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RESUMO

Stiepcich MMA. Perfil de citoceratinas e sua relagdo com diferenciacao,
e fatores clinico-morfol6gicos em carcinomas ductais SOE de mama
estudados em “array de tecido” (tissue microarray — TMA). S&do Paulo;

2007. [Tese de Doutorado-Fundagao Antonio Prudente]

Com o desenvolvimento de novas técnicas de avaliagdo dos perfis de
expressao génica (PEG) foram identificados subgrupos de risco diferenciado
de carcinomas mamarios. No entanto, as diferencas nos PEG nao se
traduzem em caracteristicas morfolégicas que possam ser prontamente
identificadas no exame anatomopatolégico rotineiro. Em casos com mesmo
estadio clinico e com graduagdo histolégica semelhante, a decisdo da
melhor conduta terapéutica pode ser bastante dificil e, apesar do diagndstico
precoce, muitos casos tém evolucdo clinica desfavoravel. Reacbes de
imunoistoquimica (11Q) com marcadores baseados nos PEG demonstraram
que 0s grupos mais relevantes sdo o0s carcinomas que expressam
receptores hormonais (RH), os que apresentam expressdo aumentada da
proteina HER2 e os basaldides. Este ultimo grupo caracteriza-se pela
negatividade para RH e HER2, e por expressar uma ou mais das
citoceratinas (CKs) tipicas das camadas basais do epitélio ductal mamario
(CKs 5,6, CK14 e CK17). A maioria dos estudos da literatura tem avaliado o
perfil de expressdo das CKs em grupos heterogéneos de tumores mamarios
diluindo, assim, o significado mais preciso dos resultados. Por este motivo, o
objetivo pricipal do presente trabalho foi verificar numa amostra exclusiva de
1.167 casos de carcinomas ductais invasivos (CDI), com acompanhamento
clinico médio de 62 meses, a associacdo da revisdo padronizada das
caracteristicas clinico-morfolégicas e dos perfis de expressdo 1IQ de 15
marcadores prognosticos e preditivos, otimizando as reacgbes através da
técnica de TMA. Os marcadores utilizados foram as CKs 5,6; 8; 13; 14; 17;
18; RH (estrogeno e progesterona); HER2; EGFR; p53; p63; Ki-67;

psoriasina e ezrina. As pacientes foram separadas em dois grupos segundo



os estadios clinicos (EC): doenca localizada (EC | e Il) e doenca avancada
(EC 1l e IV) RESULTADOS: No total destes 1.167 casos de CDlI,
observamos significancia estatistica (P < 0,05) de diversas variaveis clinicas
e morfolégicas para a sobrevida global em 5 anos nas analises univariadas
dos casos de ambos os grupos (indice mitético, graus histolégico, nuclear e
extensdo da necrose). No grupo de doenga avangada, houve significancia da
presenca de componente in situ associado ao invasivo, do status nodal e da
intensidade do infiltrado inflamatdrio peritumoral. Quanto aos perfis 11Q,
foram significativos a expressdo de RH, expressdao de HER2, e o perfil
basaldide. Na analise univariada para o grupo de doenca avangada, a
expressdo de ezrina foi significativa (P 0,023). CONCLUSAO: A reviséo
padronizada das variaveis clinico-morfolégicas fornece importantes
subsidios para a decisdo da melhor conduta terapéutica nos casos de CDI.
Verificamos que os subgrupos IIQ basaldide e HER2 positivos apresentam a
pior evolugao clinica nos grupos total e doenga avangada (EC Ill e IV) da
amostra, com relevancia prognéstica (P < 0,05). No grupo de doencga
localizada, o subgrupo HER2 positivo tem o pior progndstico. A analise 11Q
com as CKs basais complementa os critérios de decisdo de conduta
terapéutica e a associagdo de novos marcadores podera adicionar
informagdes relevantes aos fatores preditivos e progndsticos ja

estabelecidos na pratica oncoldgica.



SUMMARY

Stiepcich MMA. [Cytokeratin profile: relation with differentiation, clinical
and morphological features in invasive ductal carcinomas of the breast
using tissue microarrays]. Sado Paulo; 2007. [Tese de Doutorado-

Fundacao Anténio Prudente]

Through development of new techniques of gene expression profiling (GEP)
diverse risk subgroups of breast carcinomas were identified. However, the
differences within GEP do not convert into readily identifiable morphological
characteristics in routine histological examination. In cases with the same
clinical stage and similar histological graduation it may be difficult to reach
optimal therapeutic decisions. Even in case of early diagnosis, many cases
have unfavorable clinical outcome. Immunohistochemical stains (IHC) with
biomarkers based on GEP findings showed that the most relevant groups are
the hormone receptor (HR) expressing, the HER2 overexpressing and the
basal-like carcinomas. This later group is typically HR — and HER2 — (ie not
amplified) and shows expression of one or more basal cytokeratins (CKs) of
the mammary ductal epithelium (CKs 5,6; 14 and 17). Most studies have
been analyzing the CK profile in heterogeneous groups of mammary tumors,
thus, diluting a more precise significance of the results. Before this
background, the main objective of this study was to verify in a group of 1.167
cases of ductal invasive carcinomas (IDC) exclusively, with medium clinical
follow up of 62 months, the association of standardized revision of the clinical
and morphological characteristics and the IHC profile of 15 prognostic and
predictive markers, optimizing the technical reactions applying the tissue
microarray technique. The markers utilized were CK 5,6; 8; 13; 14; 17; 18;
HR (estrogen and progesterone), HER2, EGFR; p53; p63; Ki-67; psoriasin
and ezrin. The patients were divided in two groups, according to the clinical
staging (CS): localized disease (CS | and IlI) and advanced disease (CS Il
and IV). RESULTS: The five year overall survival analyses of these 1.167



IDC cases showed statistical significant results (P < 0,05) of some clinical
and morphological variables for both groups of patients (mitotic index,
histological and nuclear grades, necrosis extension). Within the advanced
disease group significance of the in situ associated with the invasive
component, the nodal status and the intensity of the inflammatory peritumoral
infiltrate was observed. Regarding the IHC profiles, the HR expressing, the
HER2 overexpressing and the basal-like were significant. Ezrin showed
significance on the univariable analysis for the advanced disease group (P =
0,023). CONCLUSION: The standardized revision of the clinical and
morphological variables provides important information for the clinical
decision making in IDC patients. We verified that the IHC basal-like subgroup
shows the worst clinical outcome in the whole group (clinical stages | — IV) of
cases and in the group of advanced disease (clinical stages Il and IV) of this
study (P < 0,05). In the group of localized disease, the subgroup HER2-
positive had the worst prognosis. The IHC analysis with the basal CKs
provides important aditional inputs for the clinical decision making. The
association of new markers may add relevant information to the established

predictive and prognostic factors of the clinical oncology practice.
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1  INTRODUCAO

O cancer de mama é uma doencga heterogénea tanto do ponto de
vista clinico quanto biolégico. Com o diagndstico em estadios mais precoces,
um dos indicadores progndsticos mais significativos, o status nodal, por ser
negativo, nao auxilia na discriminagao das pacientes dos grupos de maior ou
menor risco de progressao da doenga.

A despeito dos enormes avangos nas pesquisas, ha importantes

questdes que ainda nao puderam ser resolvidas de forma objetiva e

confiavel:

1. determinar a real agressividade de um tumor maligno localizado;

2. definir a probabilidade de evolugao clinica desfavoravel;

3. analisar de forma completa e integrada as propriedades relevantes

das células neoplasicas, de forma a permitir tratamentos especificos e

individualizados.

As dificuldades para resolver essas questdes decorrem do grande
numero de combinagdes de defeitos genéticos cumulativos que ocorrem na
progressao maligna, e resultam numa ampla diversidade fenotipica e
bioldgica das neoplasias malignas.

Existem varios fatores que influenciam a regulacdo do
desenvolvimento normal, da carcinogénese e da progressdo do cancer de
mama, sendo os hormdnios alguns dos principais (DICKSON e LIPPMAN

2001). Os horménios com papel mais bem estudado e definido sdo os



esteroides endocrinos, peptideos e outras moléculas produzidas pelos

ovarios, hipofise, pancreas enddcrino, tirdide e cortex adrenal (Quadro 1).

Quadro 1 - Hormdnios que regulam o crescimento da mama

Pré-puberdade ?77?

Puberdade Estrégeno, horménio do crescimento, IGF-I

Gestacao Estrégeno, progesterona, insulina, horménio do crescimento,
e lactacao hormdnio tiroidiano, IGF-I, prolactina, hidrocortisona

Cancer Estrégeno, progesterona, insulina, IGF-I

IGF-I: Insulin growth factor - |
Fonte: Adaptado de MENDELSOHN (2001)

Esses hormdnios atuam através de receptores nucleares ou na
superficie celular, e regulam a transcricao de grupos especificos de genes.
Adicionalmente, tecidos mamarios normais e malignos sao capazes de
produzir substancias similares aos hormoénios em suas proéprias células, que
agem localmente (hormdnios paracrinos), modulando a fungao das células
epiteliais, estromais ou vasculares / endoteliais adjacentes.

Por sua vez, as células tumorais sdo capazes de produzir substancias
que agem como hormdnios autécrinos, regulando a transcricdo de genes
através da agao em receptores de sua propria superficie. Dentre os fatores
autdcrinos podem ser citados os fatores de crescimento polipeptidicos, as
prostaglandinas, acidos graxos e gases soluveis (6xido nitrico, por exemplo).
Os fatores de crescimento polipeptidicos agem primariamente nos

receptores da superficie celular, promovendo a transdugao de sinais para o



nucleo através da fosforilagdo de proteino-quinases, dentre outros
mecanismos de ativagao. (DICKSON e LIPPMAN 2001).

Presume-se que no “microambiente” do parénquima mamario, os trés
principais grupos de células — epiteliais, mioepiteliais basais e estromais —
utilizam os fatores paracrinos em suas interagdes. Os mecanismos
autécrinos também devem desempenhar um papel importante,
principalmente nas células epiteliais.

O tecido glandular mamario desenvolve-se a partir da interagdo do
epitélio rudimentar na papila mamaria com o tecido adiposo subjacente na
fase pré-pubere. A penetracdo inicial dos ductos no tecido fibro-adiposo
depende de fatores indutivos locais ainda pouco conhecidos e
compreendidos. O alongamento e a ramificagdo dos ductos ocorrem na
puberdade, sob estimulos positivos do estrégeno, progesterona e hormdnio
de crescimento hipofisario, ou de seu mediador local, o fator de crescimento
IGF-lI (insuline-like growth factor-I). A finalizagdo do processo de
diferenciagdo ocorre durante a gestagcdo, com o desenvolvimento Iébulo-
alveolar, sob a influéncia de varios hormdnios: prolactina, horménio do
crescimento, insulina, glicocorticoides, estrogeno e progesterona (DICKSON
e LIPPMAN 2001).

Durante a puberdade, o crescimento decorrente da estimulacdo pelo
estrégeno e progesterona depende da expansdo de uma populagcéo de
células de reserva que facilita a ‘invasdao’ do tecido fibro-adiposo e as
ramificacoes terminais da rede de ductos. Essas células multipotentes de

reserva tém caracteristicas morfolégicas particulares, ficando dispostas na



camada basal das unidades ducto-lobulares mamarias. O estroma adjacente
certamente desempenha papel crucial no desenvolvimento normal da mama
bem como na carcinogése, através de interagdo com as células basais das
unidades ducto-lobulares e com a membrana basal (DICKSON e LIPPMAN
2001).

Uma caracteristica fundamental da diferenciacdo mamaria é a
formacdo da membrana basal, sintetizada e disposta na interface do epitélio
das unidades ducto-lobulares e o estroma subjacente (STREULI et al. 1991).
Seus constituintes primarios séo o colageno tipo IV, laminina, fibronectina e
heparan-sulfato-proteoglicans. As células mioepiteliais basais possuem altos
niveis de colagenase tipo IV, com provavel participacdo critica nos
processos de renovagdao da membrana basal e remodelagdo das glandulas
(MONTEAGUDO et al. 1990).

O cancer é resultado de um processo complexo que envolve o
descontrole e o desequilibrio da acado de fatores que promovem a
sobrevivéncia das células, ativagdo de oncogenes, inativagdo ou perda de
genes supressores de tumores, com participagcéao dos fatores hereditarios e a
exposicao a fatores promotores da carcinogénese. Na mama, caracteriza-se
pela proliferagdo descontrolada e desregulada das células epiteliais, pelo
desaparecimento das células mioepiteliais, alteragdes nos padroes de morte
celular programada (apoptose) e, algumas vezes, pela perda de certas
caracteristicas epiteliais, denominada como transicio epitélio-mesenquimal
(EMT). A transicao epitélio-mesenquimal, definida como a ocorréncia de

numero variavel de células epiteliais (tumorais) que passam a expressar



marcadores mesenquimais, tais como vimentina, tenascina e estromelisina,
foi originalmente descrita como um processo normal do desenvolvimento
(HAY 1995). Posteriormente, foi usada para explicar a conversao
mesenquimal de alguns grupos de células epiteliais em cultura. No cancer, a
EMT indica um comportamento mais agressivo das células tumorais, e esta
presente em cerca de 18% dos carcinomas mamarios (DANDACHI et al.
2001; JONES et al. 2001; SORLIE et al. 2001; LEE JM et al. 2006).

Ocorrem também instabilidades gendmicas (mutagdes, delegdes,
amplificagbes e rearranjos cromossOmicos), com perda global da
organizacao tecidual normal e, eventualmente, metastases.

A estabilidade genémica é mantida por diversos componentes
moleculares de diferentes vias do metabolismo celular que tém papel
primordial na supressao do cancer. Mutacées herdadas nos membros das 4
principais vias de controle do reparo a danos ao DNA celular — BRCA1,
TP53 (p53), chk2 e ATM — provocam um aumento na suscetibilidade ao
cancer de mama nas mulheres portadoras dessas mutagdes, sendo as
mutacdes do gene P53 as mais freqlentes nos carcinomas esporadicos da
mama.

Logo apods estimulos mitogénicos observa-se indugdo dos proto-
oncogenes c-fos, c-myc, c-myb e c-jun. Existem inumeras evidéncias que
suportam as hipéteses causais de ligagao de sua indugdo com 0s processos
proliferativos. Alguns desses genes sao induzidos pelo estrogeno e
progesterona no cancer de mama (LEROY et al. 1991; MURPHY 1991; VAN

DER BURG et al. 1991; CHIAPPETTA et al. 1992).



Os proto-oncogenes nucleares sinalizam multiplas vias intracelulares
que estimulam o crescimento epitelial por ativacdo esteroidal direta, através
da proteina MAP-kinase (mitogen-activated protein), induzida pelos fatores
de crescimento, da fosfolipase C-PKC ou da via JAK-STAT (Janus kinase-
signal transducer and activator of transcription).

Apods estimulos proliferativos exercidos através do EGFR (epidermal
growth factor), FGFR (fibroblast growth factor) e dos receptores de insulina,
a ativagdo mais importante € a da via da MAP-kinase. Ocorre a auto-
fosforilagdo dos receptores da superficie que desencadeia uma cascata de
interacdes das vias de transducido dos sinais de ativacao, culminando na
liberac&o do ciclo celular e na proliferagao das células.

A expressao de algumas oncoproteinas (ex: c-fos, c-ras) parece
desregular os genes que codificam as citoceratinas (CKs, do inglés
‘cytokeratins’) e proteinas associadas (JOOSS e MULLER 1995), e essas
alteracbes em seu perfil de expressdo parecem ocorrer precocemente na
transformacao neoplasica (TRASK et al. 1990; PAINE et al. 1992; FRANZEN
et al. 1996).

Nas células transformadas, as alteracbes na composicdo das
citoceratinas do citoesqueleto interferem no controle do ciclo celular,
favorecendo a proliferacdo, conferindo as células neoplasicas maior
plasticidade e maleabilidade, aumentando sua capacidade de invasao da
membrana basal e estroma adjacente, de penetragao na parede dos vasos e

de geragao de metastases a distancia.



O citoesqueleto, uma rede complexa de fibras citoplasmaticas, com
propriedades estruturais intrinsecas de auto-organizacédo e reagao a
estimulos externos que lhe conferem caracteristicas muito peculiares e
versateis, € critico para a mobilidade celular, sustentacdo da membrana
celular, formacao de vias de transporte de organelas e outros elementos
através do citossol, sofrendo constantes rearranjos que podem produzir

movimentos celulares (ALBERTS et al. 2002; LODISH et al. 2000).

Micrografia de celula animal

NUCIED

Rederde
flamentos
intermedianos

Fonte: adaptado de DAVIDSON (2007)
Figura 1 - Rede de filamentos intermediarios (citoceratinas) em célula

animal.



Os filamentos intermediarios (FI) formam uma rede citoplasmatica
densa que se estende do nucleo até a membrana plasmatica, com funcao
primaria estrutural, participando da organizagao topoldgica dos tecidos, em
conjunto com os microtubulos. Os elementos do citoesqueleto interagem
com as forgcas mecanicas externas exercidas sobre a superficie das células,
absorvendo parte dos impactos e transformando sua estrutura molecular,
acionando vias de sinalizacao intracelulares que promovem a adaptacao das
células aos agentes externos. Conforme a duragao, natureza e intensidade
desses agentes externos, as células podem sofrer alteragbes de maior ou
menor intensidade, transformando algumas de suas caracteristicas a fim de
aumentar sua resisténcia e manter sua estabilidade frente as agressoes.
Ainda néo séo conhecidos todos os mecanismos dessa complexa rede de
sinalizagdes intra, extra e intercelulares que afetam a organizagdo do
citoesqueleto, as funcdes metabdlicas e a multiplicacao celular.

Sob microscopia eletrénica, o citoesqueleto apresenta-se como uma
densa trama randdbmica de fibras citossolicas divididas em: [1]
microfilamentos, com 7-9 nm de didametro; [2] filamentos intermediarios (Fl),
com 10 nm de didmetro; e [3] microtubulos, com 24 nm de didmetro.

Ha cinco classes de Fl, cuja expressao € caracteristica de certos
tecidos ou tipos celulares (Quadro 2).

As ceratinas acidas (tipo 1) e basicas (tipo Il) sdo tipicamente
expressas nas células epiteliais e constituem a classe mais ampla e variada
de Fl, com numerosas isoformas divididas em dois grupos. Cerca de 10

ceratinas sao especificas dos epitélios mais resistentes, tais como unhas,



cabelos e pélos. Outras 20 ceratinas, chamadas de citoceratinas (CKs), sao
geralmente encontradas nos epitélios que revestem as cavidades internas
do organismo. Seus pesos moleculares variam de 40 a 68 kD. Doze delas
formam a classe de CK acidas e oito moléculas compdem a classe das CKs
basicas. Essas duas classes de CKs sao constituidas por um grupo
complexo de polipeptidios que formam heterodimeros, agrupados em
filamentos heteropoliméricos de ceratina, onde a CK basica tem maior peso

molecular (MOLL 1992).
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Quadro 2 - Proteinas dos filamentos intermediarios (FI) em mamiferos.

Fl PM (107 Tecido
Tipola
Ceratinas acidas 40-57 Epitélios
Tipo lIb
Ceratinas basicas 53-67 Epitélios
Tipo Il
Vimentina 57 Mesénquima
Desmina 53 Musculo
Proteina acidica fibrilar 50 Células gliais e astrécitos
glial
Periferina 57 Neurdnios centrais e periféricos
Tipo IVc
NF-L 62 Neurdnios maduros
NF-M 102 Neurbnios maduros
NF-H 110 Neurdnios maduros
Internexina 66 Sistema nervoso central em desenvolvimento
Tipo V “nonstandard”
Filensina 83 Fibroblastos do cristalino
Faquinina 45 Fibroblastos do cristalino
Tipo V
Lamina A 70 Nucleos de todas as células
Lamina B 67 Nucleos de todas as células
Lamina C 67 Nucleos de todas as células

* Pode haver variacdes espécie-dependentes

a /b Ha mais de 15 isoformas de ceratinas acidas e basicas conhecidas

¢ NF = neurofilamento; L, M e H = low, medium e high (baixo, médio e alto) peso molecular
(PM)

Fonte: Adaptado de LODISH et al. (2000).

A composicdo das CKs é produto especifico do tipo de epitélio e do
grau de diferenciagao celular. Cada tipo de epitélio apresenta um padrao de
expressao particular de citoceratinas, com uma combinagéo caracteristica de

CKs dos tipos | e II. O epitélio do ducto mamario é complexo, constituido por
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uma camada de células mioepiteliais basais e numero variavel de camadas
de células epiteliais luminais. As células mioepiteliais basais expressam CK
5, CK 14 e CK 17, enquanto as células luminais expressam CKs proprias
dos epitélios simples, tais como CK 8, CK 18, CK19e CK 7.

Os carcinomas geralmente expressam o padrdo de CKs que, ao
menos parcialmente, representa as células de origem; entretanto, alguns
tumores apresentam expressao anémala de CKs. Nos carcinomas de mama
as CKs expressas sao geralmente aquelas do epitélio luminal, mas a
expressdo de CK de padrdao mioepitelial (ou basal) indica dediferenciagao
tumoral, correlacionando-se com comportamento biolégico mais agressivo.
PEROU et al. 2000; SORLIE et al. 2001; VAN DE RIJN et al. 2002; NIELSEN
et al. 2004; ABD EL-REHIM et al. 2005; FAN et al. 2006)

O perfil de expressdo de citoceratinas e outros filamentos
intermediarios tem aplicagdo pratica diaria na diferenciagdo de tumores
metastaticos de origem desconhecida. Atualmente, muitos trabalhos na
literatura tém dedicado atencdo a expressao dos marcadores epiteliais e sua
correlagdo com fatores prognosticos bem estabelecidos. Foram
demonstradas grandes superposi¢cdes dos padroes de expressao génica em
linhagens de células de cancer de mama, em canceres mamarios € no
parénquima mamario normal (ROSS et al. 2000; SORLIE et al. 2001;
NIELSEN et al. 2004; ABD EL-REHIM et al. 2005; FAN et al. 2006).
Entretanto, ainda é necessaria uma maior compreensao dos mecanismos

através dos quais as diferengcas na expressdo génica atuam nas vias de
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sinalizagdo molecular, levando a padrbes diversos de expressao de
citoceratinas nos tecidos mamarios normal e neoplasico.

