mulheres muito jovens (idade < 35 anos) apresentam carcinomas mamarios detectados em
estdgio mais avangado com caracteristicas clinicas, morfolgicas e moleculares mais
agressivas e evoluem com sobrevidas global e livre de doengas menores que pacientes mais

velhas.
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Tabelas enviadas para a Revista da Associacao Médica Brasileira (RAMB)
Tabela 1 — Anticorpos primarios, diluicoes, fabricantes e tipo de recuperacio antigénica

utilizados nas reacdes imuno-histoquimicas

Anticerps Clane Dlmicse Fabricante/Fais Remperacie anbirénica

RE 6F11 1:1000 Novocastra, RU Panela el éirica a vapoarfCitrato pH 6,0

RP PeRI12 1:1000 MNovocastra, RU Panela e éirica a vaporfCitrato pH 6,0

HER2 CB11 1:80 Novocastra R1T Neio realizada

CE5 XM26 1:100 MNeomarkers, EUA Panela de pressin/Giraio pH6.0

CE 14 LLO02 1:400 Biogenex EUA Panela de pressin/Giraio pH6.0

EGFR 31G7 1:200 Zymed CA EUA Digestio enzimdlica

(proteinaseK)

P63 444 1:2000 Diako, EUA Banho maria / EDTA/TRIS pH9,0

p53 no-7 1:2000 Diako, EUA Panela de
messin/Citralo pH60
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TABELA 2. Caracteristicas patologicas dos tumores e tratamentos das pacientes com carcinoma de mama e idade <

35 anos

Caracteristicas
Total
Estadiamentno clinico
I
ITA
ITB
IIA
IR
Imnc
IV
Meédia linfonodos dissecadns
Linfonodos negativos
Linfonnodos positivos
1-3
4-10
= 10
Graun Histolagico
1
2
3
Tipno Histoldgico
Carcinoma ductal invasor {SOE)
Carcinoma Iohular invasor
Carcinoma medular
Carcinoma micropapilar
Quiminterapia
Adjuvante
Nenadjuvante
Anszente
Radioterapia
Adjuvante
Nenadjuvante
Ausente
Tamuoxifenn
Com tratamento
Sem tratamentno

Sem informagin

N" de pacientes (%)
106 (100)

43,7

21 (19,4
22 (20,4)
24 (22.2)
20 (18,5)
8 (7,4)
7(6.5)
19,7 (1-31)
24 (22,6)

34 (32,1)
26 (24,5)
22 (20,8)

548
48 (44,4
53 (49)

100 (94,3)
328
2 (1,9)
109

T266,7)
26(24,1)
8 (83)

88(81,5)

43,7
14(14,8)

34(31,5)
63(58,3)
9 (10,2)

Legenda: SOE = sem outra especificacdo
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TABELA 3. Marcadores imunoistoquimicos em 102 carcinomas de mama de mulheres muito jovens (idade < 35 anos)

Marcador Casos Positivo (%)  Negativo (%) | Perdas
Md ecolar interpretados (%) )

RE 102 53(49.1) 51(47.2) 203.7
RP 102 32(29.6) 72(66.7) 203.7
HER2 102 31(28.7) 73 (67.6) 23.7
p53 M 40(37) 60(55.6) 6.0
pt3 102 8779 96 (88.9) 230
CK5 102 27(25) 77(71.3) 26.7
CK14 102 9(8.7) 95 (88) 23,7
EGFR 102 7(6.5) 97(89.8) 23.7

Legenda: RE: receptor de estrégeno, RP: receptor de progesterona, CK: citoqueratina, HER2:receptor de fator de
crescimento epidérmico 2, EGFR: receptor de fator de crescimento epidérmico 1
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RESUMO ABSTRACT

Resumo: Objetivo: Avaliar caracteristicas clinicas,
patolégicas e moleculares de carcinomas mamarios
em mulheres muito jovens comparando tumores de
mulheres  pés-menopausa. Métodos:  Foram
selecionados 106 casos de cincer de mama de
mulheres jovens e 130 casos de mulheres pds-
menopausa. Foram analisados dados clinicos (idade
ao diagnéstico, estadiamento, ocorréncia de
metéstases, tempo de sobrevida global e livre de
doenga), andtomo-patoldgicos (tamanho do tumor,
tipo e graus histolégicos do tumor primadrio, status
linfonodos axilares) e marcadores moleculares
(receptores de estrégeno e progesterona, HER2,
p53, p63, citoqueratinas 5 e 14 e EGFR) através da
imuno-histoquimica empregando microarranjo de
tecido. Foi analisada a relacdo entre as
caracteristicas clinico-patolégicas, imuno-
histoquimicas e sobrevidas global e livre de doenga.
Resultados: O estudo comparativo dos dois grupos
mostrou que as pacientes muito  jovens
apresentaram maior freqii€ncia de nuliparidade (p =
0,03), maior didametro dos tumores (p = < 0,000),

Abstract: Purpose: The objective of this study was to
evaluate the clinical, pathological and molecular
characteristics in very young women and postmenopausal
women with breast cancer. Methods: We selected 106
cases of breast cancer of very young women (< 35 years)
and 130 cases of postmenopausal women. We evaluated
clinical characteristics of patients (age at diagnosis, ethnic
group, family history of breast cancer, staging, presence
of distant metastases, overall and disease-free survival),
pathological characteristics of tumors (tumors size,
histological type and grade, axillary lymph nodes status)
and expression of molecular markers (hormone receptors,
HER2, p53, p63, cytokeratins 5 and 14 and EGFR) using
immunohistochemistry and tissue microarray.
Correlations between clinicopathological and
immunohistochemical characteristics and disease-free
survival and overall survival were analyzed.