O estudo de grupos amplos de pacientes com longo
acompanhamento clinico e estratificados segundo seu estadiamento pode
facilitar a aplicagao dos achados de expressao génica e sua correlagdo com
a evolugao clinica, na tentativa de se definir marcadores relevantes do
comportamento biolégico dos tumores. Este € o escopo principal deste
nosso estudo.

O grau de diferenciacdo € uma caracteristica histolégica fundamental,
com significado progndstico na maioria das neoplasias malignas, e deve ser
documentado nos laudos histopatolégicos em tumores de todos os sitios
primarios. O carcinoma ductal € o tumor mais comum da mama. Um dos
fatores mais importantes na determinagcao de seu comportamento clinico é o
grau histolégico.

O estudo das correlagcbes da expressao de CKs e outros Fl com o
grau de diferenciagao, complementado pela avaliagdo de outros marcadores
relacionados aos elementos do citoesqueleto (ezrina, psoriasina) e a
algumas das vias de sinalizagao intracelular podem auxiliar a compreensao
mais abrangente da atividade e interagao das CKs com moléculas ligadas ao
controle do ciclo celular, ainda ndo completamente desvendadas.

A expressdao de CKs varia ao longo das diferentes fases da vida
(embrionaria, infancia, puberdade, fase adulta e senescéncia), e esta
correlacionada a organogénese, desenvolvimento e maturagao funcional dos

diferentes tecidos e 6rgaos e ao processo de envelhecimento (PARAMIO et
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al. 2001b). Na carcinogénese ha alteragdes na expressao normal das CKs,
observando-se expressao anOmala ou perda de expressao de algumas
delas, que parecem estar relacionadas aos diferentes comportamentos
bioldégicos dos diversos tipos de carcinoma. No estudo de FUCHS et al.
(2002) com um numero restrito de 80 pacientes com carcinomas ductais de
mama, a perda de expressdao de CK 8 com o ganho concomitante de
expressao de vimentina correlacionou-se com menor tempo de sobrevida,
sendo que casos com expressao de c-erbB-2 apresentavam maior
manutencio da expressao de CK19.

VAN DE RIJN et al. (2002) demonstraram que a expressao de CK 17
e/lou CK 5/6 em 600 casos testados com TMA correlacionou-se com o
comportamento clinico desfavoravel, independentemente do tamanho e grau
histolégico do tumor nos casos sem metastase nodal. KORSCHING et al.
(2002) avaliaram a importancia das CKs 5/6 e 8/18 correlacionando-as a
outros marcadores prognosticos.

A maioria dos trabalhos utiliza a técnica de TMA em tumores de
diferentes origens ou em varios tipos de tumores de um mesmo 6rgao.
Entretanto, ndo se encontram estudos que tenham concentrado as analises
em apenas um tipo de carcinoma mamario, envolvendo mais que 500 casos
com diversos estadiamentos clinicos, com diferentes graus de diferenciagao
histolégica e com seguimento clinico expressivo, envolvendo
concomitantemente um grupo abrangente de marcadores do fenétipo basal,

preditivos e prognésticos.
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Dessa forma, a analise do perfil de expressdo das citoceratinas
constitui-se numa interessante proposta de ferramenta adicional para auxiliar
na identificacdo dos casos de carcinomas em que, mesmo em estadios
precoces, as caracteristicas histolégicas nao permitem predizer seu
comportamento biolégico mais agressivo, possibilitando a introdugdo de
tratamentos mais efetivos desde o diagndstico inicial.

As modernas técnicas de citogenética e cDNA microarrays
evidenciam que as aberragbes genéticas e a expressdo génica das
neoplasias malignas néo ocorrem de forma anarquica, mas sim em multiplas
vias com interseccdes variadas, cada uma delas associada a um fendtipo
morfolégico celular ou arquitetura tumoral especifica. Isso levou ao
desenvolvimento de propostas de modelos de progressao e de
comportamento tumoral baseados na morfogénese e citogenética, com
diversos perfis de expressao protéica (KORSCHING et al. 2002).

A partir de trabalhos de expressdo génica, foram identificados
subgrupos de carcinomas mamarios, referidos como tendo um perfil
‘basaldide’, dada a expressdo de marcadores mais frequentemente
encontrados nas células mioepiteliais basais dos ductos mamarios, nao
discriminaveis por seu aspecto morfolégico no exame histolégico habitual
(PEROU et al. 2000; VAN'T VEER et al. 2002; RAKHA et al. 2007a e b).

Analises subsequentes do perfil de expressao génica mostraram duas
grandes subdivisdes do grupo total de tumores em relagéo a positividade ou
negatividade dos receptores de estrogeno (ER) (PEROU et al. 2000;

GRUVBERGER et al. 2001; VAN'T VEER et al. 2002). Outros autores
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mostraram associagcao dos perfis de expressdao génica com resposta a
agentes quimioterapicos especificos (FOLGUEIRA et al. 2005).
Posteriormente, estudos demonstraram a associagao desse subgrupo de
tumores ER-negativos a expresséo de citoceratinas basais (CK5 / 6, CK14,
CK17) e a presenga de mutagdes do gene BRCA-1. Cerca de 15 a 19% dos
carcinomas mamarios invasivos enquadram-se nesse subgrupo, e
apresentam maior freqléncia de alto grau histoldgico, areas de necrose,
fendtipo medular (tipico ou atipico), com alteragbes genéticas distintas,
dentre elas a mutagao da TP53 (SORLIE et al. 2001).

Num recente trabalho de LAKHANI et al. (2005) foi demonstrado que
a expressao de marcadores basais (CK14, CK5/6, CK17, receptor de fator
de crescimento epidérmico — EGFR - e osteonectina) e a negatividade para
receptores de estrogeno sdo mais comuns em tumores de pacientes
portadoras de mutagdo germinativa do gene BRCA-1. Sugerem que o painel
citado de marcadores poderia ser utilizado na pratica clinica para selecionar
pacientes com a mutagao de BRCA-1. A alta percentagem de casos desse
subgrupo que apresenta positividade para o EGFR indica também um
possivel beneficio do uso de terapias especificas anti-tirosino-quinase.

Ha, portanto, inUmeras evidéncias de associacdo entre a expressao
de citoceratinas referidas como ‘basaldides’ a outros marcadores ligados a
maior proliferacdo celular, descontrole do ciclo celular, alteracdo nos
mecanismos de apoptose, maior expressao de receptores de fatores de
crescimento na superficie celular e mutagdes genéticas, todos relacionados

a comportamento biolégico mais agressivo dos tumores que os expressam.
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A validagao de todos os achados dos estudos biomoleculares pelas
técnicas convencionais de imunoistoquimica é trabalhosa, cara e demorada.
Dado o seu alto grau artesanal e as dificuldades para manter sua realizagao
em condi¢des idénticas de temperatura, concentragao de reagentes, mesmo
com a automacdao de algumas das etapas envolvidas, ha inumeros
resultados conflitantes nos relatos de literatura. O uso dos arranjos teciduais
em matriz (tissue microarrays - TMA) tem facilitado muito a verificagao
rapida e reprodutivel da relevancia dos genes e moléculas candidatos a
marcadores preditivos e progndsticos em amostras constituidas por grande
nimero de casos. E uma técnica relativamente simples, cuja validacdo em
relagao as técnicas convencionais tem se consolidado cada vez mais, tendo
rapidamente se difundido nos grandes centros mundiais de pesquisa

(SCHRAML et al. 2003; VAN DE RIJN e GILKS 2004).
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2 REVISAO DA LITERATURA

No contexto mundial, ha cerca de um milhdo de casos novos de
cancer de mama por ano. O cancer de mama é a segunda causa de obito
nas mulheres dos paises desenvolvidos, e vem assumindo importancia cada
vez maior em nosso meio (Ministério da Saude 2005).

Sua incidéncia apresenta um crescimento continuo na ultima década,
0 que pode ser resultado de mudangas soécio-demograficas e de maior
acesso aos servigos de saude. Quando diagnosticado nos estadios iniciais,
seu prognostico é relativamente bom, com sobrevida média geral cumulativa
de cerca de 65% apds cinco anos nos paises desenvolvidos, e de 56% nos
paises em desenvolvimento. A sobrevida média apds 5 anos na populagao
mundial é de 61%.

No Brasil, o risco estimado do cancer de mama é de 52 casos a cada
100 mil habitantes. Na regido Sudeste, € o cancer mais incidente entre as
mulheres (71 novos casos por 100 mil), bem como nas regides Sul (69/100
mil, sem consideramos os tumores cutaneos ndao-melanoma), Centro-Oeste
(38/100 mil) e Nordeste (27/100 mil). Na regido Norte € o segundo tumor
mais incidente (15/100 mil), seguindo o cancer do colo uterino (Ministério da

Saude 2005).
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Fonte: Ministério da Saude (2005)
Figura 2 — Tipos de cancer mais incidentes no Brasil, estimativa para 2006
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Figura 3 — Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia por

100.000 mulheres, estimadas para o ano de 2006 no Brasil.



Taxas de mortalidade por cancer de mama, brutas e ajustadas por
idade pelas populagoes mundial e brasileira, por 100.000 mulheres,
Brasil, entre 1979 e 1999,

14,00

12,00

10,00 =

w _
: 800 W
= 500 {5

400

2,00

0,00

=—4—Taxa Brula Taxa Padmonizada(1) ~ =——Taxa Padronizadal2)

(1) Populagdo Padrdo Mundial, modificada por Doll et al.(1966)

(2) Populagdo Padréo Brasileira - Contagem Populacional 1996 - IBGE

Fontes: Sistema de Informagdes sobre Mortalidade - SIMIDATASUS/MS
Fundagéo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE
Divisdo de Epidemiologia e Vigilincia - CONPREVANCA/MS

Fonte: Ministério da Saude (2005)

19

Figura 4 — Taxas de mortalidade por cancer de mama por 100 mil mulheres

no Brasil, periodo entre 1979 e 1999 (taxas brutas e ajustadas por idade

pelas populagdes mundial e brasileira).
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O estadiamento clinico é fator primordial na determinacdo do progndstico

das pacientes (GREENE et al. 2002). Ao comparar as taxas de distribuigdo

de casos segundo o estadiamento ao diagnéstico no Brasil e Estados

Unidos, observamos que em nosso meio ha maior percentagem de

pacientes em estadios avangados, o que reflete a maior atengcdo a Saude

nos paises economicamente mais desenvolvidos.

Tabela 1 — Distribuicdo dos casos segundo estadiamento clinico ao
diagndstico — EUA — periodo de 1988 a 2003

Estadios clinicos Todas as racgas Brancas Negras

Doenca localizada 62% 63% 52%
Doenca regional 30% 29% 36%
Doencga avangada (metastatica) 6% 5% 9%
Sem estadiamento 2% 2% 4%

Fonte: Adaptado de National Cancer Institute (2007)

Tabela 2 - Distribuicdo dos casos segundo estadiamento clinico ao
diagndstico — Brasil — periodos de 1990 a 1994 e de 1995 a 2002.

Casos de cancer de mama

Variaveis

Total de casos

Casos com estadio ignorado, %
Casos com estadio conhecido
Estadio I, % mediano

Estadio I, % mediano

Estadio Ill, % mediano

Estadio IV, % mediano

Estadio avangado (lll e 1V), % mediano

Periodo
1990 a 1994

7.458
21
5.891
14,7
32,9
46,8
3,9
52,5

Periodo
1995 a 2002
43.442
19,5
34.988
10,9
42,8
32,6
12,3
45,3

Fonte: THULER e MENDONCGCA (2005)
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O carcinoma ductal da mama permanece como um desafio a
Oncologia e a todas as especialidades médicas envolvidas com o
diagndstico, tratamento e acompanhamento dessa doencga. A despeito do
aumento da sobrevida conseguido através da detecg¢ao precoce e da melhor
compreensao dos eventos moleculares importantes na patogénese do
cancer de mama, ainda ha casos de lesdes pequenas e sem metastases
nodais ao diagnodstico que apresentam evolugcdo desfavoravel. Nao se
conseguiu definir ainda quais os marcadores ‘ideais’ que possibilitariam a
identificacdo do potencial biolégico de agressividade dessas lesdes. Tenta-
se identificar quais os grupos de fatores preditivos e progndsticos relevantes
- moléculas, proteinas e receptores expressos na superficie das células
tumorais e nas células estromais adjacentes, que permitam a melhor
compreensao das vias intra e intercelulares da biologia tumoral e o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos mais especificos e mais
eficientes.

Os marcadores bio-moleculares tém importancia tanto na avaliacéo
do comportamento biolégico quanto na predicdo de resposta a novos
agentes terapéuticos. Muitos deles ja estdo em fase de avaliagdo em
protocolos clinicos e alguns ja séo utilizados na pratica, com aprovagao de
orgaos regulamentadores da Saude de diversos paises.

Ha disponibilidade de se testar a expressao de varios marcadores
através do uso de anticorpos em estudo imunoistoquimico em material
emblocado em parafina. Isto permite sua aplicagdo em fragmentos obtidos

por bidépsias por agulha (core biopsies), bidpsias ou pegas cirurgicas, com
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correlagdo com os aspectos histomorfolégicos e clinicos, possibilitando a
analise paralela de diversos parametros que poderao auxiliar na decisao da
conduta cirurgica e de terapias adjuvantes.

Uma vez que ha poucos estudos comparativos desse tipo no Brasil,
um de nossos interesses € caracterizar e comparar o comportamento
biolégico das neoplasias de nossas pacientes em relagdo ao descrito na
literatura mundial. Através do perfil de expressao dos marcadores que serao
estudados, tentaremos encontrar novos parametros que possam auxiliar na
definicdo ou predi¢cao da resposta as condutas terapéuticas, diminuindo-se a

morbidade e custos do tratamento.

2.1 CITOESQUELETO E CITOCERATINAS

O citoesqueleto é constituido por 3 grandes familias de proteinas
fibrilares: os microfilamentos, microtubulos e filamentos intermediarios (FI)
(MOLL et al. 1982; FUCHS e CLEVELAND 1998; KIRFEL et al. 2003;
OMARY et al. 2004).

Os Fl sdo os mais abundantes, tém distribuicdo citoplasmatica e
nuclear caracteristica, estrutura primaria diferenciada, arquitetura nao-
polarizada, séo relativamente insoluveis e tém uma dindmica nucleotideo-
independente (OMARY et al. 2004).

O genoma humano contém pelo menos 65 genes funcionais que

codificam proteinas dos Fl, sendo uma das 100 maiores familias de genes.
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As proteinas dos Fl existem apenas nos organismos multicelulares
eucarioticos, em contraste aos microtubulos e microfilamentos, que ja sao
expressos desde 0os organismos procarioticos.

Os FI sao proteinas filamentares que constituem parte essencial do
citoesqueleto e sao responsaveis por ordenar topologicamente as células e
os tecidos. Estas caracteristicas resultam de suas propriedades intrinsecas
de auto-organizagao e de resposta aos sinais extrinsecos (KIRFEL et al.
2003).

As CKs representam o grupo mais numeroso dos Fl e sao
diferencialmente expressas nos tecidos epiteliais em pares de proteinas
filamentares do tipo | e Il. Sua fungdao primordial € a de intermediar /
transferir / sinalizar / atenuar sinais mecanicos para as células. Participam
também da dindmica de resposta celular ao estresse, sinalizagao celular e
apoptose. Essas atividades sao resultantes de sua fosforilacdo e da
interacao com proteinas associadas.

As proteinas dos Fl sdo reguladas por diversas modificacbes poés-
translacionais, incluindo a farnesilagdo, fosforilagdo, glicosilacdo e
transglutaminacédo, além das referidas ligagbes com varias proteinas
associadas. Essas modificacdes e associacdes protéicas sdo fundamentais
para as fungbes e a dinamica dos Fl. Por exemplo, a fosforilagdo regula a
organizacgao e solubilidade dos Fl, sua associagdao com outras proteinas e
sua susceptibilidade a degradagao durante a apoptose.

O estudo das fungdes dos FI é dificultado pela sua baixa solubilidade,

pela falta de agentes farmacoldgicos inibidores especificos, por ndo estarem
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presentes em organismos geneticamente modificaveis tais como os fungos,
e pela falta de uma fungao bioldgica essencial quando testados em sistemas
de cultura de células.

A funcdo melhor compreendida dos FI é a de suporte para a
manutengcdo da estrutura e da integridade das células. Além disso, tém
funcdo protetora contra o0 estresse nao-mecanico, diminuem a
susceptibilidade a apoptose, além de apresentarem funcdes tecido-
especificas, como a arborizacdo dendritica no tecido nervoso e o
crescimento radial de ax6nios mielinizados. As doencas relacionadas aos Fl
resultam geralmente em fragilidade dos epitélios, pele, cérnea, musculos e
em algumas laminopatias. (COULOMBE e OMARY 2002)

Os genes que codificam os FlI tém expressdo seletiva em
determinados tipos celulares e restrita a fases especificas do
desenvolvimento e diferenciagao celular e tecidual (HESSE et al. 2001). Em
decorréncia da expressao tecido-especifica, os FI podem servir como
marcadores de origem tecidual em tumores pouco diferenciados — por
exemplo, as CKs definem os tecidos epiteliais, enquanto a vimentina é
marcadora de origem mesenquimal; ser utilizados como marcadores
tumorais no soro; e auxiliar na detecgdo de micrometastases. (COULOMBE
e OMARY 2002).

Mutagbes nos genes dos Fl podem ter uma grande gama de efeitos
na formagao e organizagcédo dos polimeros dos Fl, com espectro variavel na
severidade das doencas e consequéncias delas resultantes. A perda da

integridade celular ou nuclear apds exposi¢ado a traumas variados € a marca
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registrada das desordens relacionadas aos Fl, sendo a fragilidade celular o
principal mecanismo de patogénese. As mutagdes podem também perturbar
a interagdes entre os Fl e as organelas e granulos celulares, ocasionar
acumulo de FI alterados citoplasmaticos, bem como levar a direcionamentos
intracitoplasmaticos errdbneos de proteinas, acarretando alteragdes na
funcdo e metabolismo celular e maior susceptibilidade a apoptose
(COULOMBE e OMARY 2002).

A maioria das CKs foi identificada através de métodos imunoldgicos e
de clonagem de cDNA. As CKs sdo codificadas por genes de copias
simples. Os genes que codificam as CKs tipo I, exceto a CK18, estdo
‘clusterizados’ no cromossomo 17921, e os genes das CKs tipo Il no
cromossomo 12913 (KIRFEL et al. 2003).

Os bancos de dados do genoma humano revelam a presencga de 208
sequéncias relacionadas as CKs e pelo menos 65 genes que as codificam.
Destes, 22 sao expressos em varios epitélios, 15 sao especificos para os
pélos e cabelos (tricocito-especificos) e 5 representam as CKs da bainha
interna pilosa (KIRFEL et al. 2003).

As mutagdes das ceratinas epidérmicas interferem claramente em sua
funcdo mecanica, enquanto as mutacdes das ceratinas dos epitélios simples
podem alterar e modular a resposta das células afetadas aos estimulos
externos.

Estudos recentes demonstraram que CK8 e CK18 inibem a apoptose
através da modulagéo da resposta ao TNF (CAULIN et al. 2000). As células

epiteliais que ndo expressam CK8 e CK18 sao significativamente mais
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sensiveis a apoptose mediada por TNF, havendo uma interacdo entre o
receptor de tipo 2 do TNF (TNFR2) e as CKs. Esses achados foram
acompanhados por um aumento da ativacdo de JNK e NF-xB, ambos alvos
subsequentes da via de sinalizagdo do TNF (SANTOS et al. 2003).

Alguns autores demonstraram que TRADD (TNFR1-associated death
domain protein) liga-se a CK18 e CK14. A ligagao das ceratinas a TRADD
compromete sua interacdo com TNFR1 e a ativacdo da apoptose via
caspase 8, tornando as células CK18 e 14 positivas mais resistentes a
apoptose (INADA et al. 2001; MUROTA et al. 2003; LAU e CHIU 2007).

Analisados em conjunto, esses dados sugerem que a interagdo das
ceratinas com receptores e o0 sequestro das moléculas adaptadoras
correspondentes podem representar mecanismos através dos quais elas
interferem e afetam as vias de sinalizagdo celular, agindo como
“mecanotransdutores”.

O estudo das mutagdes dos genes relacionados as ceratinas tem
auxiliado muito na compreensdo dos mecanismos através dos quais elas
podem interferir no ciclo celular.

CK1 e CK10 sdo as ceratinas mais expressas nos camadas em
diferenciagao da epiderme, representando cerca de 60% de seu conteudo
protéico. Em animais adultos, a falta de expressdo da CK10 leva a um
fendtipo caracterizado por um aumento de 5 vezes na proliferacdo de células
basais epiteliais, inducdo da CK6 e CK16 e discreta hiperceratose
(PARAMIO et al.1999; SANTOS et al. 2002). Notou-se também a indugéo de

ciclina-D1 e c-Myc nas células basais e em parte das células supra-basais,
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além da indugdo da proteina reguladora do ciclo celular 14-3-3c em
ceratinocitos pos-mitéticos (PARAMIO et al. 1999).

Alteragbes semelhantes foram observadas em ratos transgénicos,
com expressao aumentada de c-Myc na camada basal da epiderme.

Alguns autores evidenciaram que o dominio caudal de CK10 inibe a
proliferagdo dos ceratindcitos, e que o dominio ‘head’ sequestra Akt e PKC(
quinases atipicas, agindo como um regulador negativo (inibidor) do ciclo
celular epidérmico (PARAMIO e JORCANO 2002). A interagao de CK10 com
essas duas quinases inibiria sua translocacdo até a membrana
citoplasmatica, que € um passo necessario para a ativagao da via da PI-3K,
e resulta numa diminuicdo da atividade mitética das células que expressam
CK10 (PARAMIO et al. 2001a).

CK4 e CK13 constituem os Fl das células supra-basais dos epitélios
estratificados nao-ceratinizados, como no es6fago. A falta de CK4 ¢é
acompanhada de hiperplasia de células basais e degeneragdes celulares no
esb6fago e em outros tecidos, porém sua arquitetura geral se mantém intacta.
Parece haver uma inducdo compensatéria de CK6 na auséncia de CK4
(PARAMIO e JORCANO 2002).

A fosforilagdo € um processo dinamico envolvido na regulagao da
solubilidade das ceratinas, na organizacdo e fungcdo de seus filamentos
(PARAMIO 1999). A fosforilagdo da CK18 no sitio S33 permite a ligagédo das
proteinas 14-3-3c, relacionadas a sua organizacéao e distribuigdo sub-celular.

A mutacdo deste sitio de fosforilacdo predispde a hepatotoxicidade e a
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alteragdes na distribuicdo dos FI em células acinares pancreaticas em ratos
transgénicos (ZATLOUKAL et al. 2000).

As ceratinas podem agir como adaptadores ou vias de canalizagao ou
transporte intracelular para aproximar ou afastar moléculas, deslocando
proteinas e podendo alterar o controle do ciclo celular.

A auséncia de CK8 e CK18 em ratos ‘knockout’ leva ao deslocamento
da proteina 14-3-3c do citoplasma para o nucleo, alterando a arquitetura
hepatica e provocando o aparecimento de hepatocitos gigantes
multinucleados. A proteina 14-3-3c influencia a atividade da fosfatase
reguladora do ciclo celular cdc25, provocando uma parada em S/G2
(ZATLOUKAL et al. 2000).

A hiperfosforilagdo das ceratinas ocorre também como resposta a
injurias celulares variadas, com participagao das quinases p38 e Jun (JNK),
levando a reorganizagao dos filamentos protéicos (COULOMBE e OMARY
2002).

A hiperfosforilagdo das ceratinas protege as células epiteliais dos
mecanismos apoptaticos. A reciclagem (turnover) das ceratinas e proteases
envolvidas em sua degradagcdo sao pouco conhecidas, e envolvem pelo
menos duas vias bioquimicas: o sistema ubiquitina-proteassomos e as
caspases. A ubiquitinacdo das ceratinas ocorre como parte de seu sistema
de renovacao e ¢ inibida pela hiperfosforilagdo das mesmas (COULOMBE e
OMARY 2002).

As rapidas alteragdes na expressao das ceratinas nos processos de

cicatrizacdo e metastases, que repetem parcialmente os mecanismos do
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desenvolvimento epitelial embrionario e fetal, evidenciam a necessidade de
estudos sobre o papel crucial que desempenham nas vias de controle e
regulacdo celular. Se considerarmos que a forma e as diferentes
propriedades das células e tecidos sao resultado de uma rede de interacdes
protéicas, é provavel que as ceratinas, capazes de se auto-organizar e de
interagir com outras proteinas, sejam parte primordial das vias de

sinalizacio intra e extracelulares.

2.2 MARCADORES MOLECULARES RELACIONADOS A

EVOLUCAO CLINICA

O desenvolvimento de uma massa tumoral depende da ativacédo de
receptores de fatores de crescimento, receptores hormonais, de proliferagcao
vascular, de degradacdo e de remodelagem da matriz extracelular,
processos envolvidos na proliferagao celular, invasao de tecidos e estruturas
vizinhas e no processo de metastatizagcdo. A ativagao anémala, a expressao
aumentada ou a inibicdo de alguns desses receptores esta associada a pior
evolucao clinica dos pacientes com cancer.

Muitos dos novos alvos terapéuticos podem ser pesquisados no
tecido tumoral através do exame imunoistoquimico, o que facilita muito a
manipulagdo das amostras, pois a fixagao pode ser a habitual (formol), sem
inviabilizar o exame anatomopatoldgico, que fornece as informagdes mais
relevantes para o estadiamento tumoral. Atualmente, algumas dessas

substancias ja passaram para o uso clinico, como por exemplo, 0s
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anticorpos monoclonais contra os receptores tirosino-quinase (RTK), dentre
0s quais a herceptina — que se liga ao receptor do fator de crescimento c-
erbB-2 / HER-2 neu. A amplificagdo do oncogene HER-2 resulta na
expressao excessiva da proteina por ele codificada na superficie das células
neoplasicas. Na histéria do tratamento do cancer de mama o anticorpo
humanizado anti-c-erbB-2 foi a primeira opcéo terapéutica baseada na
utilizagcao de drogas dirigidas as células-alvo identificadas por um marcador,

poupando as células normais (ou negativas).

2.2.1 Proto-oncogene c-erbB-2/HER-2 neu (HER2)

Localizado no brago longo do cromossomo 17 (Chr 17921), o proto-
oncogene c-erbB-2/HER-2 neu codifica um receptor glicoprotéico
transmembranar de fator de crescimento epitelial com atividade tirosino-
quinase (SLAMON et al. 1987; ROSS et al. 2004). Esse receptor € uma
glicoproteina de 185 kD (p185HERZ2) pertencente a familia dos receptores
de fatores de crescimento epidérmico (EGFR — epidermal growth factor
receptors). Aproximadamente 15 a 20% dos carcinomas mamarios
apresentam amplificacdo do gene HER2neu (SLAMON et al. 1987; OWENS
et al. 2004; YAZIJI et al. 2004). A expressdo aumentada nas pacientes com
carcinomas linfonodo-negativos esta correlacionada com pior prognéstico,
negatividade para os receptores de estrégeno e progesterona e menor
resposta a quimio e hormonioterapia (YAMAUCHI et al. 2001a e b).

Sob condigbes normais, as 2 coépias do gene HER-2 em uma

determinada célula produzem uma pequena quantidade do receptor protéico
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na superficie celular, designado de p185HER2 (utilizaremos o termo HER2
neste texto). Esse receptor protéico desempenha importante papel na
transmissao dos sinais do meio extracelular para o nucleo da célula,
exercendo controle sobre a divisdo e crescimento da célula normal. Quando
o gene HER-2 esta amplificado, ha aumento do numero de receptores na
superficie celular, definido como “expressao excessiva do HER-2” (‘HER-2
overexpression’) (SLAMON et al. 1987). Como o receptor esta intimamente
envolvido com a transmissao de sinais relacionados a proliferagao celular, a
divisdo celular é estimulada, resultando em um crescimento celular
acelerado, que contribui para o desenvolvimento e progressao do cancer.

A partir da utilizagdo de linhagens celulares nas quais o numero de
receptores de HER2 na superficie € conhecido, estabeleceu-se um método
imunoistoquimico padronizado e um sistema de classificacdo dos resultados
através de escores. Células com menos de 20,000 receptores néo
apresentariam marcagao (escore 0); células com cerca de 100,000
receptores mostrariam marcagao parcial do contorno da membrana em
menos de 10% das células tumorais (escore 1+); células contendo cerca de
500,000 receptores poderiam mostrar marcacao completa de membrana
com intensidade leve a moderada em mais de 10% das células neoplasicas
(escore 2+); e células apresentando cerca de 2,300,000 receptores de
superficie mostram marcacido completa e de forte intensidade da membrana,
em mais de 10% das células neoplasicas (escore 3+). A padronizagao da
fixacdo dos espécimes, o processamento com controle de temperatura dos

reagentes, e o rigoroso controle técnico da reagdao imunoistoquimica
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mostraram que ha excelente correlagdo do numero de cdpias de genes com
o nivel de expressao protéica (SCHNITT e JACOBS 2001; HAYES e THOR
2002; MASOOD e BUI 2002; NAVOLANIC et al. 2003).

A partir desses conhecimentos, foi desenvolvido um anticorpo
monoclonal humanizado recombinante (rhuMab 4D5, trastuzumab,
HERCEPTIN®) que apresenta alta afinidade para p185HER2 e inibe o
crescimento de células do cancer de mama que tém expressao aumentada
de HER2. Esse anticorpo é dirigido contra o dominio extracelular da
proteina. Ensaios clinicos bem controlados demonstraram inicialmente a
atividade do trastuzumab em casos de cancer de mama avangados
(linfonodos axilares positivos), com expressdao aumentada de HERZ2,
constituindo-se em evidéncia clinica pioneira da utilizacdo de anticorpos
dirigidos contra receptores de fator de crescimento para o tratamento do
cancer de mama em humanos (SLAMON et al. 2001). Posteriormente, com a
ampliacdo dos ensaios clinicos e a utilizacdo do trastuzumab em pacientes
com estadios clinicos precoces, comprovou-se significativa redugéo do risco
de 6bitos e aumento da sobrevida livre de doenga também nesse grupo de
pacientes (COBLEIGH et al. 1999; SLAMON et al. 2001; VOGEL et al. 2002;
ROSS et al. 2004; GOLDHIRSCH et al. 2005; ROBERT et al. 2005;
JOENSUU et al. 2006).

Os métodos disponiveis na pratica clinica para a detecgcao da
expressao excessiva de HER-2 estao relacionados a amplificacdo do gene e

a expressao excessiva de seu produto protéico, a proteina p185HER2.
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Para a detecgao da amplificacdo do gene propriamente dita ha dois
métodos: FISH (Fluorescent in situ hybridization) e CISH (Chromogenic in
situ hybridization). Seu principio consiste na visualizagdo "in situ" da
amplificacdo do gene através de sua identificagdo com sondas de DNA
complementares marcadas com fluorocromo ou cromégeno. Esses métodos
demonstram o numero aumentado de coépias do gene, em relagdo as 2
cdpias encontradas na célula normal (O’'GRADY et al. 2003).

A identificacdo do produto do gene, a proteina HER2, através da
técnica imunoistoquimica (l1Q), utiliza um anticorpo policlonal obtido em
coelhos imunizados com a oncoproteina humana sintética. O anticorpo
apresenta alta afinidade pelo dominio extracelular da proteina HER2. A
expressao excessiva deste produto € entdo demonstrada na membrana
celular das células tumorais em preparados histoldgicos do tumor.

Em uma segunda etapa da reacgao, liga-se ao anticorpo primario um
anticorpo secundario ligado a uma enzima e um polimero de amplificagédo
dos sinais da reagao que aumenta a sensibilidade do método.

A reacdo produz um precipitado de coloragdo marrom de padrao
membranoso, sendo a reacdo semiquantificada visualmente ao microscoépio
Optico comum, divididos em grupos: negativo (escores 0 e 1+), duvidoso (2+)
e positivo (3+).

Somente as pacientes com escore 3+ no exame |IQ sido qualificadas
para o tratamento com trastuzumab. Aquelas com escore 2+ sdo submetidas
a pesquisa de amplificagdo do gene através de FISH e, se for confirmada a

amplificagdo, passam a ser elegiveis ao tratamento.
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Mais uma vez ressalta-se a importancia da padronizagao das reagdes
técnicas a fim de aumentar a reprodutibilidade e confiabilidade dos
resultados. A participacdo em programas internacionais de acreditagao é
recomendada como parte fundamental do controle de qualidade dos
laboratérios que realizam esses exames (GULLMAN et al. 2004; KAY et al.
2004; GOUVEA et al. 2006; WOLFF et al. 2007 a e b). Cabe ressaltar, mais
uma vez, a importdncia fundamental da fixacdo, processamento e
padronizacao das reacbes, da parte técnica e da interpretacdo dos
resultados para a melhor correlagédo com o significado bioldgico e resposta a
terapéutica (JORGENSEN et al. 2007)

Os agentes que tém como alvo do tratamento a proteina HER2
apresentam eficacia comprovada tanto nos casos de doenga metastatica
quanto inicial, com aumento das taxas de resposta a quimioterapia, aumento
do tempo de progressdo da doencga e sobrevida (COBLEIGH et al. 1999;
SLAMON et al. 2001; VOGEL et al. 2002; ROSS et al. 2004; GOLDHIRSCH
et al. 2005; ROBERT et al. 2005; JOENSUU et al. 2006).

Cinco estudos internacionais randomizados prospectivos
demonstraram que o uso do trastuzumab adjuvante reduz o risco de
recorréncias e de mortalidade em metade e um tergo, respectivamente, em
pacientes com cancer de mama em estadios precoces (PICCART-
GEBHART et al. 2005; ROMOND et al. 2005; SLAMON et al. 2005;
JOENSUU et al. 2006; OZOLS et al. 2007).

Mais recentemente resultados sugeriram que uma pequena molécula

com atividade inibidora de tirosino-quinase anti-HER1 e HER2, lapatinib
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(Tykerb, GlaxoSmithKline, Philadelphia, PA), melhora a evolugao clinica de
pacientes com doenga avancada quando adicionada aos esquemas com
capecitabina (GEYER et al. 2006). O guia americano de orientagdo ao
tratamento do cancer de mama da Sociedade Americana de Oncologia
Clinica (American Society of Clinical Oncology - ASCO) tem indicado o teste
de identificacdo da amplificacdo de HER2 para todos os novos casos de
cancer desde 2001 (BAST et al. 2001). A estratégia de deteccdo da
amplificacdo que parece ter a melhor relacdo custo-beneficio é fazer a
pesquisa inicial com o exame imunoistoquimico, com confirmacgao através de
FISH para os casos que tenham escores 2+ ou 3+ (DENDUKURI et al. 2007)

A expressao da proteina se preserva no tecido incluido em parafina,
tendo sido obtidos resultados fidedignos em material arquivado por até 10 a
15 anos (FERGENBAUM et al. 2004). Este fator assume relevancia na
medida em que permite a analise retrospectiva de casos submetidos a
tratamento com resposta desfavoravel aos esquemas terapéuticos
convencionais, € nos quais se considere o trastuzumab como opcéo

terapéutica adicional.

2.2.2 EGFR

A familia dos receptores de fatores de crescimento tem atraido a
atengdo de muitos pesquisadores ha alguns anos, especialmente apos o
desenvolvimento de terapias utilizando anticorpos  monoclonais

humanizados.
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O gene EGFR esta localizado no brago curto do cromossomo 7
(7p11.2-p2) e codifica uma proteina transmembrana de 170 kD (HYNES e
LANE 2005).

Os quatro membros da familia desses receptores sdao o EGFR
(HER1/c-erbB-1), HER2/neu (c-erbB-2), HER3 (c-erbB-3) e HER4 (c-erbB-4),
caracterizados por um sitio de ligacdo extra-celular, uma regido trans-
membrana e um dominio tirosino-quinase citoplasmatico (HYNES e LANE
2005).

A amplificacdo do gene EGFR tem sido descrita em varios tumores,
inclusive no cancer de mama (AL-KURAYA et al. 2004; BHARGAVA et al.
2005; CORZO et al. 2005; REIS-FILHO et al. 2005).

A ativacado do EGFR é decorrente da ligagao de fatores relacionados
ao EGF (epidermal growth factor), tais como TGFa, anfiregulina e o proprio
EGF, que induzem a homo ou heterodimerizacdo do receptor e a
estimulacdo de vias tirosino-quinase intrinsecas (SCHLESSINGER 2000).
Esse estimulo leva a auto-fosforilacido dos residuos de tirosina no dominio
citoplasmatico do receptor, criando sitios de ligagdo para proteinas
adaptadoras e enzimas das cascatas da MAPK e PI-3K, ligadas a
proliferacdo celular, angiogénese, invasdo, metastases e inibicdo da

apoptose (SALOMON et al. 1995; HUTCHESON et al. 2006)
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2.2.3 Receptores de estrégeno (ER) e progesterona (PR)

Observagbes epidemiologicas ressaltaram os efeitos da exposicao
prolongada ao estrégeno e sua associagdo com maior risco de
desenvolvimento do céncer de mama. Contrariamente, a menarca mais
tardia, ciclos anovulatérios, menopausa cirurgica mostraram ter efeito
protetor. Essas observagdes foram a base do desenvolvimento das terapias
hormonais (OSBORNE 1998a; HORTOBAGY| 2004). A descoberta da
ativacao de vias de sinalizagdo a partir da ligacdo do estradiol aos
receptores proporcionou a criagado dos moduladores seletivos dos receptores
de estrogeno (SERMs), sendo o tamoxifeno um dos principais
representantes até ha poucos anos.

A pesquisa dos receptores hormonais através da imunoistoquimica
tem sido o método mais utilizado na pratica clinica, devido a algumas
vantagens em relagdo as dosagens laboratoriais em macerados de tecido
tumoral. (PCR quantitativo, amplificagcdo por Southern blotting, ELISA)
(HARVEY et al. 1999). Dentre elas, as principais sdo a possibilidade de ser
realizada nos cortes de material parafinado, sem prejuizo do exame
anatomopatolégico, a identificagcdo precisa da expressdo em células
tumorais € ndo em células epiteliais normais entremeadas ao tumor, além de
uso em estudos retrospectivos em material arquivado (GOLOUH et al. 1997;
MONTORO et al. 1997; BIESTERFELD et al. 1998; STIERER et al. 1998).

Ha uma ampla variacdo dos resultados da expressao dos receptores
hormonais no tecido tumoral dos diversos estudos realizados, muito

provavelmente em decorréncia das metodologias empregadas, uso de
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diferentes anticorpos, métodos de recuperagao antigénica e critérios de
analise dos resultados (YAMASHITA et al. 2006; DUNNWALD et al. 2007;
OYAMA et al. 2007). O status dos receptores hormonais tem valor
prognéstico no intervalo livre de doenga, no intervalo livre de metastases e
sobrevida geral (KINSEL et al. 1989; REINER et al. 1990; ALLRED et al.
1998). A sobrevida geral das pacientes apds uma primeira metastase
também ¢é significativamente maior nos tumores ER+ em relagdo aos
tumores ER- (YAMASHITA et al. 2006).

As terapias hormonais contribuem significativamente para o aumento
do periodo de sobrevida livre de doenga, porém somente 50% das pacientes
tém beneficio com seu uso. Dai a necessidade de ter marcadores preditivos
com maior poder discriminador das provaveis respostas a terapia hormonal
(Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group-EORTC 1998;
OSBORNE 1998b).

O valor preditivo do status dos ER no tumor primario decresce
aproximadamente 20% ao ano, perdendo seu significado clinico apés 8 anos
de seguimento. Quando comparado ao TNM e grau histoldgico, o status
hormonal tem valor prognéstico baixo, sendo que o maior interesse
permanece como auxiliar na decisdo da conduta terapéutica adjuvante
(BARDOU et al. 2003).

Com a técnica dos TMA, acrescenta-se a vantagem da padronizagao
das condigdes de reacdo em grande numero de casos, permitindo a

comparagao mais fidedigna dos niveis de expressao.
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Nao ha consenso quanto a definicdo da positividade dos receptores
hormonais. Alguns autores propuseram formas de quantificagdo do numero
e / ou intensidade de células marcadas (KINSEL et al. 1989; REINER et al.
1990; ALLRED et al. 1998; LEE S et al. 2006). Na pratica clinica, entretanto,
observa-se grande uso da estimativa percentual, com valores de corte que
variam de 1% a 10% de células marcadas, que mostram boa correlagédo com
0s esquemas de graduagao que avaliam simultaneamente a intensidade e o
numero de células marcadas (GOBBI et al. 2000; YAMASHITA et al. 2006).
No trabalho de OYAMA et.al. (2007), ao comparar os métodos de avaliagéao
da expressao dos receptores hormonais de forma quantitativa (percentual) e
a mista (analise de intensidade e percentual de células marcadas), verificou-
se que a avaliacao percentual obteve melhor consisténcia de resultados.

Ha variagdes no padrao de expressao dos receptores hormonais,
observando-se tumores positivos para ambos os receptores (ER+/PR+),
positivos para apenas um dos receptores (ER+/PR- ou ER-/PR+), e
negativos para ambos os receptores (ER-/PR-), com diferengas na
mortalidade de cada grupo (DUNNWALD et al. 2007). As pacientes com
ambos receptores negativos apresentam poucos beneficios clinicos quando
submetidas a hormonioterapia, principalmente num cenario de adjuvancia.
Num dos estudos (BARDOU et al. 2003), as pacientes que apresentaram
positividade para RE e negatividade para PR tiveram beneficios reduzidos
com o uso de tamoxifeno adjuvante. Outros autores (DOWSETT et al. 2001)
mostraram maior expressao de HER2 nesse grupo de tumores (ER+/PR-)

comparativamente aos tumores positivos para ambos 0s receptores
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(RE+/PR+), sugerindo maior beneficio com terapias de privagcao estrogénica
em relagcdo ao tamoxifeno. A pior resposta ao tamoxifeno provavelmente é
decorrente de redugcdo de suas atividades antagbnicas secundaria a
ativacao da cascata de sinalizagao desencadeada pelo fator de crescimento
epitelial HER2 (OSBORNE et al. 2003, 2005).

Nos casos de negatividade para ambos os receptores, ha
necessidade de se utilizar marcadores adicionais na tentativa de identificar
0s eventuais subgrupos de maior ou menor risco e prognostico. Num dos
trabalhos da literatura (NAGAHATA et al. 2004) usou-se a técnica de cDNA
microarrays e identificou-se um grupo de 71 genes com expressao
aumentada nas pacientes com pior evolugao clinica (6bito em 5 anos apds a
cirurgia), propondo um sistema de classificagdo de risco baseado na
expressao génica aberrante.