Results: When comparing clinicopathologic variables
between the age groups, younger women demonstraded
greater frequency nulliparity (p = 0.03), larger tumors (p =
< 0.000), higher stage disease (p = 0.01), lymph node
positivity (p = 0.001) and higher grade tumors (p =
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estadiamento clinico mais avancado (p = 0,01),
maior nimero de linfonodos positivos (p = 0,001) e
tumores pouco diferenciados (p = 0,004). A maioria
das pacientes jovens recebeu tratamento com
quimioterapia (90,8%) e radioterapia (85,2%) e em
menor propor¢do com tamoxifeno (31,5%)
comparado as mulheres na pds-menopausa. O
receptor de estrégeno apresentou baixa positividade
49,1% (p = 0,01) e a proteina HER2 alta
positividade 28,7% (p = 0,03) nas mulheres jovens.
O fendtipo triplo-negativo foi observado em 29,6%
no grupo jovem e em 20% nas mulheres pds-
menopausadas (p = 0,034). Os tumores de fenétipo
basal foram mais freqiientes nas mulheres jovens
(50%). As metastases sistémicas ocorreram em
55,3% casos nas jovens e 39,2% nas pOs-
menopausa. A sobrevida global e livre de doenga
em 5 anos foram, respectivamente, 63% e 39% para
as mulheres jovens e 75% e 67% para o grupo de
mulheres pés-menopausadas. Conclusoes:
Carcinomas mamadrios de mulheres muito jovens
tém caracteristicas clinicas, patoldgicas e
moleculares mais agressivas quando comparadas as
mulheres acima de 50 anos.

0.004). Most of young patients received chemoterapy
(90.8%) and radiotherapy (85.2%) and less tamoxifen
therapy (31.5%) comparing with postmenopausal women.
Lower estrogen receptor positivity 49,1% (p = 0.01) and
higher HER2 overexpression 28,7% (p = 0.03) were
observed in young women. In 32 young patients (29.6%)
and in 26 posmenopausal women (20%), the breast
carcinomas were of the triple-negative phenotype (p =
0,034). In 16 young women (50%) and in 10
postmenopausal women (7,7%), the tumors expressed
positivity for cytokeratin 5 and/or 14, basal phenotype (p
= 0,064). Systemic metastases were detected in 55,3% in
young women and in 39,2% in postmenopausal women.
Breast cancer overall survival and disease-free survival in
5 years were, respectively, 63% and 39% for young
women and 75% e 67% for postmenopausal women.
Conclusions: Breast cancer arising in very young women
showed negatives clinicobiological characteristics and
more aggressive tumors.

INTRODUCAO

O cancer de mama ocorre com frequéncia nove vezes maior em mulheres menopausadas (>

50 anos) que em mulheres muito jovens. Aproximadamente 80% dos carcinomas mamarios

ocorrem em mulheres acima de 50 anos . Somente 2 a 5% dos casos incidem em mulheres

muito jovens (idade < 35 anos) >°. Os estudos sdo divergentes quando descrevem a idade

como fator progndstico independente de sobrevida para o cancer de mama, associando-o a

pior prognéstico®™>®, ou sem impacto no prognéstico’. Entretanto, carcinomas mamérios

invasores ocorrendo em pacientes jovens (definidos com idade < 35 anos até 40 anos)

geralmente, apresentam caracteristicas clinicas e patoldgicas associadas com doenca mais

agressiva®, com maior risco de recidiva locorregional e morte que tumores de mulheres pSs-

menopausa (> 50 anos)®. Em mulheres jovens os tumores sdo mais frequentemente, de alto

grau, com alta fracao de proliferacdo, maior invasao vascular, mais linfonodos

comprometidos e maior nimero de recorréncias e, frequentemente, nao expressam receptores

hormonais®”'°. Apresentam taxas de recorréncia local e metéstases a distancia elevadas'".
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O cancer de mama é doenga heterogé€nea. Tumores com morfologias semelhantes podem
apresentar perfis moleculares diversos, ndo detectaveis pelo exame histopatolégico.
Classificagdo molecular recente dos carcinomas de mama estratificou os tumores em
subgrupos de acordo com os perfis de expressao génica permitindo predizer a evolucao de
alguns subtipos de tumores de mama baseado em seu fen6tipo molecular'>"*. Estudos
imunoistoquimicos demonstraram boa correlagcao com os perfis definidos através de
expressdo génica' *'>1°.

O objetivo deste estudo foi avaliar o imunofenétipo dos carcinomas mamarios de mulheres

muito jovens (< 35 anos) analisando suas caracteristicas clinico-patolégicas, sobrevidas global

e livre de doenca e compara-los a mulheres pés-menopausa (50-65 anos).

Material e Método

Foram selecionados 106 casos de carcinomas mamarios de pacientes com idade < 35 anos e
130 casos de pacientes com idade entre 50 - 65 anos a partir dos arquivos do Laboratério de
Patologia Mamadria da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, MG, do Hospital Araujo Jorge de Goiania, GO, e do Hospital do Cancer A.C.
Camargo de Sao Paulo, SP. Todas as pacientes foram tratadas e tinham seguimento clinico
nestes hospitais. Dados clinicos e patolgicos foram obtidos dos prontudrios médicos e laudos
anatomo-patolégicos arquivados incluindo: idade, etnia (cor da pele), histria familiar para
cancer de mama, estadiamento clinico, caracteristicas patologicas como tipo e grau
histolégico do tumor, tamanho tumoral, presenca de metastases axilares e a distancia,
tratamentos realizados (quimioterapia, radioterapia e hormonioterapia) e evolucgdo clinica.
Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica da Universidade Federal de Minas Gerais,

Belo Horizonte, Minas Gerais, Hospital Aratjo Jorge em Goiania, Goids, e Hospital do
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Cancer AC Camargo, Sao Paulo, Brasil. O estudo foi explicado a todas as pacientes e obtido o

consentimento informado.

Estudo Histopatolégico

Todas as laminas originais e as seccoes do TMA coradas pela hematoxilina e eosina (HE)
foram revisadas por dois examinadores (MCD e HG) e os tumores classificados segundo as
recomendacdes de PAGE er al (1998)17 e do Colégio Americano de Patologistas (2000)18. Os
tumores foram graduados empregando-se o sistema de graduagdo de Nottinghan proposto por

ELSTON & ELLIS".

Construcao do micrarranjo de tecido (TMA)

A partir da revisao das laminas originais os blocos contendo amostras de tumor foram
selecionados. A partir destes, foram obtidos dois cilindros de 1mm de didmetro de cada caso
com amostra representativa do tumor e construido um bloco de TMA utilizando equipamento
manual da marca Beecher Instruments, Silver Spring, MD®. O bloco TMA foi submetido a
microtomia seriada, obtendo-se cortes histolégicos com espessura de 4 um que foram
dispostos em laminas eletricamente carregadas (Instrumedics Inc®), com o auxilio de

adesivos (Microsystems Inc®).