Com o desenvolvimento de resisténcia primaria e secundaria ao
tratamento hormonal, foram criadas novas substancias e novos esquemas
de associacdo com inibidores dos receptores de fatores de crescimento,
potencializando o efeito das drogas e recuperando a capacidade de resposta
a quimioterapia.

Algumas dessas substancias sdo os inibidores das aromatases
(anastrozol, letrozol), fulvestranto (antagonista dos receptores de estrogeno
e progesterona), pan-inibidores de EGFR (GW572016), inibidores da mTOR
(mammalian target of rapamicin — RADO001, CCI-779), a anti-HER2
(trastuzumab) e os taxanos (paclitaxel, docetaxel) (MUNSTER e NORTON

2001).
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2.2.4 Proteina p53

A familia génica p53 consiste em 3 genes: P53, P63 e P73, e tem
funcdes importantes nos processos celulares de sintese e reparo do DNA,
controle e parada do ciclo celular, apoptose, estabilidade gendmica,
angiogénese, desenvolvimento e maturagdo epitelial e tecidual. Sua
inativacdo ou expressao aberrante podem determinar progressao tumoral ou
defeitos no processo de desenvolvimento. A descoberta de varias isoformas
protéicas com atividades antagdnicas, produzidas através da expressao de
diferentes regides promotoras e por “splicing” alternativo ampliou a
complexidade dos cenarios da rede transcricional dos membros da familia
p53 (SBISA et al. 2007).

A maior parte das mutagées do gene P53 sdo mutagdes missense
(~85%), que acarretam a estabilizacdo da proteina p53 e,
consequentemente possibilitam sua deteccao através da imunoistoquimica,
método mais utilizado na pratica e pesquisa (BRAMBILLA et al. 1993).
Assume-se que quando ha pelo menos 20% de nucleos de células
neoplasicas marcados pela 1IQ ha correlagdo de cerca de 90% com a
presenca da mutagdo missense do gene P53 (NISHIO et al. 1996).

A proteina mutante p53 é o defeito genético mais comum nos
canceres humanos, presente em cerca de 20% dos casos esporadicos, 50%
das sindromes familiais e em 100% dos casos da sindrome de Li-Fraumeni
(MUNSTER e NORTON 2001). Esta associada a negatividade para os
receptores hormonais e a maior proliferacdo celular, conferindo maior

resisténcia das células neoplasicas a estimulos apoptéticos (por exemplo,
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radio e quimioterapia) (MEGHA et al. 2002; ROLLAND et al. 2007). A
transativagao génica da p53 confere-lhe a capacidade de induzir a apoptose
e a prevencgao da instabilidade genética, induzindo a parada do ciclo celular,

resultando num papel protetor contra a tumorigénese (LIU et al. 2004).

2.2.5 Proteina p63

A proteina p63 é um homdlogo da p53, com fungdes primarias na
diferenciacao ectodérmica durante o desenvolvimento embrionario e na
manutencdo das células de reserva (progenitoras) nos epitélios
estratificados (WESTFALL e PIENTENPOL 2004). Observa-se aumento de
expressao da p63 em diversos carcinomas, 0 que sugere que tenha fungao
de oncogene, com mecanismos de agao pouco conhecidos.

A p63 esta imunolocalizada nas camadas basais dos tecidos epiteliais
estratificados, tais como a epiderme, mucosa oral e cervical, epitélio
transicional e glandulas complexas, incluindo a préstata, mama, glandulas
salivares e lacrimais, onde estdo dispostas as células com alta capacidade
proliferativa (BARBIERI e PIENTENPOL 2006).

O gene p63 humano esta localizado no cromossomo 3g27-29, com 15
exons (cerca de 220 kB) e introns com cerca de 100 kB de extensao
(BARBIERI e PIENTENPOL 2006).

O gene p63 codifica um dominio de trans-ativagdo N-terminal, um
dominio central de ligagado ao DNA e um dominio de carboxi-oligomerizagao.
A p63 pode ser expressa a partir de duas regides promotoras, uma

imediatamente precedente ao primeiro exon e a segunda localizada no
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terceiro intron. A transcricdo a partir da primeira ou segunda regiao
promotora da origem a transcritos TA- e AN-p63, respectivamente com e
sem o dominio N-terminal de trans-ativacdo, com atividades dominantes
negativas, que podem exercer papel oncogénico (AN-p63) ou atividades
reguladoras em vias envolvidas no desenvolvimento tecidual, diferenciacéo,
proliferacdo e resposta a danos celulares, de forma semelhante a p53
selvagem (TAp63) (MOLL e SLADE 2004). O gene pode ter ‘splicing’
alternativo e gerar proteinas com C-terminais diferentes (o, B € y), gerando
grande numero de variantes, conferindo a p63 grande plasticidade e
complexidade funcional.

As proteinas p63a (TA- e ANp63) apresentam uma regido conhecida
como “Sterile alpha motif’, ou dominio SAM, com funcdo de interacao
proteina-proteina, envolvida nos processos de desenvolvimento tecidual,
apoptose, transativagao transcripcional, adesdo focal, remodelamento
cromatinico e sinalizagao dos receptores tirosino-quinase (GRESSNER et al.
2005).

A proteina TAp63 induz a apoptose de forma semelhante a p53,
através dos receptores de morte celular e das vias apoptdticas mitocondriais
(GRESSNER et al. 2005). Em contraste, a proteina ANp63a tem expresséo
aumentada em varios carcinomas por amplificagdo génica; tem atividades de
bloqueio da apoptose, inibicdo da transcrigdo do gene pro-apoptotico IGFBP-
3 (insulin-like growth factor binding protein-3) e sua expressdo pode ser
regulada pela via da PIK3, uma potente inibidora da apoptose (BARBIERI et

al. 2003).
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O gene que codifica as diferentes isoformas da proteina p63 tem,
dessa forma, atividade dualistica e antagonista. A proteina ANp63a promove
passos iniciais da tumorigénese protegendo as células da apoptose e
evitando a parada do ciclo celular e, ao mesmo tempo, a proteina TAp63 tem
acao supressora de metastases por manter as caracteristicas epiteliais das
células neoplasicas e das células basais do epitélio.

Ha evidéncias de que a p63 controle uma via p73-dependente de
sensibilidade especifica a cisplatina em carcinomas mamarios ‘triplo-
negativos’ (receptores hormonais negativos, sem amplificacdo de HER2),
sendo que parte significativa desses s&o ‘basaldides’ (por terem expressao
de citoceratinas basais), que também apresentam inativagdo mutacional da
p53 (LEONG et al. 2007), permitindo o planejamento terapéutico mais

especifico e eficiente para as pacientes desse grupo de tumores.

2.2.6 Ki-67

A proteina nuclear e nucleolar humana Ki-67 é expressa durante a
proliferacdo de células somaticas nas fases G1, S, G2 e mitose, mas nao na
fase GO, tampouco em células quiescentes (GERDES et al. 1991; ENDL e
GERDES 2000). KREITZ et al. (2000) demonstraram que a proteina Ki-67 é
um constituinte da cromatina, localizada em regiées densamente compactas,
provavelmente na heterocromatina, porém sua exata fungdo nos processos
de proliferacao celular ainda nao foi estabelecida.

O uso desse marcador permite uma determinagao rapida e exata da

fracdo  proliferativa de uma determinada populacdo celular,
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independentemente de sua natureza benigna ou maligna. Inumeros
trabalhos de literatura demonstraram correlagéao altamente significativa entre
os valores médios da fracao proliferativa de tumores determinada pelo Ki-67
e o0 grau de malignidade observado no exame histolégico, fornecendo dados
importantes na estimativa do prognéstico e definicdo da estratégia
terapéutica (GERDES et al. 1991).

Os valores de corte para a determinacao das fracdes proliferativas
consideradas como baixa, moderada e alta é bastante variavel, mesmo
dentro de um mesmo grupo de tumores, e ha discrepancias significativas
nos valores referidos em diversas publicagbes (TAN et al. 2005;
JOHANNESSEN e TORP 2006; LEE et al. 2007; ZAGOURI et al. 2007).

A atividade proliferativa das células tumorais avaliada através da
expressao imunoistoquimica do Ki-67 é um dos diversos indicadores
prognoésticos nos carcinomas da mama (BIRNER et al. 2001). Os indices
comparativos de sua expressdo nos tumores primarios € nas metastases
mostraram valor prognéstico independente em analise multivariada, com
evolucdo clinica mais desfavoravel quando o indice foi mais alto nas
metastases em relagéo ao tumor primario (PARK et al. 2007).

A imunoexpressdao do Ki-67 tem sido utilizada também como
marcador prognéstico de melhor sobrevida e resposta apds tratamento
quimioterapico, em associagdo com a expressao de receptores hormonais

(LEE et al. 2007).
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2.2.7 Ezrina

A ezrina € membro da familia ‘Ezrin, Radixin e Moesin’ (ERM), uma
proteina de ligacdo que participa da interagdo de proteinas do citoesqueleto
com receptores de superficie e moléculas de adesdo (ELLIOT et al. 2005).
Sua atividade é regulada por interagdes intramoleculares nos dominios N- e
C-terminal de associacdo das ERM, sendo a fosforilacdo da treonina 567 um
regulador critico de sua ligacdo entre moléculas-alvo e o citoesqueleto de
actina (PEARSON et al. 2000; NGUYEN et al. 2001). Sua fosforilagao
também pode ser induzida por estimulos de EGF (epidermal growth factor),
PDGF (platelet derived growth factor) e HGF (hepatocyte growth factor), com
formagao de prolongamentos celulares e microvilos, aumento da mobilidade
celular e maior capacidade de invasao do estroma, além de evitar a
“anoikis”, apoptose por perda de adeséao celular (FRISCH e FRANCIS 1994;
AMICONE et al. 1997; CREPALDI et al. 1997). A ezrina esta envolvida nas
vias de transducédo e sinalizagao tirosino-quinase-dependentes, interagindo
com a PI3-K proteino-quinase e Rho (KRIEG e HUNTER 1992; TSUKITA e
YONEMURA 1999; GAUTREAU et al. 1999; GAUTREAU et al. 2000;
BRETSCHER et al. 2000, BRETSCHER et al. 2002).

Suas interagdes entre a membrana celular e os componentes do
citoesqueleto sugerem participagao ativa nos mecanismos de adaptagao e
sinalizagao extra-intracelular, adesao, mobilidade e sobrevivéncia celular, e
tém sido demonstrada correlacdo de sua expressao com o0s receptores

hormonais, estadiamento tumoral e desenvolvimento de metastases no
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cancer de mama (McGOWAN et al. 2003; ELLIOT et al. 2005; SARRIO et al.

2006; SONG et al. 2007; BRUCE et al. 2007).

2.2.8 Psoriasina

Através de estudos com bibliotecas de SAGE foram identificados
transcritos altamente expressos nas células epiteliais de carcinomas ductais
in situ (HID-genes — High in DCIS) e no epitélio mamario normal (HIN- genes
— High in normal). Um dos transcritos mais abundantes foi o HID-5, com 467
tags em 41,000 nos carcinomas ductais in situ de alto grau negativos para
ER (receptores de estrogeno), o que pode indicar seu envolvimento no
processo de carcinogénese. HID-5 corresponde a proteina S100A7, também
chamada de psoriasina, uma pequena proteina citoplasmatica ligada ao
calcio, com fungcdo pouco conhecida, também detectada no meio
extracelular. O gene que a codifica esta localizado no cromossomo 1q, uma
regidao que frequentemente apresenta desbalangco alélico nos carcinomas
mamarios. Alteragcdes na expressao dos membros da familia S100 tém sido
observadas na progressao do cancer de mama (WATSON et al. 1998; LIU et
al. 2000; MAZZUCCHELLI 2002; ALOWAMI et al. 2003). A expressao
persistente de psoriasina no cancer de mama esta associada com a
negatividade de expressao dos receptores hormonais e outros marcadores
de pior prognéstico (AL-HADDAD et al. 1999). A psoriasina é também
altamente expressa em processos hiperproliferativos cutaneos, quadros
psoriasiformes, carcinomas escamosos de bexiga e laringe, onde se observa

com frequéncia proliferacdo celular aberrante, alteracbes na apoptose e
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diferenciagao epitelial. A expressdo aumentada de psoriasina nessas
condigdes sugere um papel potencial em sua génese (EMBERLEY et al.
2003; KROP et al. 2005).

Os valores de categorizagdo da imunoexpressdo da psoriasina
descritos nos diversos trabalhos da literatura variam, porém na maioria deles
qualquer nivel de marcagcdao é considerado como positivo, em geral
estratificando-se os grupos de acordo com a percentagem de células
marcadas, correlacionada em alguns trabalhos com a intensidade de
marcagao (AL-HADDAD et al. 1999; EMBERLEY et al. 2003, 2004).

Demonstrou-se que a expressdo aumentada da psoriasina sensibiliza
as células neoplasicas ao etoposideo, e que a regulacdo negativa da
expressao de psoriasina € dependente da expressdo do BRCA-1 e da
expressao funcional do c-Myc, num mecanismo transcricional recentemente
descrito, que contribui para a resisténcia mediada pelo BRCA-1 a esse
agente terapéutico (KENNEDY et al. 2005).

Interagdes da psoriasina com os receptores beta de estrégeno e com
a expressao de genes que modulam a resposta imune podem auxiliar tanto
no planejamento quanto na predicdo de resposta as terapéuticas anti-

hormonal e imunomoduladora (MANDAL et al. 2007; SKLIRIS et al. 2007).
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2.3 TISSUE MICROARRAYS (TMA)

Os estudos de expressdo génica tém indicado inumeros genes
candidatos a apresentar maior interferéncia no controle e sinalizagado das
vias do metabolismo e ciclo celular. Um dos maiores desafios & ‘traduzir
para a pratica clinica quais desses genes, isoladamente ou em grupos,
podem ter relevancia como fatores progndsticos ou preditivos.

Uma das formas de facilitar essa investigagdo € a realizagdo de
reagdes imunoistoquimicas em bancos de casos de com seguimento clinico
e evolugdo conhecida. A técnica de tissue microarrays (TMA) trouxe
inumeras vantagens e facilidades para esse tipo de pesquisas, possibilitando
o rastreamento e cruzamento rapido de grande numero de dados com as
informagdes dos pacientes e as caracteristicas morfologicas dos tumores.

A técnica dos TMA, utilizada na analise de nossa amostra, sera

descrita a seguir.

2.3.1 Historico dos TMA

A histéria dos tissue microarrays comeca quando BATTIFORA, em
1986, desenvolveu uma técnica que chamou de multi-tissue blocks ou tissue
sausage blocks, na qual algumas dezenas de diferentes tecidos eram
dispostas de modo aleatério e ndo ordenado em blocos de parafina
receptores, usados para teste de novos anticorpos e como controle de

qualidade de reacbes imunoistoquimicas.
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Em 1998, KONONEN et al. publicaram o trabalho onde descreviam
um aprimoramento da idéia inicial dos tissue sausage blocks. As diferentes
amostras de tecido eram dispostas nos blocos receptores de forma
ordenada, com coordenadas pré-estabelecidas, referidas como tissue
microarray (TMA), utilizando um aparelho desenvolvido para essa finalidade
(Beecher Instruments®, Silver Springs, MD, USA). Dessa maneira obtinham
um controle mais preciso da ordenagao e colocacao das amostras de tecido
no bloco receptor.

A técnica dos TMA tem vantagens significativas em relagdo aos
“‘multi-tissue blocks” ou “sausage blocks”. A forma cilindrica regular e o
pequeno didmetro dos espécimes retirados dos blocos doadores maximizam
a amostragem dos TMA, isto &, permitem que se coloque maior numero de
amostras em cada bloco receptor e minimizam os danos aos blocos
doadores, com melhor preservagdo das amostras ou blocos originais,

possibilitando analises complementares subsequentes.

2.3.2 Montagem dos TMA

De acordo com a intencdo do estudo, definem-se as caracteristicas
histolégicas que devem estar representadas nos casos que serdo colocados
nos “arrays” e resgatam-se as laminas e blocos correspondentes dos
arquivos.

Os patologistas revéem todos os casos, registram o conjunto dos
fatores histologicos relevantes e eventualmente prognésticos (em tumores,

grau e diferenciagao histologicos, grau nuclear, margens, invasao vascular,
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margens, etc.) e reclassificam as doengas de acordo com as nomenclaturas
mais recentes quando necessario. Depois, selecionam e marcam as areas
mais representativas nas laminas coradas pela hematoxilina e eosina para
orientar a puncao posterior dos blocos doadores correspondentes.

A seguir, levantam-se dos arquivos os blocos correspondentes as
areas marcadas nas laminas dos cortes finteiros’, colocando-os
ordenadamente da maneira que ficardo dispostos nos blocos dos TMA.
Deve-se gerar um arquivo (permanente, rastreavel e resgatavel) para definir
e armazenar todas as informagdes referentes a cada um dos cilindros que
comporao o TMA (no programa Excel, por exemplo), com suas coordenadas
X e Y no bloco receptor correspondente. A Figura 6 ilustra o principio de

construcao e aplicacao pratica dos TMA.
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Fonte: Yale University School of Medicine (2007)
Figura 6 - Principio da construgéo e aplicagao pratica dos TMA.

Cada uma das bidpsias obtidas dos blocos doadores é colocada num
bloco receptor, onde foram previamente feitos cilindros vazados para

recebé-las, organizados em coordenadas definidas, permitindo a
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identificacdo exata de cada amostra. A vantagem do arranjo preciso dos
cilindros de tecido em coordenadas X e Y é a facilitacdo da analise
microscopica (manual ou automatizada).

Para que a montagem fisica dos TMA seja a mais precisa possivel &
recomendavel o uso de aparelhos especificos (neste estudo foi utilizado o
aparelno da empresa Beecher Instruments®), que possui um ajuste
automatico que possibilita a definicdo das coordenadas e determina a
profundidade dos cilindros receptores de acordo com os cilindros a serem
transferidos.

O diametro de cada cilindro pode variar de 0,6 a 2 mm. Com cilindros
de 0,6 mm, conseguem-se colocar até 1.000 exemplares de tecido em
blocos de TMA de 45 x 20 mm. Blocos com maior densidade de cilindros ou
blocos receptores maiores poderiam conter maior numero de amostras por
array, ampliando a magnitude dos espécimes disponiveis para cada analise
(KONONEN et al. 1998; BUBENDOREF et al. 2001).

A espessura (‘profundidade’) de cada cilindro de tecido € de 3 a 4
mm. Cerca de 200 secg¢des histologicas de 4 a 8 um podem ser realizadas
de cada bloco de TMA, de acordo com a espessura original dos cilindros de
tecido nele contidos. A cada 202. secgao cora-se pela hematoxilina / eosina
uma lamina para o controle de representatividade do tecido amostrado.

Para facilitar os cortes histologicos, pode-se utilizar uma fita adesiva
(Instrumedics®, Hackensack, New Jersey) que auxilia a transferéncia das

fitas de tecido para as laminas.
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O técnico que prepara e monta os TMA deve ser paciente, talentoso e
bastante experiente em técnicas histolégicas, com um periodo de
treinamento que permita a realizagao de varias centenas, sendo milhares de
puncdes em blocos receptores e doadores preparados especialmente para
tal fim.

De cada bloco ‘doador podem ser obtidos varios cilindros, com
minimo dano ao fragmento original. Num bloco de parafina com um
fragmento de tecido ou tumor com area de 18 x 18 mm é possivel realizar-se
até 300 biopsias cilindricas. Dessa forma, ¢é possivel construir-se
simultaneamente multiplos blocos de arrays de tecido com coordenadas
idénticas e caracteristicas histolégicas muito semelhantes, principalmente
nos casos onde ha homogeneidade do tecido nas lesdes (ex: linfomas NH,
tumores soélidos nao-heterogéneos). Secgbes histologicas dos blocos de
TMA permitem a analise em paralelo para a detecgdo de DNA (fluorescence
in situ hybridization - FISH), RNA (mRNA ISH) ou proteinas
(imunoistoquimica — 11Q) que possam servir como alvos prognosticos e
terapéuticos potenciais, ou para a caracterizacdo da expressao dos mesmos
nas diferentes amostras.

Se a espessura do tecido nos cilindros for de 3 a 4mm, e houver
tumor ou tecido de interesse com distribuicdo homogénea em toda a
extensdo do fragmento, podem ser feitos até 300 cortes histolégicos do
bloco receptor, resultando em 90,000 analises in situ do material proveniente
do bloco original, ao invés de apenas 300 pela técnica convencional

(KONONEN et al. 1998; BUBENDOREF et al. 2001).
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Isto permite a analise consecutiva de um grande numero de
marcadores moleculares e a construcao de um imenso banco de dados de
caracteristicas genotipicas e fenotipicas de regides praticamente idénticas
de tecidos e tumores, podendo ser utilizados tecidos humanos, animais,
vegetais e culturas de células (BUBENDOREF et al, 2001). A correlagéo de
todas essas informagdes com os dados de acompanhamento e evolucio
permite a validagdo dos marcadores ‘emergentes’ e sua aplicagao a pratica
clinica (PALACIOS et al. 2005).

Questiona-se o quanto a heterogeneidade tumoral afetaria a validade
da técnica dos TMA. Essa questao foi extensamente avaliada em diferentes
estudos da literatura.

A escolha das éareas mais representativas de cada tumor (por
exemplo, as areas pouco diferenciadas) a serem ‘biopsiadas’ ou retiradas de
cada bloco doador minimiza os efeitos da heterogeneidade tumoral, aumenta
a representatividade e a consisténcia dos resultados dos estudos dos TMA,
demonstrando-se excelente reprodutibilidade dos resultados obtidos em
relacdo aos dos estudos com técnicas convencionais (ZHANG et al. 2003;
BHARGAVA et al. 2004; PRALL et al. 2004; AALTONEN et al. 2006;
DEMICHELIS et al. 2006; RUIZ et al. 2006; SEBASTIANI et al. 2006).

Em tumores que apresentam heterogeneidade significativa
recomenda-se a realizagao de pelo menos dois (2) cilindros para a obtengéo
de maior representatividade das lesdes. Em casos de cancer de mama, dois

(2) cores de 1,0 mm tém de 95 a 98% de correspondéncia dos resultados
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nos TMA com os obtidos nos estudos convencionais (TORHORST et al.
2001).

Num dos trabalhos iniciais com a metodologia de TMA, usando
cilindros com 0,6 mm de didmetro, KONONEN et al. (1998) obtiveram 84%
de concordancia na comparagao da quantificacdo bioquimica dos receptores
de estrégeno tanto com os TMA quanto com os métodos convencionais.

Podem-se colocar varias bidopsias de cada tumor ou caso em cada
bloco de TMA, sendo que a definicdo do numero minimo adequado varia de
acordo com o objetivo do estudo em questao.

Quase todos os tumores malignos retém suas caracteristicas
histolégicas na espessura de 3 a 4 mm. Lesdes benignas, alguns tumores
bem diferenciados, bem como tecidos glandulares normais retém suas
caracteristicas por algumas dezenas de cortes (1 a 2 mm).

Dessa forma, os TMA tém sido muito uteis para estudos de
caracterizacdo e validacdo de marcadores biomoleculares em arquivos com

grande numero de casos (FERGENBAUM et al. 2004).

2.3.3 Coloracéao e analise dos TMA

Os TMA sao adequados para a realizagao de todas as analises in situ,
da mesma forma que os cortes convencionais de tecido.

Uma das grandes vantagens dos TMA é a reprodutibilidade da
padronizacao técnica das reacdes em nivel sem precedentes. As laminas
sao colocadas numa unica cuba, em concentracbes e temperaturas

absolutamente idénticas. O tempo entre a secgao histolégica do material
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emblocado e de seu processamento € também o mesmo para cada caso
(cilindro). A espessura dos cortes histologicos € idéntica.

Ha uma diferenga sensivel da homogeneidade da qualidade das
reacbes nas laminas de TMA em relagdo as técnicas convencionais de
processamento, onde é necessario maior grau de tolerancia das diferengas
de variabilidade dos parametros acima, dado o significativo grau artesanal
do preparo, mesmo com a utilizagao de aparelhos automatizados de 11Q.

Um dos parametros que pouco se pode alterar, tanto na analise
convencional quanto nos TMA, é a fixacao inicial das amostras originais dos
tecidos e tumores. Cada paciente é operado em tempos diferentes, e as
condigdes de fixacdo e manipulagdo das pegas cirurgicas acabam tendo
uma grande variabilidade (concentragdo do formol, tamponamento da
solucao, tempo de fixagcao, tempo de processamento, qualidade dos alcoois
e xilol no processamento histolégico, qualidade e temperatura da parafina,

tempo de armazenamento nos blocos).

2.3.4 Leitura das laminas, tabulacdo dos dados e resultados

E fundamental para a andlise e interpretacéo dos resultados que seja
feito o arquivo preciso de todas as informacdes referentes a cada um dos
cilindros que comporao o TMA, com suas coordenadas X e Y no bloco
receptor correspondente. Esses arquivos devem ser permanentes,
rastreaveis e facilmente acessiveis e resgataveis, caso contrario perdem-se

todas as inumeras vantagens proporcionadas pela técnica.
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A maior parte do trabalho (aproximadamente 90%) constitui-se na
analise histopatoldgica artesanal dos patologistas, tanto na fase de escolha
dos casos para a confeccdo dos TMA, reclassificacdo das lesbes, quanto na
analise dos resultados dos exames de imunoistoquimica, FISH, etc., que é
realizada de modo extremamente semelhante as anadlises teciduais
convencionais, consumindo tempo consideravel de analise e compilacdo dos
resultados.

Ja existem diversos programas digitais para a leitura, captagao das
imagens, interpretacdo e armazenamento automatizado dos dados, que
facilitam a analise global e correlagdo dos dados clinicos com os resultados
obtidos, bem como o resgate rapido dessas informagdes, a revisdo das
imagens das reacgdes e estudos comparativos de reprodutibilidade de
critérios diagnésticos e interpretativos (LIU et al. 2002; CHEN et al. 2004).

Entretanto, sua disponibilidade em nosso meio ainda é restrita.
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OBJETIVOS

Considerando-se que a expressao do tipo de CK e de outros

marcadores epiteliais € decorrente do grau de diferenciacao epitelial e que a

diferenciagao histologica € um dos fatores principais na determinagado do

prognostico das neoplasias, as hipoteses deste trabalho s&o:

1.

Construcdo de TMAs com casos de carcinomas mamarios dos
arquivos do Hospital do Cancer de Sao Paulo, diagnosticados no
periodo de 1980 a 2005, que poderao ser utilizados em trabalhos
posteriores.

Verificar o padrdao de expressdo de CKs que apresente relevancia na
determinagdo do comportamento biolégico dos carcinomas da mama,
utilizando as técnicas de tissue microarrays e imunoistoquimica.
Verificar o padrao de expressao de marcadores biolodgicos (p53, p63,
c-erbB-2, Ki-67, EGFR, ezrina, psoriasina) no grupo total e subgrupos
de pacientes da amostra.

Subdividir o grupo total de pacientes em subgrupos pré-definidos de
acordo com a expressao dos receptores hormonais, escore de HER2
e das citoceratinas basais (CK 5,6, CK 14 e CK 17) e verificar sua
eventual associacdo com a evolucédo clinica.

Correlacionar o perfil de expressdao das CKs com os diferentes

marcadores moleculares (receptores hormonais, Ki-67, HER2, EGFR)
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e anatomopatoldgicos (grau histologico, grau nuclear, status nodal,
tamanho do tumor) com relevancia progndstica.

Caracterizar e comparar o comportamento biolégico dos carcinomas
ductais infiltrativos de nossas pacientes em relagdo ao descrito na

literatura mundial.
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4 CASUISTICA E METODOS

A partir dos arquivos do Departamento de Anatomia Patologica do
Hospital do Cancer do periodo de 1980 a 2005 foram selecionados 1.167
casos de pacientes femininas com diagndéstico de carcinoma ductal invasivo
de mama de diferentes graus histologicos e estadios clinicos, incluidos em 4
blocos de tissue microarrays (TMA). O critério principal de incluséo foi haver
representacdo suficiente de tecido neoplasico nos blocos de parafina
originais para a realizagdo dos TMA, de modo que restasse amostra
significativa da lesdao primaria para analises posteriores. Priorizou-se a
escolha de casos com a maior disponibilidade possivel de informagdes e
acompanhamento clinicos, porém foram também incluidos casos do arquivo
com curto seguimento, uma vez que poderiam ser utilizados nas analises
comparativas da expressao dos diferentes marcadores e correlagdo com as
caracteristicas histologicas. Esses casos com curto seguimento foram
excluidos, entretanto, das analises de sobrevida.

Os prontuarios clinicos foram revistos, anotando-se em ficha de dados
criada para este propédsito (Anexo 1) as informagdes clinico-patologicas
relevantes (dados demograficos, estadiamento anatomopatolégico, dados de
seguimento e sobrevida, terapéutica adjuvante, recidivas), inseridas em
planilha de Excel. O seguimento clinico teve inicio considerado como a data
do diagndstico até a data do Oobito ou da ultima consulta. Foram

considerados como perda de seguimento clinico aqueles casos de pacientes
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que nao retornaram para duas consultas de controle ou por mais de 12
meses, sem que se tivesse obtido informacdes sobre a evolugao clinica ou
Obito. Os casos com perda de seguimento clinico foram devidamente
censurados das analises estatisticas de sobrevida.

Revisamos os prontuarios clinicos, estando completos os de 1.128
casos. Em 39 pacientes restantes da amostra desta analise havia apenas o
laudo anatomopatoldgico original e / ou parte do prontuario disponivel para
reviséo (3,3% do total de 1.167 casos).

De todos os casos selecionados foram resgatadas as laminas
originais coradas pela hematoxilina / eosina e os blocos correspondentes de
material incluido em parafina, dos quais foram feitos novos cortes
histoldégicos. Foi realizada revisao das novas laminas (cortes convencionais)
para confirmacgédo do tipo histolégico e determinagdo do grau histolégico e
nuclear (graduagéao histolégica), seguindo-se os protocolos estabelecidos em
literatura (TODD et al. 1987; ROSEN e OBERMAN 1993; ELLIS e ELSTON
1998; SOBIN e WITTEKIND 2006), sumarizados abaixo. A revisao
histolégica foi feita previamente a realizagdo das reagdes 1IQ e de forma
independente do conhecimento dos dados clinicos. Nas |aminas
convencionais foram marcadas areas representativas do componente
invasor para orientar das perfuragdes e obtengcdo dos cilindros para a

confeccéo dos TMA.
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4.1 DADOS CLINICOS E DEMOGRAFICOS

Os periodos de tratamento das pacientes incluidas na amostra total

estao relacionados na Tabela 3.

Tabela 3 — Distribuigdo dos casos segundo o ano de inicio do tratamento.

Ano do inicio do tratamento No. casos %
1980-1985 13 1,2
1986-1987 18 1,6
1988-1989 44 3,8
1990-1994 563 48,3
1995-2000 396 34,1
2001-2002 46 3,9
2003-2005 43 3,7
Sem informagao 44 3,77
Total 1167 100,00

A partir dos levantamentos dos prontuarios clinicos, obtivemos

informagbes referentes a

realizacdo de quimioterapia adjuvante e

neoadjuvante, hormonioterapia e radioterapia pré e / ou pos-operatoria. Os

dados foram dispostos resumidamente nas Tabelas 4 e 5, a seguir, uma vez

que nao constituiam o foco principal de nosso estudo atual.
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Tabela 4 — Pacientes submetidas a quimioterapia adjuvante, neoadjuvante e

hormonioterapia.

QT NEOAJ QT ADJ HT
No. Casos % No. Casos % No. Casos %
NAO 853 73,09 434 37,19 597 51,16
SIM 233 19,97 641 54,93 488 41,82
NA 81 6,94 92 7,88 82 7,03
Total 1167 100,00 1167 100,00 1167 100,00

NA: n&o avaliavel
QT ADJ: quimioterapia adjuvante
QT NEOAJ: quimioterapia neo-adjuvante

HT: hormonioterapia

Tabela 5 — Pacientes submetidas a radioterapia pré ou pds-operatéria.

RXT PRE RXT POS
No. Casos % No. Casos %
NA 86 7,37 82 7,03
NAO 1036 88,77 243 20,82
SIM 45 3,86 842 72,15
Total 1167 100,00 1167 100,00

NA: ndo avaliavel
RXT PRE: radioterapia pré-operatoria
RXT POS: radioterapia pds-operatéria

Em 1.100 casos os prontuarios clinicos continham dados sobre
historia familiar de cancer de mama, informados pelas préprias pacientes.
Dessas, 873 pacientes informaram n&o ter historia familiar. Daquelas com
algum caso na familia (graus variados de parentesco), 179 tinham apenas
uma parente, 44 pacientes tinham duas parentes, 3 pacientes tinham 3

parentes e apenas uma (1) paciente tinha 4 parentes com cancer de mama.
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A informagado sobre a cor da pele estava disponivel em 1.104
prontuarios de pacientes. A maioria dos casos foi referida como “cor branca”,
com 948 pacientes. Tivemos 99 casos de pacientes com cor “negra, parda

ou mulata” e 57 casos de pacientes “amarelas”.

4.1.1 Tempo de seguimento

O seguimento clinico variou de 1 més a 255 meses, segundo a Tabela
6, abaixo. Fizemos as analises de distribuicdo dos casos segundo o tempo
de seguimento para os grupos estudados: (1) doenga localizada - EC l e ll; e
(2) doenga avangada - EC lll e 1V, dispostas abaixo lado a lado para facilitar
a visualizagcédo dos dados da amostragem (Tabela 6).

Tabela 6 - Tempo de seguimento clinico (meses) segundo estadios clinicos
agrupados.

Tempo de seguimento EC I e ll (meses) EC lll e IV(meses)
Minimo 2 1
Percentil 25 41 22
Mediana 72 45
Média 75,94 57,09
Percentil 75 104 82,5
Maximo 255 189

4.1.2 Evolucao clinica
Segundo o levantamento dos dados de evolugdo clinica registrados
nos prontuarios hospitalares, dividimos as pacientes nos grupos

relacionados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Numero de casos por evolugao clinica (EC | a IV).

Evolucéo clinica No. Casos % total % casos validos

Vivas sem evidéncia de doenca 526 45 47,9
Obitos pela doenca 447 38 40,7
Obitos - outras causas 42 3,6 3,8

Vivas com doenca 72 6,2 6,6

Perda de seguimento clinico 12 1 1.1

Total 1099 94 100
Ignorada 68 5,8

Total 1167 100

4.1.3 Estadiamento clinico
O estadiamento clinico foi realizado segundo a classificagdo TNM

(SOBIN e WITTEKIND 2006 - Anexos 2 e 3).

Tabela 8 - Distribuicdo dos casos segundo os estadios clinicos.

No. Casos % total % casos validos

Estadio | 73 6,3 6,5
Estadio Il 444 38 39,4
Estéadio Il 524 44,9 46,5
Estadio IV 87 7,5 7,7
Subtotal 1128 96,7 100
Estadio ignorado 39 3,3

Total 1167 100

A divisao do grupo total das pacientes em dois subgrupos de doenca
localizada (EC | e Il) e avancada (EC Ill e IV) esta discriminada abaixo

(Tabela 9).
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Tabela 9 - Distribuicdo dos casos segundo os estadios clinicos agrupados.

No. Casos % % casos validos
Estadios | e Il — Doenga localizada 517 44,3 45,8
Estadios lll e IV — Doenca avangada 611 524 54,2
Subtotal 1128 96,7 100
Estadio ignorado 39 3,3
Total 1167 100

A variacdo das idades em cada grupo de estadios clinicos esta

registrada nas Tabelas 10 e 11, a seguir.

Tabela 10 — Distribuicdo das pacientes segundo idade e estadiamento
clinico.

IDADE EClell EClllelV EClalVv
Minimo 26 anos 24 anos 24 anos
Percentil 25 47 anos 44 anos 46 anos
Mediana 55 anos 54 anos 55 anos
Média 56,07 anos 54,73 anos 55,32 anos
Percentil 75 66 anos 64 anos 65 anos

Maximo 92 anos 94 anos 94 anos
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Figura 7 — Distribuicdo das idades — Estadios clinicos | a IV

Tabela 11 - Distribuicdo das pacientes segundo idade estratificada (até 50
anos ou mais de 50 anos) e estadios clinicos agrupados.

EClell EClllelV Total
Até 50 anos N (%) 183 (43,10) 242 (56,9) 425 (100)
Idade
> 50 anos N (%) 316 (47,6) 348 (52,4) 664 (100)
Total de casos com dado N (%) 499 (45,80) 590 (54,2) 1089 (100)

Segundo as informagdes coletadas no levantamento dos prontuarios
clinicos, a distribuicdo das pacientes segundo o status menopausal foi

colocada na Tabela 12.
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¢ao dos casos segundo status menopausal.

Estadios l e ll Estadios lll e IV Total

No.casos (%) No.casos (%) No.casos (%)
Pré-menopausa 180 (42,1) 248 (57,9) 428 (100,0)
Pb&s-menopausa 311 (46,8) 353 (53,2) 664 (100,0)
Total 491 (45,0) 601 (55,0) 1092 (100,0)

O tamanho tumoral foi obtido segundo os laudos originais dos exames

anatomopatolégicos, uma vez que essa informagado é colhida durante o

exame macroscopico da pega cirurgica. A variagao foi de 0,4 a 22,0 cm, com

média de 4,42 e mediana de 4,0 cm (desvio-padrao de 2,61 cm).
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Distribuicdo do Tamanho tumoral (pT)
por estadio clinico
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Figura 9 — Distribuicdo de casos segundo tamanho tumoral (pT) e

estadiamentos clinicos.

4.1.4 Graduacao histolégica

Adotamos em nosso trabalho a graduagao de Nottingham (ELSTON e
ELLIS 1991), que depende da extensdo da formacéo de tubulos, do grau de
pleomorfismo nuclear e da contagem mitética. A cada uma dessas variaveis
€ atribuido um escore de 1, 2 ou 3, e 0s escores sao somados para a
obtencdo de uma graduagado final (Quadro 3). O escore mitético é
determinado pelo numero de mitoses encontradas em 10 campos de grande
aumento (CGA) nas areas com maior atividade mitotica do tumor. Devido as
variagdes no didametro do campo microscopico de acordo com o modelo do
microscopio utilizado, deve-se adaptar a pontuacdo dos escores com auxilio
de uma tabela proposta pelos autores do método (ELSTON e ELLIS 1991).

A reviséo de todos os casos foi realizada pela patologista (MMAS) em

microscopio 6ptico [marca Zeiss — lente de 40x — S40 / 0,65 (160 / 0,17)]
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para a confirmagado dos tipos histolégicos, graduagdo dos carcinomas e
escolha das areas adequadas para a obtencdo dos cilindros que

compuseram os blocos dos TMA.

Quadro 3 - Sistema de graduagao de Nottingham.

Caracteristica Escore

Formagao de tubulos
Presente na maioria do tumor (> 75%)
Moderada: 10 a 75% do tumor

Minima: < 10% do tumor

Pleomorfismo nuclear
Nucleos pequenos e regulares 1
Moderada hipertrofia e irregularidade

Acentuada variacao de tamanho, nucléolos, cromatina grosseira

Contagem mitética*
Até 12 mitoses por 10 CGA 1
Entre 13 e 24 mitoses por 10 CGA
Mais que 24 mitoses por 10 CGA

Graduacao final Soma dos escores
Grau | 3-5
Grau ll 6-7
Grau lll 8-9

* Valores ajustados para o campo microscopico utilizado neste estudo

CGA: campo de grande aumento
Fonte: Adaptado de ELSTON e ELLIS (1991)

A distribuigdo de casos segundo o grau histolégico foi: grau
histologico 1 — 161 casos (13,8%); grau histolégico 2 — 664 casos (56,9%); e

grau histolégico 3 — 342 casos (29,3%) (total de 1.167 pacientes).
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4.1.5 Confeccao dos blocos e laminas dos TMA

Foi obtido um cilindro de cada bloco original do tumor utilizando-se um
instrumento de precisdo especial para a confeccdo dos TMA (Beecher
Instruments®, Silver Spring, Maryland), conforme descrito em protocolos da
literatura (KONONEN et al. 1998).

O didmetro de cada cilindro dos blocos de TMA confeccionados para
este estudo foi de 1,0 mm; a distancia entre os cilindros no bloco receptor foi
de 0,2 mm. Cada bloco possui um total de 320 cilindros de tecido, dispostos
em coordenadas correspondentes a 16 colunas e 20 linhas (designagoes
das linhas de 1 a 20; designacdes das colunas de A a P). Do total de 1280
cilindros, 4 correspondem a um fragmento de tecido hepatico usado como
marcador das coordenadas “A-1” dos TMA, utilizados para a orientacdo da
leitura das laminas e identificacdo dos casos. Foram excluidos da presente
analise 109 casos por serem de outros tipos histolégicos que nao carcinoma

ductal invasivo.

Figura 10 — Foto dos blocos dos tissue microarrays deste estudo
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Os cortes histolégicos obtidos dos blocos de TMA, com espessura
média de 4u, foram dispostos em laminas especiais eletricamente
carregadas (Instrumedics Inc.), com auxilio de adesivos sensiveis a luz
ultravioleta (Microsystems Inc. ®) para facilitar sua orientagdo apds a
microtomia.

Os quatro blocos de TMA foram submetidos a cortes seriados, com
uma meédia de 100 laminas cortadas para cada um, numeradas
sequencialmente de acordo com o nivel de corte (de 1 a 100), restando
ainda material suficiente para novas secgdes histolégicas nos blocos dos
arrays. Aquelas laminas que nao foram utilizadas para as reagdes deste
estudo de 1l1Q tiveram suas superficies parafinizadas e foram mantidas em
freezer a -70°C para melhor preservacéo da antigenicidade dos marcadores.
Foi realizada coloragédo pela hematoxilina/eosina de uma lamina a cada 20
niveis de cada um dos blocos para o controle histolégico da representagéo
do tumor de cada caso nas diferentes areas do tumor nos cilindros (niveis 1,

20, 40, 60, 80 e 100).

4.2 ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO (lIQ)

O estudo 1IQ foi realizado com anticorpos que reconhecem as
diversas citoceratinas, receptores de estrogeno e progesterona, Ki-67
(marcador de proliferagdo celular), receptores de fatores de crescimento
epidérmico (c-erbB-2 e EGFR), ezrina e psoriasina. As reagdes para cada

marcador foram realizadas em duplicata, simultaneamente, utilizando-se
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niveis distantes da amostra dos blocos, dispostos em 2 laminas separadas
(62 ou 63 niveis de diferenga entre as secgdes utilizadas nas reagdes que,
com a espessura média de 4y, resultam numa distancia de cerca de 250p),
para que houvesse representacdo de diferentes células ou areas de cada
tumor / amostra. No Quadro 4 estdo discriminados os niveis de cada bloco
nos quais foram realizadas as reag¢des de imunoistoquimica.

As reagbes de imunoistoquimica seguiram os protocolos
padronizados especificos preconizados pelos fabricantes, conforme descrito

em literatura para cada marcador. Todas as reacdes tiveram controles

positivos e negativos corridos paralelamente as laminas do estudo.

Quadro 4 — Niveis dos blocos dos TMA em que foram realizadas as reacdes

de llQ.