Avaliacao das reacées imuno-histoquimicas

Os cortes histolégicos sequenciais do TMA foram corados para HE, receptores de estrégeno e
progesterona, receptor de fator de crescimento epidérmico 2 (HER?2), receptor de fator de
crescimento epidérmico 1 (EGFR ou HER1), p53 e p63, além de anticorpos dirigidos aos
marcadores de diferenciacdo basal, citoqueratinas 5 e 14. Os clones, dilui¢des, fabricantes e

métodos de reativacao antigénica estdo mostrados na Tabela 1. O sistema de visualizagdo da



65

reacdo utilizado foi o sistema de amplificacao de polimeros nao biotinilados (Novolink ®,

Biosystems, Reino Unido).

A andlise da positividade das reagdes seguiu parametros de anélise e niveis de corte adotados
na literatura internacional. Para a avaliacdo dos receptores hormonais foi usado o sistema de
escore proposto por ALLRED et al*® que avalia a proporcdo de nicleos corados e a
intensidade de coloracdo. A andlise do HER?2 seguiu os critérios adotados pelo Consenso da
American Society of Clinical Oncology e College of American Pathologists, onde sdo
considerados a intensidade de coloracio da membrana e a porcentagem de células coradas®’
As citoqueratinas foram consideradas positivas se houvesse fraca ou forte marcacao
. s < . 222324
citoplasmadtica visualizada em 5% das células tumorais . Os marcadores
imunoistoquimicos p53, p63 e EGFR foram considerados positivos quando mais de 10% das
. . . ~ 25
células tumorais invasivas apresentaram marcagao nuclear para o p53 e p63~ e membranar

para o EGFR".

Classificacao Imunofenotipica

Os carcinomas mamadrios foram classificados como tumores triplo-negativos quando
apresentaram negatividade para os receptores de estrégeno, progesterona e HER2'® e
classificados em tumores de fendtipo basal se além do fenétipo triplo-negativo apresentassem
positividade para as citoqueratinas avaliadas no estudo: CKS5 e/ou CK14 segundo os critérios

de RAKHA et al**?’.

Anadlise Estatistica
Foi utilizado o programa SPSS (versdo 15.0) para as anélises estatisticas. A associagdo das

varidveis clinico-patoldgicas e imuno-histoquimicas foi verificada aplicando-se o teste do qui-
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quadrado ou o teste exato de Fisher. As curvas de sobrevida foram estimadas usando o
método de Kaplan — Meier. O teste de Log-rank foi utilizado para avaliar as diferencas entre
as médias de sobrevida. Foi considerado o valor de 5% (p < 0,05) como limite de

significancia estatistica.

Resultados

Caracteristicas clinicas

A idade variou de 19 a 35 anos (média: 32,5 + 3,3 anos) no grupo jovem e de 50 a 65 anos
(média: 56,8 £ 5,1 anos). Mulheres brancas e multiparas foram mais acometidas em ambos os
grupos. Histdria familiar para cancer de mama esteve presente em 20,3% das jovens e 20,8%
das idosas. Recidivas locorregionais ocorreram em 21 casos (19,4%) nas pacientes jovens e
em 17 casos (13,1%) nas pacientes idosas (p = > 0,05). Metdstases sist€émicas em 57 casos

(55,3%) no grupo jovem e em 51 casos (39,2%) no grupo pés-menopausa (p = 0,96).

Caracteristicas patologicas dos tumores e tratamentos

As caracteristicas patoldgicas e tratamentos instituidos as pacientes (quimioterapia,
radioterapia e hormonioterapia) estdo sumarizados na Tabela 2. Os tumores variaram de 1 a
10 cm de diametro (média: 4,9 cm) nas jovens e de 1 a 8 cm (média: 2,3cm) nas idosas
(p=<0,000). As pacientes jovens apresentaram linfonodos com metéstases ao estudo andtomo-
patolégico em 82 casos (77,4%) enquanto nas pacientes pés-menopausadas a freqiiéncia foi
de 76 casos (66,2%). A maioria das mulheres jovens, 55,3% (57/106 pacientes) apresentou
metéstases sistémicas durante o seguimento clinico, sendo 61,3% (49/57 pacientes) com
linfonodos positivos e 34,8% (8/57 pacientes) com linfonodos negativos. Nas mulheres acima
de 50 anos as metéstases sist€émicas ocorreram em 39,2% (51/130 pacientes) sendo 47,4%

(36/51 pacientes) com linfonodos positivos e 27,8% (15/51 pacientes) com linfonodos
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negativos. A diferenca em relagdo as metdstases sist€émicas nao foi estatisticamente

significativa (p =0,081, IC 95% 0,17 — 2,89).

Caracteristicas imuno-histoquimicas dos tumores

Os resultados das andlises imuno-histoquimicas foram obtidas em 102 casos no grupo jovem e
em 124 nas mulheres pds-menopausa e estdo sumarizadas na Tabela 4. Os carcinomas
mamarios mostraram fenotipo triplo-negativo em 32 casos (29,6%) do grupo jovem e em 26
casos (20%) do grupo das mulheres entre 50 e 65 anos (p = 0,034). Destes tumores, 50%
(16/32 casos) nas jovens e 38,4% (10/26 casos) nas idosas expressaram positividade para
citoqueratinas 5 ou 14, correspondendo aos tumores de fenétipo basal (p = 0,064). Houve co-
expressao das citoqueratinas 5 e 14 em oito casos de mulheres jovens e nove casos de
pacientes pés-menopausa. EGFR foi positivo em 18,8% dos tumores de fenétipo basal no
grupo jovem e em 50% dos tumores de mulheres pés-menopausa. A proteina pS3 foi positiva
em 43,8% dos tumores de fendtipo basal nas jovens e em 7,5% dos casos pds-menopausa. A
proteina p63 foi positiva em 25% dos tumores de fendtipo basal nas jovens e em 10% dos

casos nas mulheres pds- menopausa.

Seguimento e sobrevidas global e livre de doenca

A média de seguimento foi 53 meses (variacdo de 3 a 146 meses) para o grupo jovem e de 68
meses (variacdo de 2 a 169 meses) para o grupo das mulheres na pds-menopausa. As
metéstases sistémicas ocorreram em 55,3% casos em jovens e em 39,2% casos no grupo das
1dosas (p = 0,096). Metastases isoladas mais freqiientes ocorreram em 0Ssos no grupo jovem
(14,2% dos casos) e nos pulmdes entre mulheres pés-menopausa (10% dos casos). Obito

ocorreu em 38% dos casos (41/106) em jovens e em 33% (43/130) em idosas.
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A sobrevida global e livre de doenca em 5 anos foram, respectivamente, 63% e 39% para as
mulheres jovens e 75% e 67% para o grupo de mulheres pés-menopausadas (Figura 2). No
grupo com fendtipo triplo-negativo as sobrevidas global e livre de doenca em 5 anos foram de
52% e 31% para as jovens e 71% e 59% para as pacientes pés-menopausa(Figura 3).

A sobrevida global das pacientes com tumores de fendtipo basal foi de 57% e sobrevida livre
de doenga de 47% para as jovens. As pacientes pos-menopausa mostraram ambas as curvas de

sobrevida global e livre de doenga de 60% (Figura 4).

Discussao
Nosso estudo mostrou que os carcinomas mamarios que ocorrem em mulheres muito jovens
apresentam caracteristicas clinicas, patolégicas e imuno-histoquimicas desfavoraveis quando
comparadas com mulheres com idade entre 50 e 65 anos. Resultados com significado
estatistico foram observados em relagdo ao didmetro tumoral, estadiamento clinico avancado,
maior positividade dos linfonodos axilares, tumores pouco diferenciados, além da baixa
positividade para o receptor de estrogénio e alta positividade da proteina HER2. Nossos dados
sao semelhantes aos da literatura que também mostram que os tumores de mulheres jovens
A 1 . 58,11

apresentam freqiiéncia elevada para grau histolégico III variando de 49% a 76% ",
i o . 511,28 o 2,11,28
infonodos positivos variando de 38% a 68,6% , HER2 positivo 29,6% a 52% e

. e . 2,5,11,28
baixa positividade para receptor de estrogeno 52% a 71% .
O tipo histoldgico mais freqiiente em nossa amostra foi o carcinoma ductal invasor para
ambos os grupos. Apesar de estudos da literatura mostrarem que os carcinomas mamérios do
. f A A . 825,27
tipo medular ou medular atipico tém freqii€ncia elevada em mulheres jovens™ >27 em nossa

casuistica foi observado em apenas 1,9% dos casos de jovens e 0,8% de pacientes pds-

menopausa sem diferenca significativa estatisticamente.



69

Os tratamentos instituidos as nossas pacientes foram semelhantes aos empregados na
literatura e refletem a expressao dos marcadores moleculares preditivos de resposta
terapéutica avaliados nos tumores. Em nosso estudo verificamos que tumores de pacientes
jovens mostraram baixa positividade para os receptores de estrogé€nio e alta positividade para
proteina HER2. Nossos resultados sao semelhantes aos da literatura que evidenciam relagio
inversa significativa entre estes dois marcadores moleculares™'""*® Estudo mostrou taxas de
53,1% das pacientes acima de 50 anos recebendo quimioterapia, enquanto 76,5% das
pacientes muito jovens receberam o mesmo tratamento’.

A freqii€éncia dos tumores HER2 positivos observada em nossa casuistica no grupo jovem
(28,7%) foi maior que no grupo pds-menopausa (16,9%). No entanto, esta frequéncia foi
semelhante a estudo descrito para a populacdo em geral com cancer de mama . E possivel
que este marcador, isoladamente, possa ndo desempenhar papel substancial nas diferencas
evolutivas entre pacientes muito jovens e 0s tumores que ocorrem na maioria das mulheres.
N3ao observamos diferencas na imunoexpressao dos marcadores RP, p53, p63, EGFR e CK 5 e
14 entre os dois grupos analisados. Valores descritos na literatura sdo varidveis para estes
marcadores e nem todos foram direcionados especificamente, para mulheres jovens10’14.
Nossos resultados mostraram diferenca estatistica significativa nos tumores triplo-negativos
(29,6%) em mulheres muito jovens quando comparados a mulheres pds-menopausa (20%).
Na literatura a freqiiéncia de tumores triplo-negativos em mulheres de todas as idades € de
16,3%°. Ndo encontramos estudos que comparassem a frequéncia destes tumores em faixas
especificas como os de nosso estudo.

Observamos frequéncia de tumores de fendtipo basal dentre os tumores triplo-negativos em
50% nas mulheres muito jovens e 38,4% em mulheres entre 50 e 65 anos, sem diferenca

significativamente estatistica . Os tumores de fen6tipo basal, representam 7% a 19% dos
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carcinomas mamdrios invasores*'>, e 56% dentre os tumores triplo-negativos de todas as
faixas etdrias™.

Em relacdo a evolugao clinica das pacientes, nossos resultados corroboram os dados da
literatura mostrando que pacientes muito jovens (idade < 35 anos), apresentam doenca mais
avangada no momento do diagndstico e pior progndstico quando comparadas a mulheres com
idade superior, com curvas de sobrevida global e livre de doenga em cinco anos, que nao
ultrapassam 70% e 65%, respectivamente'~°.

Apesar das pacientes jovens em nossa casuistica terem recebido tratamentos mais agressivos
(quimioterapias adjuvante ou neoadjuvante e radioterapia) as mesmas apresentaram pior
sobrevida.

As sobrevidas global e livre de doenga observada em nossa casuistica foram de 63% e 39%
para as mulheres jovens e 75% e 67% para o grupo de mulheres pés-menopausa,
respectivamente. As curvas de sobrevidas global e livre de doenca foram piores para o grupo
das mulheres muito jovens tanto para os tumores em geral quanto entre os tumores triplo-
negativos e de fenotipo basal.

Nossos resultados estdo de acordo com a literatura e confirmam o pior progndstico do cancer

de mama em mulheres jovens mesmo quando abordado com tratamento mais agressivo, tanto

. . 28
local quanto sistemicamente .