NIVEIS
MARCADOR BLOCO 5 BLOCO 6 BLOCO 7 BLOCO 8
CK5,6 21/83 21/83 21/83 21/83
CK8 69/6 6/69 69/6 6/69
CK13 65/2 2/65 65/2 2/65
CK14 3/66 3/66 66/3 3/66
CK17 14/76 76/14 14 /76 14 /76
CK18 13/75 75/13 75713 13/75
ER 71/8 8/71 8/71 8/71
PR 7219 9/72 9/72 9/72
Ki-67 68/5 5/68 5/68 5/68
p53 11/73 11/73 73 /11 11/73
c-erbB-2 12/74 12/74 12/74 12/74
p63 16/78 16/78 78116 16/78
EGFR 4/67 467 67/4 4/67
EZRINA 15/77 15/77 15/77 15/77
PSORIASINA 17/79 17/79 17/79 17/79
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O Quadro 5 mostra a lista completa dos 15 anticorpos utilizados, com
os respectivos clones, fabricantes, diluicbes e método de recuperacao
antigénica.

A leitura de todas as laminas de cada anticorpo (4 blocos, em
duplicata) foi realizada num sé dia para diminuir a variabilidade de
interpretacéo intra-observador (MMAS). Houve pequena variagdo na
resultante final dos marcadores nos diferentes niveis, sendo considerada a
média dos resultados para a analise estatistica. Nos casos onde ocorreu
descolamento do tecido numa das laminas durante o processamento ou
onde ndao mais houvesse representacao de células neoplasicas considerou-
se apenas o resultado do disco presente (ou adequado) para a analise.
Quando ndo havia amostragem celular adequada em nenhum dos cortes

dos dois cilindros, o caso foi excluido da analise para o respectivo marcador.
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Quadro 5 — Anticorpos e protocolos de reacao utilizados.

) o Solucéo Método Sistema

Anticorpo Marca Clone |Diluicéo .
recuperante recuperacdo | amplificacéo

CK 5,6 DAKO D5/16B4 1/100 |EDTA/TRIS pH 9,0 BM NLMPN
CK 8 DAKO 35bH11 1/100 | CITRATO pH 6,0 PP NLMPN
CK13 NovoCastra| KS1A3 1/200 | CITRATO pH 6,0 PP NLMPN
CK14 Biogenex LL002 1/400 | CITRATO pH 6,0 PP NLMPN
CK17 NovoCastra E3 1/20 CITRATO pH 6,0 PP NLMPN
CK18 DAKO DC10 1/50 CITRATO pH 6,0 PP NLMPN
ER Neomarkers SP1 1/1000 | CITRATO pH 6,0 PP NLMPN
PR DAKO 636 1/2000 | CITRATO pH 6,0 PP NLMPN
Ki67 DAKO KiS5 1/300 | CITRATO pH 6,0 PP NLMPN
p53 DAKO DO-7 1/2000 | CITRATO pH 6,0 PP NLMPN
cerbB2 DAKO policlonal | 1/1000 | CITRATO pH 6,0 PP NLMPN
p63 DAKO 4A4 1/2000 |EDTA/TRIS pH 9,0 BM NLMPN
EGFR NovoCastra | EGFR-113| 1/40 CITRATO pH 6,0 PP NLMPN
EZRINA | Neomarkers 3C12 1/2000 | CITRATO pH 6,0 PP NLMPN
Psoriasina | Imgenex 47C1068 | 1/4000 | CITRATO pH 6,0 PP NLMPN

BM: banho-maria
PP: panela de presséo elétrica

NLMPN: NovoLinK Max Polymer-Novocastra

A avaliacdo das reagdes imunoistoquimicas foi feita de forma semi-
quantitativa (MMAS), considerando-se neste trabalho apenas o numero
percentual de células marcadas. O fato das reacbes terem sido feitas
simultaneamente para cada anticorpo uniformizou eventuais variagdes da
intensidade de marcacao.

A leitura das laminas de imunoistoquimica foi realizada em
microscopio 6ptico comum (MMAS). Os resultados foram avaliados semi-

quantitativamente e classificados em relagdo ao padrao especifico de
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expressao para cada anticorpo (Quadro 6) e ao numero de células positivas

(Quadro 7).

Quadro 6 - Padrées de imunomarcagao dos anticorpos.

Anticorpos Padrdes de imunomarcacéo

Ki-67 Nuclear

ER Nuclear

PR Nuclear

p53 Nuclear

p63 Nuclear

CK5,6 Citoplasmatico e de membrana incompleto*
CK8 Citoplasmatico e de membrana incompleto*
CK13 Citoplasmatico e de membrana incompleto*
CK18 Citoplasmatico e de membrana incompleto*
ezrina Citoplasmatico e de membrana incompleto*
CK14 Citoplasmatico e de membrana granular irregular
CK17 Citoplasmatico

psoriasina Citoplasmatico

c-erbB-2 membrana

EGFR Membrana e citoplasmatico*

* especificados nas tabelas
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Quadro 7 - Gradacao das reacdes de imunoistoquimica de acordo com o
numero de células marcadas.

Quantificacao Grau

Nenhuma célula positiva 0
< 10% das células positivas
10-50% das células positivas

51-90% das células positivas

A WO N -

> 90% das células positivas

Conforme exposto na revisdo da literatura, ndo ha consenso dos
relatos sobre os critérios para os niveis de corte utilizados na semi-
quantificacdo das reagdes imunoistoquimicas. Mesmo para os marcadores ja
estabelecidos, tais como receptores hormonais e proteina p53, ha relato de
valores divergentes nos diferentes trabalhos. Optamos por graduar e
registrar os achados de imunomarcagao de modo abrangente e semelhante
no caso das citoceratinas, p63, p53, ezrina e psoriasina, para tentar
estabelecer valores de corte para cada marcador e, eventualmente,
aperfeicoar a verificacdo da correlacdo dos resultados com seu real
significado biolégico. Os valores de corte para cada marcador foram
estabelecidos antes da realizagado das analises estatisticas.

O escore final para a analise estatistica foi estabelecido pelo
percentual de células marcadas, agrupando-se os casos graduados como 1
e 2 (fraca ou moderadamente positivos) e os graus 3 e 4 (fortemente
positivos). Os casos sem marcagao celular alguma foram classificados como

negativos (grau 0) (Tabela 13).
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Tabela 13 - Categorizagdo dos casos segundo a percentagem de células

marcadas nas reagdes imunoistoquimicas.

Ki-67
. CK5.6,8,13,  Atividade
Anticorpos ER, PR, ezrina 14,17, 18 EGFR
R ’ . proliferativa
Psoriasina, p63, p53
Negativo (0) Negativo (0) <10%
Fraco / moderado Fraco/moderado . células
- ~ baixa (1)
Classificacéo (1e2) (1e2) marcadas (1)
(graus moderada (2) > 10% de
utilizados) células
Forte (3 e 4) Forte (3 e 4) alta (3e 4) marcadas

2a4)
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A e B: CK 5,6 — marcagéo citoplasmatica e membrana (parcial) (A - 100x e B - 400x).
C e D: CK 8 - marcacgao citoplasmatica e membrana (C- 100x e D - 400x).

E e F: CK 13 - marcacgao citoplasmatica e membrana (E - 20x e B - 40x).
Figura 11 — Padrdes de expressdao dos marcadores 11Q (CK5,6; CK8 e
CK13)



A e B: CK 14 - marcagao citoplasmatica e membrana (granular) (A - 100x e B - 400x).
C e D: CK 17 — marcacéo citoplasmatica (C — 40x e D — 100x)

E e F: CK 18 - marcacao citoplasmatica e membrana (parcial) (E e F - 100x).

Figura 12 - Padroes de expressao dos marcadores |1Q (CK14; CK17; CK18)

80
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A e B: c-erbB-2 (HER2) — padrao de membrana (A e B — 400x)

Eb'

C e D: EGFR — padrdes citoplasmatico e de membrana (C — 20x e D — 400x)
E e F: EGFR — padrdes citoplasmatico e de membrana (E — 200x e F — 400x)

Figura 14 — Padrdes de expressado dos marcadores 11Q ( HER2 e EGFR)
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A e B: proteina p63 — expressao nuclear nas células neoplasicas (A — 400x) e em células

basais normais (B — 200x)

C e D: laminas dos TMA - 11Q e HE
Figura 15 — Padrao de expressao 11Q p63 e laminas dos TMA
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A atividade proliferativa, evidenciada pelo anticorpo Ki-67, foi
classificada em baixa (grau 1 - até 10% de células positivas), moderada
(grau 2 - >10% até 50% de células positivas) e alta (graus 3 e 4 - > 50% de
células positivas).

O padrao de imunoexpressao da proteina c-erbB-2 foi avaliado como
o preconizado pelo Herceptest (DAKO® - referido nas tabelas como “Escore
HERZ2”), com escores de 0 a 3+, de acordo com a intensidade de marcagéao
de membrana e o numero de células epiteliais marcadas (Quadro 8).

Consideramos como positivos 0s casos com expressao 3+ para a

analise estatistica.

Quadro 8 — Imunoexpressao da proteina c-erbB-2 segundo o preconizado
para o Herceptest (DAKO®) (escore de HER2).

Escore Padrdo de imunomarcacéo status HER-2/neu

Imunomarcacao negativa ou positiva em menos de )
0 . . Negativo
10% das células tumorais

Imunoreagao fraca, quase imperceptivel, detectada
1+ em mais de 10% das células tumorais. Somente parte Negativo
do contorno da membrana é marcada

Imunoreagao fraca a moderada observada em mais| Positividade fraca

2+
de 10% das células tumorais ou Indefinido
Imunoreacao forte e completa desenhando todo o

3+ contorno da membrana em mais de 10% das células| Positividade forte

tumorais
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De acordo com os resultados das reagdes 11Q, foram identificados

cinco (5) subgrupos de casos caracterizados pela presenga ou auséncia de

expressao de alguns dos marcadores, conforme especificado abaixo:

1.

Basaldide: negatividade para receptores hormonais (ER e PR),
negatividade para HER2, com positividade de uma ou mais das
citoceratinas basais (CK 5.6, CK 14 e CK 17).

Receptores hormonais positivos — HER2 negativos: positividade para
um dos receptores hormonais (ER+ e / ou PR+); negatividade para
HER2 (HER2-).

HER2 positivos / receptores hormonais negativos (ER- e PR-).
Receptores hormonais positivos — HER2 positivos: positividade para
um ou ambos os receptores hormonais (ER+ e / ou PR+); positividade
para HER2 (HER2+)

“Null”: grupo com negatividade para receptores hormonais, HER2 e

CKs basais (ER-, PR-, HER2-, CKs basais -).

Os casos do grupo “Null” evidenciaram positividade variavel para os demais

marcadores, o0 que atesta a preservacgao do tecido para as analises.

4.3 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS E RESULTADOS

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se os programas de

computador SPSS v13 (SPSS Inc. USA, 2004) e GraphPad Prism v.4.02

(Graphpad Software Inc. USA, 2000). A analise univariada das variaveis
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clinicas e bio-moleculares foi feita pela comparacédo das curvas de Kaplan-
Meier através do teste de Log-rank com nivel de significancia de 5%.

As associagbes entre varidveis categéricas foram realizadas pelo
teste de Quiquadrado (x2). Em todos os testes o nivel de significancia
considerado foi de 5%.

A analise multivariada foi feita através do modelo de riscos
proporcionais de Cox, e a técnica de modelagem utilizada foi a de Stepwise

Forward Selection, com nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

Foram analisados neste estudo 1.167 casos de pacientes cuja reviséo
histolégica das amostras confirmou o diagndstico de carcinoma ductal
invasivo.

A revisdo histologica de todos os casos seguiu as normas da
Classificagao Internacional dos Tumores da Organizagao Mundial da Saude
(OMS) (TAVASSOLI e DEVILEE 2003).

O grupo total de pacientes (estadios clinicos | a IV — EC | a IV) foi
dividido em subgrupos de casos com doenca localizada (estadios clinicos | e
Il — EC | e ll) e com doenga avangada (estadios clinicos lll e IV — EC lll e V).
Essa divisao foi feita com o intuito de poder discriminar e avaliar de forma
mais detalhada as caracteristicas de cada subgrupo, na tentativa de fornecer
informacdes que possam auxiliar na tomada de decisao terapéutica e que
traduzissem de forma mais fidedigna o prognéstico das pacientes.

A distribuicdo das caracteristicas  clinico-demograficas e
histomorfolégicas de cada grupo (grupo total, grupo de doenga localizada —
EC | e Il; grupo de doenga avangada — EC Il e IV), bem como os resultados
da analise da expressdo dos diferentes marcadores imunoistoquimicos

serao relacionados separadamente a seguir.
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Tabela 14 - Associacao dos casos segundo histéria familiar de cancer de

mama e estadiamento clinico agrupado (p = 0,139).

EClell ECllle IV Total
Historia familiar N % N % N % p
Nao 371 34,93 468 44,07 839 79 0,139
Sim 111 10,45 112 10,55 223 21
Total com dado 482 45,39 580 54,61 1062 100

Tabela 15 — Associagdo dos casos segundo a cor e estadios clinicos
agrupados (p = 0,001).

EClell ECllle IV Total
Cor N % N % N % p
Branca 447 47,20% 501 52,80% 948 100,00% 0,001
Negra, parda,
mulata 27 27,30% 72 72,70% 99 100,00%
Amarela 28 49,10% 29 50,90% 57 100,00%
Total 502 45,50% 602 54,50% 1104  100,00%
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5.1 SOBREVIDA GLOBAL

A associagao dos estadios clinicos separados e agrupados (doenga
localizada - EC | e Il; e avangada - EC Ill e IV) com a sobrevida global esta

representada nas Figuras 16 e 17.

Estéadios clinicos 1alV x Sobrevida

125
ECI
1004 ——ECII
S \\ -+-ECIII
8 ™ \ ECIV
£ s \\ P < 0,001
o
wn III|~
25+ '
0 T ) J
0 50 100 150

Tempo de seguimento (meses)

Figura 16 - Associacéo dos estadios clinicos e sobrevida (EC | a IV)

Sobrevida global

125+
EClell

100 ——EClllelV

P < 0,001
50+

Sobrevida %

25+

0 T T T T T
0 25 50 75 100 125

Tempo (meses)

Figura 17 - Estadios clinicos agrupados (EC I-1l x EC llI-IV): associagdo com
sobrevida global.
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O tamanho dos tumores foi obtido segundo os laudos originais dos

exames anatomopatologicos, uma vez que essa informacdo é colhida

durante 0 exame macroscopico da pega cirurgica, com os dados dispostos

na Tabela 16.

Tabela 16 - Associagdo dos casos segundo o tamanho tumoral (pT) e
estadiamento clinico agrupado.

EClell ECllle IV Total
Tamanho tumoral N % N % N % p
Até 2,0 cm (pT1) 134 75,70% 43 24,30% 177 100,00% < 0,001
2,1a5,0cm (pT2) 313 54,90% 257 45,10% 570 100,00%
>5,0cm (pT3) 55 17,00% 269 83,00% 324 100,00%
Total 502 46,90% 569 53,10% 1071 100,00%

3501
300+
2504
200+
1504
1004

504

No. casos

Tamanho tumoral

X

estadios clinicos agrupados

M

o

EC Il ell
E=EC I eV

P < 0,001

L) L)
pT1l pT2

L)
pT3

Tamanho tumoral (TNM)

Figura 18 - Distribuicdo dos casos segundo o tamanho tumoral (pT) e

estadiamento clinico agrupado
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Sobrevida proporcional - pT1-3
125-
pT1
100 ——pT2
754
P < 0,001

Sobrevida (%)

0 T I v
0 50 100 150
TEMPO SEGUIMENTO (meses)

Figura 19 — Sobrevida proporcional de acordo com o tamanho tumoral
(amostra total - EC [ a IV).

5.3 REVISAO HISTOLOGICA

Todos os casos da amostra sao do tipo ductal infiltrativo. A revisao
histolégica realizada (MMAS) seguiu as normas da Classificagéo
Internacional dos Tumores da OMS (TAVASSOLI e DEVILEE 2003). Foram
compilados também os dados referentes a presenga (analise semi-
quantitativa) de necrose tumoral, infiltrado inflamatério peritumoral,
desmoplasia e presencga de carcinoma ductal in situ associado a neoplasia
invasiva. Verificamos a associacao da semi-quantificagdo dos dados com a
evolucdo clinica nas analises estatisticas, sendo que os resultados
significativos foram descritos na Tabela 17.

A graduagao histolégica seguiu o sistema de Nottingham (ELSTON e
ELLIS 1991). A analise da associagao dos resultados com o estadiamento e

evolugdo clinica estado dispostos na Tabela 17 e Figuras 20 e 21.
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Tabela 17 - Distribuicdo dos casos segundo graduagao histologica e
estadiamento clinico (p < 0,001).

EClell EClllelV Total
Grau histolégico N % N % N % p
1 90 56,60% 69 43,40% 159 100,00% < 0,001
2 297 46,50% 342 53,50% 639 100,00%
3 130 39,40% 200 60,60% 330 100,00%
Total 517 45,80% 611 54,20% 1128 100,00%
Estadios clinicos x Grau histolégico
3501
3004
== GHISTO 1
2504 == GHISTO 2
% 200 B GHISTO 3
O
S 1504 P < 0,001
4

1004

50-

O

EC1 EC2
Estadio Clinico

EC3

EC4

Figura 20 — Distribuicdo dos casos segundo o grau histolégico—EC | a IV.



Sobrevida por grau histolégico
EC I-ll e EC llII-IV

93

1251
EClell- GH1
’_\100 =t EC le Il - GH2
S —i—EClell- GH3
S 754 EClile IV - GH1
S ~4+—ECllle IV - GH2
2 504
S —4—ECllle IV - GH3
o
n
25+ P < 0,001
0 T T
0 50 100
Tempo de seguimento (meses)
Figura 21 — Sobrevida de acordo com o grau histolégico (GH) e

estadiamento clinico (EC) agrupado.

O registro das informag¢des morfolégicas de grau nuclear, indice

mitético e intensidade do infiltrado inflamatoério peritumoral esta relacionado

nas tabelas abaixo, segundo a distribuigdo nos estadios clinicos agrupados.

Tabela 18 - Distribuicdo dos casos segundo graduagao nuclear e correlagéao
com o estadiamento clinico agrupado (EC) (p = 0,029)

EClell ECllle IV Total
Grau nuclear N % N % % p
1 11 68,75% 5 31,25% 16 100,00% 0,029
2 173 48,87% 172 49,86% 345 100,00%
3 333 43,42% 434 56,58% 767 100,00%
Total 517 45,83% 611 54,17% 1128  100,00%
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Tabela 19 - Distribuicdo dos casos segundo indice mitotico e correlagdo com
estadiamento clinico agrupado (EC) (p = 0,001).

EClell ECllle IV Total
indice mitético* N % N % N % P
1 348 30,91 342 30,37 690 61,28 0,001
2 165 14,65 257 22,82 422 37,48
3 4 0,36 9 0,8 13 1,15
Total 518 46,00% 608 54,00% 1126 100,00%

* ajustado segundo o didmetro do campo microscopico utilizado neste estudo

Tabela 20 - Distribuicdo da intensidade do Infiltrado inflamatério peritumoral
e correlagao com estadiamento clinico agrupado (p = 0,016).

EClell ECllle IV Total
Infiltrado
inflamatério N % N % N % p
peritumoral
0 24 2,2 33 3,03 57 5,23 0,016
1 343 31,47 340 31,19 683 62,66
2 121 11,1 187 17,16 308 28,26
3 18 1,65 24 2,2 41 3,76
Total 506 46,42 584 53,58 1090 100

A informagao sobre o status nodal foi obtida nos laudos originais do

exame anatomopatologico das ressecgdes cirurgicas (conservadoras ou

radicais). A correlagdo dos casos de acordo com o estadiamento clinico foi

registrada na Tabela 21.
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Tabela 21 - Distribuicao dos casos segundo o status nodal (ndo agrupado) e
estadiamentos clinicos (p<0,001).

EC pNO pN1 pN2 pN3 pNx Total

N % N % N % N % N % N %

I 71 608 0 0 0 0 0 0 0 0 71

Il 239 20,48 199 17,05 O 0 0 0 8 0,69 446 38,22

1 44 3,77 116 9,94 202 17,31 160 13,71 2 0,17 524 449

Y 6 051 6 051 54 463 20 1,7 1 0,09 87 7,46

Ignorado 1 0,09 1 0,09 1 0,09 1 0,09 35 3 39 3,34

Total 361 30,93 322 27,69 257 22,02 181 1551 46 3,94 1167 100

EC: estadio clinico

pNXx: status nodal ignorado ou nao referido no laudo original

250+
=== pNO
200_ | pN1
" == pN2
§ 150 ] = pN3
Z 100+ P < 0,001

z
50+
0- T
ECI ECII EC I EC IV

Figura 22 - Distribuicdo dos casos segundo estadiamento nodal nao

agrupado e clinico.
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Figura 23 - Status nodal ndo agrupado e sobrevida (estadios clinicos | a V)
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Tabela 22 - Distribuicdo dos casos segundo a presenga de metastases
nodais e correlagdo com estadiamento clinico agrupado (P < 0,001).

Meta linfonodal Estadios l e ll Estadios lll e IV Total
N % N % N % p
Nao (pN0) 310 86,10% 50 13,90% 360 100,00% < 0,001
Sim (pN1-3) 199 26,30% 558 73,70% 757 100,00%
Total 509 45,60% 608 54,40% 1117  100,00%

Meta: metastase

Estéadios clinicos
X
status nodal (pN) agrupado

600~
&= N0

5004 . N 1-3
4004

300+

2004
1004
0 I |

EClell EClll e IV

No. casos

Figura 24 — Distribuicdo dos casos segundo estadiamento nodal e clinico
(agrupados) (P < 0,001).
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Figura 25 — Sobrevida segundo status nodal (negativo x positivo) (estadios

clinicos I a IV).

5.4 ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

Na analise das reagdes imunoistoquimicas observamos perda de
alguns cortes de cilindros em decorréncia de descolamento do tecido
durante o preparo técnico. No total da amostra estudada (1.167 casos) a
média de perdas foi de 8,62% (variagao de 6,08 a 21,25% do total de 1.167

casos), com média de representatividade dos casos de 91,37% (Tabela 23).
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Tabela 23 - Numero de casos avaliaveis por marcador (EC | a IV).

MARCADOR Casos avaliaveis (%) Casos ndo-avaliaveis (%)
CK5,6 1118 95,8 49 4,2
CK8 1095 93,8 72 6,2
CK13 1110 95,1 57 4,9
CK14 1115 95,5 52 4,5
CK17 1127 96,6 40 3,4
CK18 1096 93,9 71 6,1
ER 1104 94,6 63 54
PR 1120 96,0 47 4,0
Ki-67 1106 94,8 61 5,2
p53 1133 97,1 34 2,9
Escore HER 1120 96,0 47 4,0
p63 952 81,6 215 18,4
EGFR 1101 94,3 66 57
EZRINA 1113 95,4 54 4,6
PSORIASINA 1115 95,5 52 4,5
MEDIA 1101,6 94,4 65,3 5,6
TOTAL DE CASOS 1167 100,0

Na Tabela 24 estao relacionados os resultados das reacdes |IQ para
todos os anticorpos realizados, e sua associagao com os estadios clinicos
agrupados.

Na Tabela 25, a seguir, estdo dispostos os subgrupos de casos
definidos pelos perfis de expressdo dos marcadores imunoistoquimicos
anteriormente descritos, e sua distribuicdo nos grupos de doenga localizada

€ avancgada.
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Tabela 24 - Distribuicdo dos casos segundo expressao dos marcadores
imunoistoquimicos e estadiamentos clinicos agrupados.

Estadios

Marcador Estadios l el Total p
e v
N % N % N %
CK5,6 Negativo 214  50,20% 212 49,80% 426 100,00% 0,048
Positivo
(até 50%) 221 4230% 302 57,70% 523 100,00%
Positivo
(> 50%) 59  4470% 73 5530% 132 100,00%
Total 494  4570% 587 54,30% 1081 100,00%
CK8 membrana Negativo 2 100,00% O 0,00% 2 100,00% 0,29
Positivo
(até 50%) 14 50,00% 14 50,00% 28 100,00%
Positivo
(> 50%) 476  46,20% 555 53,80% 1031 100,00%
Total 492 4640% 569 53,60% 1061 100.00%
CK8 citoplasma Negativo 366  45,10% 445 54,90% 811 100,00% 0,331
Positivo
(até 50%) 9 4740% 10 52,60% 19 100,00%
Positivo
(> 50%) 117  50,60% 114 49,40% 231 100,00%
Total 492  46,40% 569 53,60% 1061 100,00%
CK 13 Negativo 367 4540% 441 54,60% 808 100,00% 0,401
Positivo
(até 50%) 123 47,90% 134 52,10% 257 100,00%
Positivo
(> 50%) 7 63,60% 4  3640% 11 100,00%

Total 497 46,20% 579 53,80% 1076 100,00%
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Cont. Tabela 24

o Estadios
Marcador Estadios I el Total p
INelv
N % N % N %
CK14 Negativo 471 46,50% 542 53,50% 1013 100,00% 0,045
Positivo
(até 50%) 10 26,30% 28 73,70% 38 100,00%
Positivo
(> 50%) 14 50,00% 14 50,00% 28 100,00%
Total 495 4590% 584 54,10% 1079 100,00%
CK17 Negativo 31 52,50% 28 47,50% 59 100,00% 0,554
Positivo
(até 50%) 260 46,00% 305 54,00% 565 100,00%
Positivo
(> 50%) 210 4510% 256 54,90% 466 100,00%
Total 501 46,00% 589 54,00% 1090 100,00%
Cck1g Negativo
membrana g 60 43,80% 77 56,20% 137 100,00% 0,152
Positivo
(até 50%) 19 33,90% 37 66,10% 56 100,00%
Positivo
(> 50%) 406 46,80% 461 53,20% 867 100,00%
Total 485 4580% 575 54,20% 1060 100,00%
CK18 Negativo
citoplasma g 375 4510% 457 54,90% 832 100,00% 0,02
Positivo
(até 50%) 15 31,30% 33 68,80% 48 100,00%
Positivo
(> 50%) 95 52,80% 85 47,20% 180 100,00%

Total 485 45,80% 575 54,20% 1060 100,00%
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Marcador Estadios l e ll Estadios Total p
elv
N % N % N %
RE Negativo 107 37,40% 179 62,60% 286 100,00% 0,002
Positivo
(até 50%) 111 46,80% 126 53,20% 237 100,00%
Positivo
(> 50%) 275 50,40% 271 49,60% 546 100,00%
Total 493 46,10% 576 53,90% 1069 100,00%
PR Negativo 145 40,30% 215 59,70% 360 100,00% < 0,001
Positivo
(até 50%) 216 44,20% 273 55,80% 489 100,00%
Positivo
(> 50%) 137 58,30% 98 41,70% 235 100,00%
Total 498 4590% 586 54,10% 1084 100,00%
p63 Negativo 42 4290% 56 57,10% 98 100,00% 0,44
Positivo
(até 50%) 143 50,20% 142 49,80% 285 100,00%
Positivo
(> 50%) 254 47,40% 282 52,60% 536 100,00%
Total 439 47,80% 480 52,20% 919 100,00%
p53 Negativo 2 25,00% 6 75% 8 100,00% 0,431
Positivo
(até 50%) 129 4510% 157 54,90% 286 100,00%
Positivo
(> 50%) 375 46,80% 427 53,20% 802 100,00%
Total 506 46,20% 590 53,80% 1096 100,00%
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Cont. Tabela 24

Marcador Estadios l e ll Estadios Total p
lelv
N % N % N %
Psoriasina Negativo 393 44,70% 486 55,30% 879 100,00% 0,246

Positivo
(até 50%) 77 51,30% 73 48,70% 150 100,00%

Positivo
(> 50%) 25 51,00% 24 49,00% 49 100,00%

Total 495 4590% 583 54,10% 1078 100,00%
Ezrin Negativo
citoplasma 9 218 4490% 268 55,10% 486 100,00% 0,008
Positivo
(até 50%) 161  42,10% 221 57,90% 382 100,00%
Positivo
(> 50%) 117 5520% 95 44,80% 212 100,00%
Total 496 4590% 584 54,10% 1080 100,00%
Ezrina Negativo
membrana 9 367 4520% 445 54,80% 812 100,00% 0,31
Positivo
(até 50%) 115 46,90% 130 53,10% 245 100,00%
Positivo
(> 50%) 14 60,90% 9 39,10% 23 100,00%
Total 496 4590% 584 54,10% 1080 100,00%
EGFR < 10%
citoplasma ° 83 4210% 114 57,90% 197 100,00% 0,232

10% ou mais 407 46,80% 462 53,20% 869 100,00%

Total 490 46,00% 576 54,00% 1066 100,00%
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Cont. Tabela 24

Marcador Estadios l e ll Estadios Total p
lelv
N % N % N %
EGFR < 10%
membrana ° 465 46,70% 530 53,30% 995 100,00% 0,048
10% ou mais 25 34,70% 47 65,30% 72 100,00%
Total 490 4590% 577 54,10% 1067 100,00%
Ki-67 Baixa atividade 157 45,00% 192 55,00% 349 100,00% 0,453
Moderada atividade 250 47,60% 275 52,40% 525 100,00%
Intensa atividade 84 42,60% 113 57,40% 197 100,00%
Total 491 45,80% 580 54,20% 1071 100,00%
Escore Negativo
HER2 9 450 47,60% 496 52,40% 946 100,00% 0,003
Positivo 47 3410% 91 6590% 138 100,00%
Total 497 4580% 587 54,20% 1084 100,00%
Escore Negativo
HER2 9 392 4790% 427 52,10% 819 100,00% 0,011

Positivo/duvidoso 58 4570% 69 54,30% 127 100,00%

Positivo 47 3410% 91 6590% 138 100,00%

Total 497 45,80% 587 54,20% 1084 100,00%
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Tabela 25 - Distribuicao dos casos segundo perfis de expressao combinada
de marcadores imunoistoquimicos e estadiamentos clinicos agrupados.

Perfil imunoistoquimico

EClell ECIlllelV Total
N % N % N % p

Basaloide

Nao 432 46,60% 495 53,40% 927 100,00% 0,369

Sim 60 42,60% 81 57,40% 141 100,00%

Total 492 46,10% 576 53,90% 1068 100,00%
HR positivo

Nao 108 37,80% 178 62,20% 286 100,00% 0,001

Sim 380 49,00% 395 51,00% 775 100,00%

Total 488 46,00% 573 54,00% 1061 100,00%

HER?2 positivo - HR negativo

Nao 472 46,60% 541 53,40% 1013 100,00% 0,056
Sim 16 32,70% 33 67,30% 49 100,00%
Total 488 46,00% 574 54,00% 1062 100,00%

HER?2 positivo - HR positivo

N&o 457 46,90% 517 53,10% 974  100,00% 0,035
Sim 31 35,20% 57 64,80% 88 100,00%
Total 488 46,00% 574 54,00% 1062 100,00%

Null
Nao 506 46,30% 588 53,70% 1094 100,00% 0,056
Sim 1 12,50% 7 87,50% 8 100,00%
Total 507 46,00% 595 54,00% 1102 100,00%

11Q: imunoistoquimica; EC: estadios clinicos; HR: receptores hormonais; HER2: escore
HER2 3+ / positividade forte com padrao de membrana em > 10% das células neoplasicas
Basaloide: HR negativos, HER2 negativos e uma ou mais das CKs basais positivas (CK5.6,
CK 14, CK 17); Null: HR negativos, HER2 negativos, CKs basais negativas.
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5.4.1 Andlise da expressdo dos marcadores imunoistoquimicos,
caracteristicas demograficas e histoldégicas com a sobrevida global

Os resultados dos niveis de expressao imunoistoquimica de cada
marcador, caracteristicas demogréficas, clinicas e histolégicas foram
analisados quanto a eventual associagao ao tempo de sobrevida global em
60 meses das pacientes, segundo significancia em pelo menos um dos

grupos (EC I e Il - EC lll e IV) (Tabela 26).

Tabela 26 - Analise univariada dos resultados imunoistoquimicos,
caracteristicas clinico-demograficas e histologicas, segundo estadios clinicos
agrupados (EC lelle EC Il e IV).

ANALISE UNIVARIADA (Sobrevida global - 60 meses)

EC | e Il — variaveis p EC Ill e IV - variaveis p

indice mitotico <0,001 indice mitotico 0,039
RE <0,001 RE <0,001
RP <0,001 RP <0,001

HR positivos - HER2 negativos <0,001 HR positivos - HER2 negativos <0,001
HER2 positivos - HR negativos <0,001 HER2 positivos - HR negativos 0,018

Score HER2 (3+) x ( 0-2+) 0,001 Score HER2 (3+) x ( 0-2+) <0,001
Grau histolégico 0,005 Grau histolégico <0,001
Necrose 0,011 Necrose 0,065
Grau nuclear 0,019 Grau nuclear 0,012
Basaloides 0,022 Basaloides <0,001
Ki-67 0,057 Ki-67 0,008
CK 5,6 0,093 CK 5,6 0,044
Psoriasina 0,18 Psoriasina 0,055
Idade 0,412 Idade 0,079
Menopausa 0,207 Menopausa 0,162
CDIS 0,416 CDIS 0,019
Inflamacgao 0,513 Inflamacgao 0,021
Ezrina citoplasmatica 0,846 Ezrina citoplasmatica 0,023
Status nodal (pNO x pN1-3) 0,818 Status nodal (pNO x pN1-3) 0,001
Estadio (ECI x ECII) 0,346 Estadio (ECIlI x EC IV) <0,001

Valores em negrito e italico: inversamente associados
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Tabela 27 - Variaveis mais freqlientes no grupo de tumores basaldides (EC |

a V).
VARIAVEL p Variavel mais frequiente nos basaldides
Idade < ou > 50 0,884 NS
Raca (cor) 0,309 NS
pT (1-3) 0,008 TUMORES > 5 cm (pT3)
GRAU HISTOLOGICO <0,001 GH 3
GRAU NUCLEAR <0,001 GN 3
Necrose <0,001 NECROSE MAIS EXTENSA
Infiltrado inflamatdério peritumoral 0,004 MAIOR INFILTRADO INFLAMATORIO
CDIS associado 0,944 NS
Status nodal (pNO x pN1-3) 0,699 NS
Status menopausal 0,876 NS
Historia familiar (ndo x sim) 0,885 NS
ESTADIO CLINICO (I a IV) 0,0127 NS
Ki-67 <0,001 ALTA ATIVIDADE PROLIFERATIVA
CK8 membrana 0,017 CK8m NEGATIVA
CKa8 citoplasma 0,001 CK8c NEGATIVA
CK13 0,88 NS
CK18 membrana <0,001 CK18m NEGATIVA
CK18 citoplasma 0,169 NS
P53 0,284 NS
P63 0,021 p63 NEGATIVA
EGFR citoplasma 0,873 NS
EGFR membrana <0,001 EGFR m FORTE
EZRINA citoplasma <0,001 EZRINA ¢ NEGATIVA
EZRINA membrana <0,001 EZRINA m NEGATIVA
Psoriasina 0,158 NS

NS: ndo significativo
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5.4.2 Associacdo dos subgrupos de expressao combinada de

marcadores [IQ com sobrevida global de acordo com os estadios

clinicos agrupados

A Subgrupo basaldide: negatividade para receptores hormonais (ER e
PR), negatividade para HER2, com positividade de uma ou mais das

citoceratinas basais (CK 5.6, CK 14 e CK 17).

Survival Functions
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Figura 26 - Sobrevida cumulativa do subgrupo basaldide (EC | e Il) (P =
0,026)

Survival Functions

Basaldide
I néEe
[ sim
+ Méo-censored

08= + Sim-censored

06

Cum Survival

02+

0,0

T T T T T
0,0 100 200 300 40,0 50,0 60,0
Sobrevida global (60 meses)

Figura 27 - Sobrevida cumulativa do subgrupo basaléide (EC Il e IV —
doenga avangada) (P <0,001)
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B Receptores hormonais positivos — HER2 negativos: positividade para
um dos receptores hormonais (ER+ e / ou PR+); negatividade para

HER2 (HER2-).

Survival Functions
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Figura 28 — Sobrevida cumulativa do subgrupo receptores hormonais
positivos — HER2 negativos (EC | e Il - doenca localizada) (P <0,001)
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Figura 29 — Sobrevida cumulativa do subgrupo receptores hormonais
positivos — HER2 negativos (EC lll e IV - doenga avangada) (P <0,001)



109

C HER2 positivos / receptores hormonais negativos (ER- e PR-).

Survival Functions
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Figura 30 - Sobrevida cumulativa do subgrupo HER2 positivos / receptores

hormonais negativos (EC | e Il - doenga localizada) (P <0,001)

Survival Functions

10 HER2 positive HR
| negative
_['] Mo
[ sim
08— L -+ Méo-censored
-+ Sim-censored
=
2 064
>
L
3
w
g 04 1
3]
L—
02+
00+
T T T T T T T
00 100 20,0 30,0 400 50,0 60,0

Sobrevida global (60 meses)

Figura 31 - Sobrevida cumulativa do subgrupo HER2 positivos / receptores
hormonais negativos (EC Ill e IV - doenga avangada) (P = 0,025)
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D Receptores hormonais positivos — HERZ2 positivos: positividade para
um ou ambos os receptores hormonais (ER+ e / ou PR+); positividade

para HER2 (HER2+).

Survival Functions
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Figura 32 — Sobrevida cumulativa do subgrupo receptores hormonais
positivos — HER2 positivos (EC | e Il - doenca localizada) (P = 0,673)

Survival Functions

10 - HERZ2 positive HR
t positive
- '] Néo
5 & I sim
05 “‘L‘ <+ N&o-censored
L + Sim-censored
i

— =
"
> 06| 1
= L
c
3 - sy
7] ot
E 04+ -L)
(5]

0,2

0,0

T T T T T T T
00 10,0 200 30,0 400 50,0 600

Sobrevida global (60 meses)

Figura 33 — Sobrevida cumulativa do subgrupo receptores hormonais
positivos — HER2 positivos (EC Ill e IV - doenga avangada) (P = 0,368)
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E Null: grupo com negatividade para receptores hormonais, HER2 e

CKs basais (ER-, PR-, HER2-, CKs basais -).

Survival Functions
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Figura 34 — Sobrevida cumulativa do subgrupo “null” (EC | e Il - doenga
localizada) (P = 0,678)
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Figura 35 — Sobrevida cumulativa do subgrupo “null” (EC Ill e IV - doenga
avancgada) (P = 0,6).
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5.4.3 Curvas de sobrevida comparativas dos grupos de

expressdo imunoistoquimica segundo estadios clinicos agrupados.

Survival Functions
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Figura 36 - Sobrevida cumulativa dos subgrupos de expressao

imunoistoquimica (EC | e Il - doenga localizada) (P < 0,001)
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Figura 37 - Sobrevida cumulativa dos subgrupos de expressao

imunoistoquimica (EC Ill e IV - doenga avangada) (P < 0,001)
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Survival Functions
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Figura 38 — Sobrevida dos subgrupos de expressao imunoistoquimica no
grupo total de pacientes (EC | a IV) (P < 0,001)

5.5 ESTABELECIMENTO DE GRUPOS DE RISCO DE ACORDO
COM VARIAVEIS QUE TIVERAM SIGNIFICANCIA NA ANALISE

MULTIVARIADA

5.5.1 Grupo Doenca Localizada (EC e ll)

Todas as variaveis clinicas e biologicas significantes (P < 0,05) na
analise univariada (vide Tabela 26) participaram do modelo de regressao de
Cox. Os fatores de risco independentes para o obito relacionado a doenca
no grupo de doencga localizada (EC | e Il) foram a expressao de receptores

de estrégeno, o escore de HER2 com 3 categorias (negativo — escores 0 e
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1+; positivo duvidoso — escore 2+; e positivo forte — escore 3+), e o periodo

de admissao e inicio do tratamento.

Tabela 28 - Fatores de risco independentes para ébito segundo o modelo de
riscos proporcionais de Cox (estadios clinicos | e Il).

Variavel Categoria P HR IC95% (HR)
Receptor de estrogénio Positivo (> 50%) - 1,0 Referéncia
Positivo (até 50%) 0,527 1,2 04-24
Negativo < 0,001 2,8 1,6 -4,9
Escore HER Negativo - 1,0 Referéncia
Positivo (duvidoso) 0,847 1,1 05-24
Positivo 0,013 24 1,2-4,7
Periodo de admissao Até 1994 - 1,0 Referéncia
1995 a 2003 0,009 0,5 0,3-0,8

HR: Hazard ratio
IC95%: Intervalo de confianga de 95%

08—

06—

P < 0,001

04|

Sobrevida global acumulada

A: RECEPTOR DE ESTROGENO POSITIVO (> 50%)
B: RECEPTOR DE ESTROGENO POSITIVO (até 50%)
C: RECEPTOR DE ESTROGENO NEGATIVO
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0 10 20 30 40 50 60
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Figura 39 — Sobrevida cumulativa segundo expressdo de receptores de
estrégeno - EC | e Il (p <0,001)
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Figura 40 — Sobrevida cumulativa segundo o escore de HER2-EC lell (p =
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As pacientes foram estratificadas em 4 grupos de acordo com o
namero de fatores de risco independentes para o Obito da analise

multivariada (Cox).

As taxas de sobrevida global em 5 anos, de acordo com o numero de
fatores de risco para este grupo de pacientes foram de:
e Nenhum fator de risco: 93,5%
e Um fator de risco: 81,4%
e Dois fatores de risco: 68,3%

e Trés fatores de risco: 57,1%
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Figura 42 — Sobrevida segundo numero de fatores de risco para o6bito —

estadios clinicos | e Il (P < 0,001)
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5.5.2 Grupo Doenca Avancada (EC Il e IV)

Da mesma forma que no grupo anterior, todas as variaveis clinicas e
biolégicas significantes (P < 0,05) (vide Tabela 26) na analise univariada das
pacientes do grupo de doenca avangada (EC lll e IV) participaram do
modelo de regressao de Cox. Os fatores de risco independentes para o 6bito
relacionado a doenca destas pacientes foram a presenca de metastases a
distancia, metastases nodais, a expressdao de receptores de estrogeno e

progesterona e a atividade proliferativa avaliada pela expressao do Ki-67.

Tabela 29 - Fatores de risco independentes para ébito segundo o modelo de
riscos proporcionais de Cox (estadios clinicos Il e V).

Variavel Categoria P HR IC95%
Metastase a distancia Nao (EC III) 1,0 Referéncia
Sim (EC IV) < 0,001 3,9 29-51
Metastase linfonodal Nao 1,0 Referéncia
Sim < 0,001 2,8 1,6 -5,0
Receptor de estrogeno Positivo (> 50%) 1,0 Referéncia
Positivo (até 50%) 0,040 1,4 1,0-2,0
Negativo 0,007 1,5 1,1-21
Receptor de progesterona Positivo (> 50%) 1,0 Referéncia
Positivo (até 50%) 0,071 1,5 1,0-2,2
Negativo < 0,001 2,5 1,6 -3,8
Ki 67 Baixa atividade Referéncia
Moderada atividade 0,095 1,3 1,0-1,7
Intensa atividade 0,017 1,5 1,1-2,1

HR: Hazard ratio
IC95%: Intervalo de confianga de 95%
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Figura 43 — Sobrevida cumulativa segundo a presenca de metastases a
distancia - EC lll e IV (p <0,001)
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Figura 44 — Sobrevida cumulativa segundo a presenga de metastases
linfonodais - EC lll e IV (p = 0,001)
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Figura 45 — Sobrevida cumulativa segundo a expressao de receptores de
estrégeno - EC lll e IV (P = 0,007).
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Figura 46 — Sobrevida cumulativa segundo a expressao de receptores de
progesterona - EC lll e IV (P < 0,001)
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Figura 47 — Sobrevida cumulativa segundo a expressao de Ki-67 (atividade
proliferativa) - EC lll e IV (P = 0,017)

As pacientes foram estratificadas em 6 grupos de acordo com o
numero de fatores de risco independentes para o Obito da analise
multivariada (Cox) (P < 0,001).