Conclusao

Concluimos, através de andlise comparativa, que os carcinomas mamarios invasores de
mulheres muito jovens apresentam comportamento clinico, patolégico e perfil
imunofenotipico de maior agressividade bioldgica, cursando com pior progndstico € menores

sobrevidas global e livre de doenca, a despeito de receberem tratamentos mais agressivos.
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TABELA 1 - Anticorpos primarios, diluicoes, fabricantes e tipo de recuperacdo antigénica utilizados nas reacées

imuno-histoquimicas

Anticorpo Clone Diluigao Fabricante/Pais Recuperacao antigénica
RE 6F11 1:1.000 Novocastra, RU Panela elétrica a vapor/Citrato pH 6,0
RP PGr312 1:1.000 Novocastra, RU Panela elétrica a vapor /Citrato pH6,0
HER2 CB11 1: 80 Novocastra, RU N&o realizada
CK5 XM26 1: 100 Neomarkers, EUA Panela de pressao/Citrato pH6,0
CK 14 LLO02 1: 400 Biogenex, EUA Panela de pressao/Citrato pH6,0
EGFR 31G7 1: 200 Zymed, CA, EUA Digestao enzimatica
(proteinaseK)
p63 4A4 1:2.000 DAKO, EUA Banho-maria/ EDTA/TRIS pH9,0
p53 DO-7 1:2.000 DAKO, EUA Panela de pressao/Citrato pH6,0
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TABELA 2
Caracteristicas patologicas dos tumores e tratamentos das pacientes jovens (< 35 anos) e pés-menopausa (= 50 e 65

anos) com carcinomas mamarios

Caracteristica Jovens Pés-menopausa P IC

Média do tamanho

4.9 cm (1-10cm) 2,3cm (1-8cm) <0,000
tumoral
Estadiamento
clinico
I 4 (3,7%) 12 (9,2%) 1
1A 21 (19,4%) 35 (26,9%) 0.52 0,55 (0,15 - 1,94)
1IB 22 (20,4%) 35 (26,9%) 0.31 0,53 (0,15 - 1,85)
A 24 (22,2%) 12 (9,2%) 0.01 0,16 (0,04 - 0,62)
1B 20 (18,5%) 17 (13,1%) 0.05 0,28 (0,07 - 1,04)
e 8 (7,4%) 11 (8,5%) 0.28 0,45 (0,10 - 1,95)
\Y 7 (6,5%) 8 (6,2%) 0.20 0,38 (0,08 - 1,74)
Média linfonodos

19,7 (1-31) 22,14 (2-44) 0.06
dissecados
Linfonodos

) 24 (22,6%) 54 (41,5%) 0.001

negativos
Linfonodos
positivos
1-3 34 (32,1%) 37 (28,5%) 1
4-10 26 (24,5%) 17 (13,1%) 0.19 0,60 (0,28 - 1,30)
>10 22 (20,8%) 22 (24,6%) 0.82 0,91 (0,43 - 1,95)
Grau Histologico
1 5 (4,6%) 17 (13,1%) 1
2 48 (44,4%) 76 (58,5%) 0.19 0,49 (0,17 - 1,43
3 53 (49%) 37 (28,5%) 0.004 0,22 (0,07 - 0,66)
Tipo Histologico
CDI (SOE) 100 (94,3%) 124 (95,4%) 1
CLI 3 (2,8%) 3 (2,3%) 0.55 0,79 (0,10 - 6,09)
Carcinoma medular 2 (1,9%) 1 (0,8%) 0.42 0,39 (0,00 - 7,80)
Carcinoma

1(0,9%) 2 (1,5%) 0.58 1,59 (0,08 - 95,14)
micropapilar

Quimioterapia

Adjuvante 72 (66,7%) 77 (59,2%) 1
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Neoadjuvante
Ausente
Radioterapia
Adjuvante
Neoadjuvante
Ausente
Tamoxifeno
Com tratamento
Sem tratamento

Total

26 (24,1%)

8 (9,2%)

88 (81,5%)
4(3,7%)

14 (14,8%)

34 (31,5%)
63 (58,3%)

106 (100%)

16 (12,3%)

37 (28,5%)

101 (77,7%)
4 (3,1%)

25 (19,2%)

64 (49,2%)
61 (46,9%)

130 (100%)

0.001

0.56

0.37

0.01

0,57 (0,28 - 1,16)

3,46 (1,60 - 7,46)

1

0,87 (0,15 - 4,82)

1,36 (0,68 - 2,71)

1

0,51 (0,29 - 0,88)

Legenda: CDI = carcinoma ductal invasor; CLI = carcinoma lobular invasor; SOE = sem outra especificagao

TABELA 3. Caracteristicas imuno-histoquimicas de carcinomas de mama de pacientes jovens (< 35 anos) e pés-

menopausa (entre 50 e 65 anos)

Jovens Pés-menopausa
Marcador  Positivo Negativo Casos Positivo  Negativo Casos p IC (95%)
(%) (%) analisados (%) (%) Analisados

RE 53(49,1) 51 (47,2) 102 83(63,8) 40 (30,8) 123 0.01 0,50 (0,29 - 0,85)
RP 32(29,6) 72 (66,7) 102 41(31,5)  81(62,3) 122 0.64 0,87 (0,50 - 1,53)
HER2 31(28,7) 73 (67.6) 102 22(16,9) 101(77,7) 123 0.03 1,94 (1,04 - 3,63)
p53 40 (37) 60 (55,6) 94 53(40,8)  68(52,3) 121 0.56 0,85 (0,49 - 1,46)
p63 8(7,4) 96 (88,9) 102 6(4,6) 115(88,5) 121 0.39 1,59 (0,53 - 4,76)
CK5 27 (25) 77 (71,3) 102 21(16,2) 101(77,7) 122 0.11 1,68 (0,88 - 3,20)
CK14 9(8,3) 95 (88) 102 9(6,9) 112(86,2) 121 0.73 1,17 (0,44 - 3,08)
EGFR 7(6,5 97 (89,8) 102 10(7,7) 114(87,7) 124 0.70 0,82 (0,30 - 2,24)

Legenda: RE = receptor de estrogeno, RP = receptor de progesterona, CK = citoqueratina, HER2 = receptor de fator de

crescimento epidérmico 2, EGFR = receptor de fator de crescimento epidérmico 1
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10.1 — Caracteristicas clinicas

A média de seguimento foi 53 meses (variacdo de 3 a 146 meses) para o grupo jovem e de 68

meses (variacdo de 2 a 169 meses) para o grupo das mulheres na pds-menopausa. As

metastases sist€micas ocorreram em 55,3% casos nas jovens e 39,2% nas idosas (p = 0,96). O

local de metéstase isolada mais freqiiente foi o osso no grupo jovem 14,2% e o pulmao para

as mulheres pds-menopausa 10%. O 6bito ocorreu em 38% dos casos (41/106) nas jovens e

em 33% (43/130) nas idosas.

TABELA 2. Caracteristicas clinicas de pacientes muito jovens (< 35 anos) e pos-

menopausa (entre 50 e 65 anos) com carcinomas de mama

Caracteristicas
Média de idade
Raca

Brancas

Pardas

Negras

Outros
Paridade
Multiparas
Nuliparas

1 Filho
Historia
familiar para
cancer de
mama
Negativa
Parentes de 1°

grau

Jovens

32 anos (19 - 35)

75 (69.4%)
16 (14.8%)
7 (6.5%)
8 (9.3%)

55 (50.9%)
22 (20.4%)
21 (19.4%)

78 (72.2%)

9 (8.3%)

Pés-menopausa

56,8 anos (50 - 65)

94 (72,3%)

19 (14,6%)
11 (8,5%)
6 (4,6%)

100 (76,9%)
19 (14,6%)
3 (2,3%)

97 (74,6%)

17 (13,1%)

0.88
0.65
0.16

0.03
<0,001

0.34

IC 95%

1

0,94 (0,45 - 1,96)
1,25 (0,46 - 3,39)
0,47 (0,16 - 1,37)

1

0,47 (0,23 - 0,95)
0,07 (0,02 - 0,27)

1,51 (0,64 - 3,60)
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Parentes de 2°

13 (12%) 10 (7,7%) 0.28 0,61 (0,25 - 1,48)
grau
Recidivas
o 21 (19,4%) 17 (13,1%) 1

locorregionais
Metastases

. _ 57 (55,3%) 51 (39,2%) 0.96 1,01 (0,48 -2,12)
sistémicas
Total 106 (100%) 130 (100%)

10.2 — Seguimento e sobrevidas global e livre de doenca

A sobrevida global e livre de doenga em 5 anos foram, respectivamente, 63% e 39% para as

mulheres jovens e 75% e 67% para o grupo de mulheres pds-menopausadas (FIGURA 2).

No grupo com fenétipo triplo-negativo as sobrevidas global e livre de doenca em 5 anos

foram de 52% e 31% para as jovens e 71% e 59% para as idosas (FIGURA 3).

A sobrevida global dos tumores de fenétipo basal foi de 57% e sobrevida livre de doenga de
47% para as jovens enquanto, as pacientes idosas mostraram curvas de sobrevida global e

livre de doencga de 60% ambas (FIGURA 4).
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Figura 3 — Sobrevida global e livre de doenca das pacientes jovens e idosas com cincer de mama e tumores
triplo-negativos (probabilidade de sobrevida estimada pelo método de Kaplan-Meier). SG = sobrevida
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11 - CONSIDERACOES FINAIS

Nosso estudo comparou caracteristicas clinicas das pacientes e patoldgicas de carcinomas
mamarios definidos por idade das pacientes: muito jovens (pacientes com idade < 35 anos) e

de pacientes com idade entre 50 e 65 anos, onde a prevaléncia da doenga é maior.

Nossos resultados confirmam os dados de trabalhos descritos na literatura que mostram os
carcinomas mamadrios em mulheres muito jovens apresentando piores caracteristicas
patoldgicas e imunofenotipicas: tumores maiores, pouco diferenciados, detectados em
estadiamento clinico avancado, com maior nimero de linfonodos axilares positivos, baixa

positividade para receptor de estrogénio e superexpressao da proteina HER2.

A frequéncia dos tumores triplo-negativos foi maior no grupo das pacientes muito jovens
quando comparadas as mulheres pds-menopausa com diferenca significativa estatisticamente.
Entretanto, para os carcinomas de fendtipo basal esta diferenca ndo foi significativa
estatisticamente. Entretanto, sabemos que estes grupos tumorais tém caracteristicas

especificas em relacdo ao comportamento clinico, evolucao e opg¢ao terapéutica.

As curvas de sobrevidas global e livre de doenga foram piores para o grupo das pacientes
muito jovens tanto quando analisamos os dois grupos em geral, quanto quando comparamos
os tumores triplo-negativos e de fendtipo basal. Estudos tém comparado as curvas de
sobrevida em carcinomas mamarios de acordo com a idade mostrando que pacientes jovens
apresentam menores sobrevida global e livre de doengca quando comparados as mulheres na
pos-menopausa. Entretanto, ndo encontramos estudos analisando somente os tumores triplo-

negativos e de fen6tipo basal nestas faixas etdrias.

Apesar das diferentes estratégias terapéuticas empregadas para pacientes de alto e baixo riscos
incluidas no mesmo estudo, observamos pior prognéstico no grupo das pacientes muito

jovens.

Nossos dados de uma casuistica adequada de pacientes muito jovens mostram maior
frequéncia de tumores triplo-negativos e de fendétipo basal neste grupo etario. Apesar dos

tratamentos mais agressivos as pacientes apresentaram pior prognostico. Nossos dados
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confirmam a necessidade da descoberta de tratamentos mais especificos para pacientes com

tumores ndo responsivos a hormonioterapia e esquemas quimioterdpicos habituais.
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12 - CONCLUSOES

Os resultados de nosso trabalho nos permite concluir que:

1. Pacientes muito jovens exibem carcinomas mamdrios com caracteristicas clinicas e
patoldgicas associadas a pior progndstico quando comparadas com pacientes pos-
menopausa com valores significativos estatisticamente: tumores maiores, estagio clinico
mais avangado, mais linfonodos axilares acometidos por metdstases, maior frequéncia de

tumores de alto grau histologico.

2. Tumores de mulheres jovens foram mais, frequentemente, negativos para receptor de
estrogeno (p = 0,01) e positivos para HER2 (p = 0,03). Nao observamos diferengas
estatisticamente significativa na imunoexpressao do receptor de progesterona, pS3, p63,

EGFR e CK 5 e 14 entre os tumores dos dois grupos analisados.

3. A frequéncia dos tumores triplo-negativos e de fendtipo basal foi maior no grupo das
pacientes jovens havendo diferenca estatisticamente significativa somente entre os

tumores triplo-negativos (p = 0,034).

4. Houve relagdo entre a positividade para receptores hormonais e indicacdo de
hormonioterapia que foi significativamente mais empregada nas pacientes pds-menopausa
(p = 0,01). As pacientes mais jovens foram tratadas com maior freqii€ncia com

quimioterapia adjuvante ou neoadjuvante que as pacientes pés-menopausa (p = 0,001).

5. As curvas de sobrevida global e livre de doenga foram piores nas mulheres mais jovens,
com maior frequéncia de recidivas locorregionais e metdstases sist€émicas nesta faixa

etaria.
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ANEXO 1-A

Pareceres dos Comités de Etica

Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n2. ETIC 0457/06

Interessada: Profa. Helenice Gobbi
Departamento de Anatomia Patol6gica e Medicina Legal
Faculdade de Medicina-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP, aprovou no
dia 29 de novembro de 2008, o projeto de pesquisa intitulado
"Marcadores moleculares em céncer de mama em mulheres
jovens (idade de 35 anos): estudo comparativo em cancer de
mulheres pés-menopausa (idade > 50 anos)” bem como o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido do referido projeto.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP

um ano apés o inicio do projeto.

N

Profa. Dra. Maria Elena de Lima Perez Garcia
Presidente do COEP/UFMG

Av. Presidente Anténio Carlos, 6627, Unidade Administrativa JI— 2° andar sala: 2005 - 31.270-901— BH - MG
31)3499-4592 - FAX: (31) 3499-4027 - coep@prpg.ufing.br
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ANEXO 1-B
CEP/ACCG - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
ASSOCIACAO DE COMBATE AO CANCER EM GOIAS
PROTOCOLO CEPACCG N° 063/06 Goiania, 18/01/2007

INVESTIGADOR (A) RESPONSAVEL (IES): Dra. Mara Costa Dutra

TITULO: Marcadores moleculares em cancer de mama em mulheres
jovens (idade < 35 anos). Estudo comparativo com mulheres pés
menopausa (idade > 50 anos).

Area Tematica: Grupo llI
Local de Realizacdo: ACCG/Hospital Aradjo Jorge — Laboratério e
Arquivo

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa da ACCG analisou e
aprovou_ o projeto de Pesquisa acima referido, juntamente com os
documentos apresentados e os mesmos foram considerados em

acordo com os principios éticos vigentes.

Nao ha necessidade de aguardar o parecer da CONEP — Comissado
Nacional de Etica em Pesquisa para iniciar a pesquisa.

O Pesquisador responsavel devera encaminhar ao CEPACCG,
relatérios  trimestrais do andamenqt_q da pesquisa, encerramento,

P

conclusdo{bes) e publicagao(bes). .

f

DR. GERALDQ SILVA QUEIROZ
Coordenador do CEP/ACCG

Rua 239 #° 181- Setor Universitario — Goidnia - Goias CEP.74 605-070
Fone: (62) 3243-7050
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ANEXO 2 - REGISTRO DE PACIENTES, AVALIACAO HISTOLOGICA (HE) E

IMUNO-HISTOQUIMICA

IPROTOCOLO DE PESQUISA - REGISTRO DE PACIENTES]

NOME:

REGISTRO:

NUMERO DA BIOPSIA :

ANO:

EXAME IMUNOISTOQUIMICO (IIQ): ANO:

PROCEDENCIA: 1- Hospital Aradjo Jorge/Goidnia; 2- HC/UFMG:; 3- Hospital do Cincer
A.C. Camargo/Sao Paulo

I - CLINICA

Idade: nimero inteiro (se ndo tiver, deixar em branco)
Cor: 1- branca; 2- parda; 3- negra; 4- nao consta
Historia familiar (Hfam):
1- Ca de mama em parente de 1° grau: mae, irma (la = 1parente; 1b =2 ou mais parentes)
2- Cade mama em parente de 2° grau: tia, prima
3- Negativa
4- Nao consta

IT - TRATAMENTO

Quimioterapia:
1. Adjuvante
2. Negativa
3. Neoadjuvante
4. Nao consta

Radioterapia:
1. Adjuvante
2. Negativa
3. Neoadjuvante
4. Nao consta

Tamoxifeno
1. Sim
2. Nao
3. Nao consta

Terapia de reposicao hormonal
1. Sim

2. Nao
3. Nao consta
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III -ESTUDO ANATOMO-PATOLOGICO

Tipo do espécime:
1- Bidpsia
2- Tumorectomia
3- Setorectomia/Quadrantectomia
4- Mamaplastia
5- Mastectomia simples
6- Mastectomia com esvaziamento axilar
7- Setorectomia/Quadrantectomia com esvaziamento axilar
8- Imuno-histoquimica p/ marcadores progndsticos
9- Outros

Lateralidade:
1- Unilateral
2- Bilateral
3- Nado consta

Quadrante: informar com letras (QSE; QSI; QIE; QII)

Lateralidade da bi6psia (LatBIO):
1- Direita
2- Esquerda
3- Nao consta

Estadiamento anatomo-patolégico (TNM):
1- 0;2-1; 3-1IA; 4-1IB; 5-IIIA; 6-IIIB; 7- IIIC; 8-IV 9- sem informes

pT: Tx (tumor ndo disponivel)  TO (sem evidéncia de tumor) T1 (<2cm) T2 (>2-5cm)
T3(>5cm) T4 Invasdo da parede tordcica/pele

pN: Nx- Linfonodos regionais ndo avaliados

No- Auséncia de metdstases ao exame histolégico de rotina (HE)

N1- Metastases em 1 a 3 linfonodos axilares e/ou nos linfonodos da cadeia mamaria interna
pela bidpsia de linfonodo sentinela, mas nao detectavel clinicamente.

N2- Metatases em 4 a 9 linfonodos ou em linfonodos da cadeia mamaria interna clinicamente
aparente, na auséncia de metdstase axilar.

N3- Metastases em 10 ou + linfonodos axilares, ou linf. infraclaviculares, ou em linf.
supraclavicular ipsilateral.

pM Metdstases a distancia
Mx- ndo avaliavel

MO- ausente

MI1- Metastase a distancia

Numero de linfonodos dissecados: valor

Numero de linfonodos positivos: valor



96

Tipo histologico geral ao diagnéstico inicial e apés revisao histolégica (TipoHi e r):
1-Carcinoma ductal invasor (CDI) SOE: mais de 60% a 75% do tumor apresenta tipo nao
especial

2- Tipo especial puro: mais de 90% do tumor apresenta tipo especial. Especificar

3- Tipo especial variante: 75% a 90% do tumor apresenta tipo especial. Especificar

Subtipo histolégico: Especificar

Formacao tubular ao diagnéstico inicial e apds revisao histologica (Ftubi e Ftubr ) :
1- 1 ( mais de 75% do tumor)
2- 2 (de25% a75% do tumor)
3- 3 ( menos de 25% do tumor)

Grau nuclear (GNi e r):
1- 1 (discreto pleomorfismo nuclear)
2- 2 ( moderado)
3- 3 (acentuado)

Indice mitético (IMier):
1- 1 (0 a 6 figuras de mitose por 10 HPF)
2- 2 (7 a 12 figuras de mitose por 10 HPF)
3- 3 (mais de 12 figuras de mitose por 10 HPF)

Grau histologico (GH i e r):
1- GI (Bem diferenciado)
2- GII (Moderadamente diferenciado)
3- GIII (Pouco diferenciado)
4- Nao se aplica

IV- ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

Receptor de estrogeno (RE) inicial (i) e apés repeticao da reacao imuno-histoquimica:
1- Positivo
2- Negativo
3- Nao consta

Receptor de progesterona (RP) inicial (i) e apds repeticio:
1- Positivo
2- Negativo
3- Naio consta

HER?2 (c-erb-B2/neu) inicial (i) e apds repeticao:

1- Positivo

2- Negativo

3- Nido consta
EGFR:

1- Positivo

2- Negativo



CK5:
1- Positivo
2- Negativo
CK 14:
1- Positivo
2- Negativo
p63:
1- Positivo
2- Negativo
p53 inicial (i) e apés repeticao:
1- Positivo
2- Negativo

3- Nao consta

V- SEGUIMENTO CLINICO

Follow-up (FUP):
1- Viva sem evidéncia da doenga
2- Obito pela doenca
3- Viva sem doencga
4- Perda de follow-up

Tempo de follow-up (TEMPFUP): nimero de meses
Recidiva da doenca (REC):

1- Presenca de recidiva

2- Auséncia de recidiva

3- Naio consta
Local (is) da recidiva: Especificar

Sobrevida global (SG): nimero de meses

Sobrevida livre de doenca (SLD): nimero de meses
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IPROTOCOLO DE PESQUISA

NOME: BIOPSIA: ANO:

Sexo: Idade: Cor:

RG: 11Q: Ano:

Procedéncia: Tipo de espécime:
Lateralidade:

Quadrante: LatBIO: Data do diagnéstico inicial:

Data da tdltima visita/ébito:

Hfam: Tipos de TTO:

TipoHi: TipoHr:

Subtipo histologico:

Ftubi: Ftubr: GNi: GNr: IMi: IMr: GHi: GHr:
Tamanho do tumor (T):

LN: Linfonodo sentinela:

Estadiamento (TNM):

Follow-up (FUP):

Tempo de follow-up (TEMPFUP):

Recorréncias (local ou a distancia):

REi: RE: RPi: RP: HER2i: HER2:

p53i: p53: CKS: CKl4:  EGFR: p63:



929

ANEXO 3 - PROTOCOLO PARA REACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

Protocolo Imunoistoquimico do Polimero Nao Biotinilado (Novolink Max Polymer,

Novocastra, UK)

Desparafinizacao:
1) Imergir as laminas em xilol - 3 banhos em xilol (5 minutos cada)
2) Imergir as laminas em dlcool - 4 banhos (mergulhar 10X)

3) Lavagem por 5 minutos em dgua corrente

Reativacao antigénica: conforme o anticorpo primario
4) Recuperacdo antigénica na Pascal (Camara de Pressdo): em solucdo Citrato pH 6,0 a
125° C (30 segundos apds atingir 125°C)
5) Recuperagdo antigénica com digestdo enzimética: mergulhar as laminas em solucdo de
proteinase k da Dako (dilui¢@o 1:20 em tris pH 7,5) e deixar por 7 minutos
6) Deixar as laminas resfriando em temperatura ambiente por 20 a 30 minutos

7) Depois de frias, lavagem em dgua corrente por 5 minutos

Bloqueio da peroxidase endégena:
8) Imergir as laminas em Per6xido de Hidrogénio (10 volumes) durante 5 minutos

9) Lavagem em tampao PBS: 3 banhos, com dura¢do de 5 minutos cada

Bloqueio de proteinas:
10) Pingar o Bloqueador de Proteinas e deixar por 20 minutos

11) Lavagem em PBS: 3 banhos, com duragdo de 5 minutos cada

Anticorpo primario:
12) Incubagao com o anticorpo primério por 2 horas

13) Lavagem em PBS

Bloqueador pés-primario:
14) Incubacao com Bloquador pds-primério por 30 minutos

15) Lavagem em PBS
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Aplicacao do polimero:
16) Incubacao com NovoLink Polymer (NovoLink Max Polymer, Novocastra,UK) por 30
minutos

17) Lavagem em PBS

Revelacao da reacao:
18) Revelagao da reagdo com cromégeno diaminobenzidina (DAB): 5 minutos(Kit Liquid
DAB + Substrate Chromogen System; DakoCytomation, Carpinteria, Califérnia)

19) Lavagem em éagua corrente

Contracoloracao:
20) Contracoloracdo com Hematoxilina de Harris por 2 minutos

21)Lavagem em agua corrente por 5 minutos

Desidratacao, diafanizacao e montagem:
22) Imergir as 1aminas em dlcool absoluto: 3 minutos em cada cuba
23) Imergir as 1aminas em xilol: 10X em cada uma das 2 cubas

24) Manter as laminas na 2* cuba de xilol enquanto se realiza a montagem com laminula e

Enthelan®.
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ANEXO 4 - PRODUCOES CIENTIFICAS RELACIONADAS A TESE

Tema livre apresentado como poster no XIV Congresso Brasileiro de Mastologia

DUTRA MC, ANDRADE VP, SOARES FA, DE PAULA EC, REZENDE MA, GOBBI H.
Carcinomas mamadrios em mulheres jovens (< 35 anos): caracteristicas clinicas e anatomo-
patoldgicas. XIV Congresso Brasileiro de Mastologia Fortaleza — Ceard 17 de outubro de

2007.

Tema livre apresentado como poster em Encontro de Pés — Graduacao

DUTRA MC, ANDRADE VP, SOARES FA, DE PAULA EC, REZENDE MA, GOBBI H.
Carcinomas mamadrios em mulheres jovens (< 35 anos): caracteristicas clinicas e anatomo-
patoldgicas. I Encontro de P6s-Graduacao em Patologia da UFMG, Belo Horizonte, 17 e 18
de abril de 2008.

Tema livre selecionado para apresentacio oral

DUTRA MC, ANDRADE VP, SOARES FA, DE PAULA EC, REZENDE MA, GOBBI H.
Carcinomas mamadrios em mulheres jovens (< 35 anos): caracteristicas clinicas e anatomo-
patoldgicas. 34* Jornada Goiana de Ginecologia e Obstetricia / II Simpdsio Internacional de

Ginecologia e Obstetricia de Goids — Goiania — 18 a 21 de junho de 2008.
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Artigo enviado para submissao em periédico indexado
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