As taxas de sobrevida global em 5 anos de acordo com o numero de
fatores de risco para este grupo de pacientes foram de:
e Nenhum fator de risco: 50,0%
e Um fator de risco: 69,1%
e Dois fatores de risco: 48,3%
e Trés fatores de risco: 30,2%
e Quatro fatores de risco: 17,4%

e Cinco fatores de risco: 0,00%
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Figura 48 — Sobrevida segundo numero de fatores de risco para ébito —
estadios clinicos lll e IV (P < 0,001)
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6 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, muitos estudos dos carcinomas mamarios tém
focado nos casos onde as caracteristicas clinico-morfolégicas e
imunofenotipicas ‘tradicionais’ ndo permitem a identificacdo imediata das
pacientes com maior risco de evolugao desfavoravel ou que terdo menor
resposta a quimioterapia e hormonioterapia adjuvantes. O desafio de
encontrar marcadores biolégicos que permitam a melhor discriminagéo dos
casos com diferentes riscos de evolugdo dentro de cada grupo do
estadiamento clinico € um dos grandes motivadores das inumeras pesquisas
sobre o cancer de mama.

Na rotina clinica, sao utilizados para o planejamento terapéutico
fatores prognésticos tradicionais, incluindo o estadiamento nodal, grau
histolégico tumoral, tamanho do tumor primario, a expressao dos receptores
de estrégeno, progesterona e HER2. A expressao dos receptores hormonais
e de HER2 tem grande importancia na predi¢cao da resposta ao tratamento.

A eficacia da manipulacdo hormonal varia de acordo com o numero
de receptores hormonais expressos pelas células neoplasicas.
Aproximadamente 85% dos casos com ambos receptores hormonais
positivos apresentam boa resposta; cerca de 40% dos casos com expressao
de apenas um dos receptores tém boa resposta; tumores negativos para
ambos os receptores tém menos de 10% de resposta (DOWSETT et al.

2006; RAKHA et al. 2007a e b).
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Particularmente, ha grande interesse no estudo dos casos com
negatividade para os receptores hormonais e para a proteina HER2, onde as
opcgoes terapéuticas sdo mais restritas.

Devido a reconhecida importancia do estadiamento clinico em relagao
a sobrevida, € muito relevante, sob o ponto de vista pratico para o
Oncologista, a identificagcdo de grupos de pacientes com diferentes riscos
dentro de cada nivel de estadiamento.

Na maioria dos casos precoces o estadiamento nodal é negativo
(pNO), e as caracteristicas anatomopatologicas (tamanho, tipo histolégico,
graus nuclear e histologico) ndo permitem a identificacdo fidedigna dos
grupos de maior risco para evolugao desfavoravel.

As analises de expressao génica em tecido mamario por diferentes
autores (PEROU et al. 2000; SORLIE et al. 2001; VAN'T VEER et al. 2002)
permitiram a separagao dos casos em 5 categorias de risco com diferentes
perfis moleculares, sendo as duas mais relevantes designadas de grupos
‘hormone-expressing“ (ou “luminal A”) e “basaldide”, com perfis de
expressao e evolugao clinica distintos, sendo o “basaléide” o grupo com pior
prognostico.

A validagcdo desses achados em grandes séries de casos tem sido
testada por diferentes grupos de pesquisa (VAN'T VEER et al. 2002;
SORLIE et al. 2003; TROESTER et al. 2004; KREIKE et al. 2006; SORLIE et
al. 2006; VANDEN BEMPT et al. 2006; RAKHA et al. 2006; RAKHA et al.
2007a e b; SORLIE 2007). Entretanto, ha poucos estudos publicados com

amostras significativas de tipos homogéneos de carcinomas mamarios que
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tenham analisado através do método de imunoistoquimica as caracteristicas
relacionadas as diferencas de expressao génica nos referidos grupos.

Os diferentes perfis 1|Q devem refletir as caracteristicas particulares
de expressao génica das diversas células do epitélio mamario que podem
dar origem aos tumores. No entanto, essas diferengcas de expressao génica
e imunoistoquimica ndo se traduzem em caracteristicas morfoldgicas que
possam ser prontamente identificadas no exame anatomopatoldgico
rotineiro. Dai a necessidade de complementacdo das analises através de
métodos moleculares auxiliares para a identificagao dos diferentes grupos de
risco.

No presente estudo, avaliamos um grande numero de pacientes com
o diagndstico exclusivo de carcinoma ductal invasivo SOE, com proporgdes
equilibradas nos diferentes estadios clinicos e graus histolégicos. Foi
realizada revisao histolégica da totalidade dos casos para confirmagéo do
tipo e grau histolégico (MMAS).

Estudamos a expressao das citoceratinas que caracterizam o fenétipo
basal, associadamente a expressdo de marcadores ja bem estabelecidos
como fatores preditivos e progndsticos no cancer de mama, num total de 15
marcadores. Esses fatores sao os receptores hormonais, os receptores de
fatores de crescimento epitelial (EGFR e HER2) e o marcador de
proliferacdo celular Ki-67. Foram também avaliadas as expressdes das
proteinas p53 e p63, além das proteinas ezrina e psoriasina, intermediarias
das vias de sinalizacao extra e intra-celulares e da interagdo dos receptores

tirosino-quinase com as citoceratinas e outras proteinas do citoesqueleto
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(TSUKITA e YONEMURA 1999; GAUTREAU et al. 1999; BRETSCHER et al.
2002).

Nosso trabalho tem uma amostragem ampla de casos constituida
exclusivamente por carcinomas ductais infiltrativos mamarios, num total de
1.167 pacientes femininas, com distribuicdo equilibrada nos diversos
estadios clinicos (estadios clinicos | e Il — 517 pacientes; estadios clinicos Il
e IV - 611 pacientes).

A homogeneidade de tipos histolégicos desta amostra permitiu uma
andlise mais acurada da associacdo dos perfis de expressao
imunoistoquimica com a evolugao clinica, pois exclui o viés de agrupar nas
analises tumores que freqluentemente tém perfil basaldide, porém
apresentam comportamento biolégico menos agressivo, tais como o0s
carcinomas adendide cistico, o medular e os secretores (ROSEN e
CRANOR 1991; JENSEN et al. 1997; TRENDELL-SMITH et al. 1999).

O seguimento clinico das pacientes de nossa amostra foi bastante
expressivo, com tempo médio de 75,9 meses para as pacientes do grupo de
estadios clinicos | e Il, e de 57,09 meses para as pacientes do grupo de
estadios clinicos Ill e IV, conferindo importante respaldo aos resultados das
associacdes com a evolugao clinica observadas. Tivemos pequeno numero
de casos com perda de seguimento - apenas 12 pacientes (1% do total de
casos).

Nao foi observada associagao significativa entre a historia familiar
positiva de cancer de mama nesta amostra e sobrevida (P = 0,139), tendo

sido testados agrupamentos de diversas formas [(histéria negativa vs.
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positiva); (histéria negativa vs. um familiar vs. dois ou mais familiares);
(histéria negativa vs. um ou dois familiares vs. trés ou mais familiares);
(histéria negativa e até um familiar vs. dois ou mais familiares); (histéria
negativa e até dois familiares vs. trés ou mais familiares)]. Uma das
hipdteses aventada para explicar este achado seria uma maior
conscientizagdo das familiares de pacientes que ja tiveram a doenga, com
inicio do rastreamento mais precoce e, consequentemente, diagnéstico em
estadios menos avancados. Nao se assume aqui, ressaltamos, que todos os
casos com histéria familiar positiva de cancer de mama estejam
relacionados a eventual hereditariedade. Outros fatores de influéncia podem
ser a origem étnica bastante miscigenada de nossa populagdo, com menor
incidéncia de grupos de risco de cancer hereditario, e habitos alimentares
diferenciados, refletidos nas diferentes taxas de incidéncia do cancer de
mama por regiao do pais.

Quanto a associagdo da cor com a sobrevida das pacientes,
observamos em nossa casuistica que aquelas referidas como “negras,
pardas ou mulatas” tiveram evolugao significativamente pior, com tamanhos
tumorais maiores, maior numero de o6bitos, concentrando-se no grupo de
estadios clinicos mais avancados, em consonancia com os dados referidos
na literatura. Além disso, nossos achados devem refletir a realidade de
acesso restrito aos servicos de saude, menor conscientizagao e nivel sécio-
econdmico menos privilegiado desse grupo de pacientes. Nao se pode

desvalorizar também a grande subjetividade envolvida na categorizagédo das
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pacientes segundo os critérios de definicdo “clinica” ou “auto-declarada” da
cor da pele.

Foi realizada a analise da evolugdo clinica de acordo com o
estadiamento clinico registrado nos prontuarios, com resultado significativo
(P < 0,001), correspondente ao descrito em literatura.

No grupo total de pacientes deste estudo observamos que a média do
tamanho tumoral foi significativamente grande - 4,42 cm, com mediana de
4,0 cm (desvio-padrao de 2,613 cm), provavelmente devido ao fato de cerca
de metade de nossa amostra estar concentrada no periodo de 1980 a 1994
(diagndstico e inicio do tratamento), anteriormente a disseminagdo do
rastreamento mamografico em maior escala em nossa populagao.

As caracteristicas morfolégicas foram analisadas com revisao
microscopica de todos os casos em laminas convencionais coradas pela
hematoxilina / eosina, confirmando-se o tipo histoldgico ductal invasivo.

Caracteristicas histolégicas do exame anatomopatolégico ‘rotineiro’ ja
fornecem importantes dados relacionados a evolugao clinica: os graus
histolégico e nuclear, o indice mitético, a extensdo da necrose, a intensidade
do infiltrado inflamatoério peritumoral, a presengca de CDIS associado ao
componente invasivo. Portanto, deve-se priorizar a exceléncia do
processamento anatomopatoldgico, desde a fixagcdo em tempos adequados,
com formol corretamente diluido e preferencialmente tamponado,
representacdo adequada do tumor para o exame microscopico, dissecgao

cuidadosa dos linfonodos axilares, avaliagdo microscopica minuciosa,
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relatando todos os achados em laudo que siga os protocolos recomendados
pela maioria dos servicos de referéncia mundiais em cancer de mama.

Na revisdo e graduacao histolégica dos casos seguindo protocolos
recomendados (ELSTON e ELLIS 1991; ROSEN e OBERMAN 1993), foram
registrados também os dados referentes a presengca de necrose,
desmoplasia, intensidade do infiltrado inflamatdrio peritumoral e presencga de
CDIS associado ao componente invasivo. Analisamos as eventuais
associagdes dessas caracteristicas histoldgicas, bem como das graduacdes
histolégica e nuclear com a sobrevida global das pacientes em 60 meses.

Observamos resultados significativos nos grupos de doencga
localizada (EC I-Il) e avangada (EC llI-1V) para as graduagdes histolégica e
nuclear e indice mitético. No grupo de doenca localizada (EC | e IlI), foi
significativa a associagédo da necrose com a sobrevida (P = 0,011). No grupo
de doenga avancada (EC Ill e IV) houve associagdo da intensidade do
infiltrado inflamatério peritumoral (P = 0,021) e da presenga de CDIS
associado ao componente invasivo (P = 0,019) com a sobrevida global.

As andlises da sobrevida global em 60 meses de acordo com o
tamanho tumoral, grau histoldgico, grau nuclear e estadiamento nodal
mostraram resultados significativos, o que permite a validacdo de nossa
amostra sob os pontos de vista clinico e morfolégico (CARTER et al. 1989).

Ressaltamos que os dados referentes ao tamanho tumoral e
estadiamento nodal foram compilados dos laudos anatomopatolégicos
originais do exame macroscopico na época do diagnostico, porém os dados

de graduacdo histoléogica e avaliagdo das demais caracteristicas
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histomorfoldgicas foram resultantes de nossa revisdo quando da selegao dos
casos para inclusdo nos TMA.

O significado progndstico do infiltrado inflamatério peritumoral tem
sido abordado ha varios anos (LEE et al. 1997, LEE AH 2006; HUSSEIN e
HASSAN 2006), porém nao existe consenso sobre sua associagdo com pior
ou melhor evolucdo clinica. Em nossas analises encontramos pequeno
predominio, porém estatisticamente significativo, do maior infiltrado
inflamatdrio peritumoral com a pior evolugao clinica e menor sobrevida das
pacientes no grupo de doenga avangada (EC IlI-IV). Alguns autores
postulam que a maior concentracdo de citocinas e enzimas proteoliticas
liberadas pelas células inflamatdérias e eventualmente pelas células epiteliais
neoplasicas poderia estimular a invasdo tumoral e a angiogénese (LEE et al.
1997). Os mesmos autores demonstraram posteriormente que o maior
infiltrado inflamatério estaria associado a um melhor progndstico, sugerindo
que os mecanismos imunolégicos da inflamagao teriam efeito protetor
predominante em relagdo aos efeitos pro-tumorais (LEE AH et al. 2006).
Dessa forma, continua em aberto a elucidagao definitiva de sua participagao
na evolucao tumoral.

Nesta amostra observamos associacdo do indice mitético com a
sobrevida global em ambos os grupos (EC I-Il e EC IlI-IV), porém,
curiosamente, a avaliagao imunoistoquimica da atividade proliferativa com o
anticorpo Ki-67 foi significativa apenas no grupo de doenga avangada (EC
[1I-1V). Eventualmente, esse fato pode ser decorrente da avaliagdo do indice

mitético ter sido realizada nos cortes convencionais dos tumores, enquanto a
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[IQ foi realizada nos blocos de TMA, com diferenga na amostragem das
areas com maior atividade proliferativa da neoplasia (“hot spots”).

Apesar de termos um numero relativamente equilibrado de casos nos
grupos de doenca localizada e avangada, ha predominancia de pacientes
com metastases nodais presentes na amostra total (67,77% de 1.117 casos
com o dado de estadiamento nodal disponivel nos prontuarios clinicos). Nao
obstante, houve relacdo significativa do estadiamento nodal com o
estadiamento clinico (agrupados e nao-agrupados), isto é, as pacientes com
menor numero de linfonodos comprometidos concentraram-se no grupo de
doenca localizada (EC I-1I).

A imunoistoquimica trouxe imensos avancos a “pesquisa
translacional”’, possibilitando a investigacdo das hipdteses levantadas nos
diversos ensaios da pesquisa basica e sua aplicacdo aos bancos de casos
com evolugao clinica conhecida. Entretanto, sua maior vulnerabilidade é a
dificuldade de obtencdo de boa reprodutibilidade técnica e a
comparabilidade da marcagcao das reagdes, uma vez que o alto grau
‘artesanal’ da parte técnica tem imensa influéncia nos resultados obtidos.

A utilizacdo da técnica dos tissue microarrays combinada com o
método imunoistoquimico levou a outro grande salto qualitativo nas
pesquisas cientificas. Aumentou-se significativamente o grau de
comparabilidade de resultados, pois as reacgdes passaram a ser feitas
simultaneamente em grande numero de casos e sob condi¢des idénticas de
temperatura, recuperagao antigénica, concentragcéo de anticorpos, sistemas

de amplificacao e coloracao das reacdes.
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A validacdo da técnica e da comparabilidade dos resultados da
imunoistoquimica com uso de TMA com os cortes convencionais ja foi
estabelecida em diversos estudos (TORHORST et al. 2001; BHARGAVA et
al. 2004; PRALL et al. 2004; VAN DEN EYNDEN 2004; AALTONEN et al.
2006; SEBASTIANI et al. 2006; RUIZ et al. 2006) e tem mostrado valor
substancial na agilizacdo da analise, correlagdo e aplicagdo das novas
informacgdes geradas pelos estudos gendmicos e protedmicos nas pesquisas
€ na pratica clinica. A escolha prévia de areas mais representativas do tumor
pelo patologista aumenta a qualidade da amostragem nos TMA. A realizagao
das reacdes IIQ em diferentes niveis de cada cilindro nos cortes seriados (ou
em duplicata) tem mostrado excelente correlagdo dos resultados obtidos
com os TMA com aqueles das reagdes em cortes convencionais (CAMP et
al. 2000; TORHORST et al. 2001; ZHANG et al. 2003; DEMICHELIS et al.
2006), minimizando os efeitos da heterogeneidade tumoral e da amostragem
relativamente reduzida dos TMA.

Durante a realizacédo das reagdes |lIQ pode ocorrer descolamento do
tecido das laminas, tanto nos preparados convencionais quanto nos TMA,
sendo que na literatura séo referidas perdas de 5 a 20% dos cortes dos
cilindros dos arrays (TORHORST et al. 2001; PACKEISEN et al. 2003) No
total de nossa amostra estudada (1.167 casos) a média de perdas foi de
5,6% (variacéo de 2,9 a 18,4%).

Houve representagcdo adequada de células tumorais nos diferentes

niveis de controle histolégico em pelo menos um dos cilindros de cada
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tumor, com média de cilindros presentes em cada lamina de 94,4%,
reforcando a qualidade técnica dos TMA montados nesta instituicio.

Testamos em nossa casuistica o agrupamento dos casos segundo 0s
perfis imunoistoquimicos que refletem os 5 subgrupos expressao génica
descritos na literatura (PEROU et al. 2000; SORLIE et al. 2001; NIELSEN et
al. 2004; ABD EL-REHIM et al. 2005; FAN et al. 2006).

Os subgrupos de expressao [IQ sao: [1] Basalodide; [2] Receptores
hormonais positivos — HER2 negativos; [3] HER2 positivos — receptores
hormonais negativos; [4] HERZ2 positivos — receptores hormonais positivos; e
[5] “Null” — negativos para todos os marcadores referidos nos demais grupos.

Em nossa amostra foi observada associacdo significativa dos
subgrupos de perfis imunoistoquimicos “Receptores hormonais positivos —
HER2 negativos” (P = 0,001) e “HER2 positivos — receptores hormonais
positivos” (P = 0,035) com os estadios clinicos agrupados. Os demais
subgrupos nao mostraram associagao significativa com os estadios clinicos
(“Basaldide” - P = 0,369; “HERZ2 positivo — receptores hormonais negativos”
— P =0,056; e “Null”— P = 0,056).

Nas analises univariadas, verificamos a associagcao da expressao dos
marcadores [IQ com os grupos de estadiamento clinico, e observamos que
houve relacao significativa de duas citoceratinas basais (CK5,6 e CK14) com
o grupo de doencga avangada (P = 0,048), refletindo a maior incidéncia desse
perfil imunofenotipico nos casos de maior tamanho tumoral e estadios mais

avancgados, conforme descrito na literatura.
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Os casos que foram agrupados como “Basaloides”, caracterizados por
serem receptores hormonais negativos (ER-, PR-), escore de HER
negativos, e por apresentarem expressao diferencial de uma ou mais das
citoceratinas do grupo ‘basaléide’ (CK5,6, CK14, CK17) de fato
apresentaram uma pior evolugdo nas analises univariadas dos grupos
avaliados neste estudo (doencga localizada — EC | e Il - e doenga avangada —
EC Il e V).

No grupo total de casos (EC | a IV), o subgrupo basaléide mostrou
associagao significativa com o maior tamanho tumoral (P = 0,008), grau
histolégico 3 (P < 0,001), grau 3 nuclear (P < 0,001), areas extensas de
necrose (P < 0,001), maior infiltrado inflamatdrio peritumoral (P = 0,004), alta
atividade proliferativa (P < 0,001), expresséao forte de EGFR com padrao de
membrana (P < 0,001), expressao de CK 8 citoplasmatica (P = 0,001), CK 8
de membrana (P = 0,017), CK18 de membrana (P < 0,001), ezrina negativa
(P < 0,001) e p63 negativa (P = 0,021).

Presumimos que a eventual participacdo da p63 em outras vias de
diferenciacao estrutural do epitélio mamario possa ser responsavel pela
associacido inversa de sua expressdo com o perfil basaldide em nossa
amostra.

A maior expressao de CK18 citoplasmatica no grupo de EC IlI-IV pode
estar correlacionada a inibicdo da apoptose modulada pelo TNF (CAULIN et
al. 2000) e a ligagao das CKs 14 e CK18 com a TRADD (TNFR1-associated
death domain protein). A ligagcdo das citoceratinas a TRADD compromete

sua interagcdo com TNFR1 e a ativagao da apoptose via caspase 8, tornando
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as células CK18 e 14 positivas mais resistentes a morte celular programada.
Ha evidéncias da interacdo das CK 8 e CK18 com bax, caspase 3 e bcl-2
nao s6 em carcinomas mamarios, mas também nas hepatites auto-imunes e
estudos experimentais de indugao de carcinogénese (INADA et al. 2001;
MUROTA et al. 2003; LAU e CHIU 2007).

Nas analises univariadas de sobrevida, observamos que no grupo de
doenca localizada (EC I-ll) os subgrupos de expressao imunoistoquimica
que tiveram pior evolugdo foram aqueles com expressdao de HER2 (com ou
sem expressdo de receptores hormonais) e o basaldide, ressaltando a
importancia da HER2 no prognéstico do cancer de mama. O grupo com
melhor evolucédo clinica foi o de expressdo de receptores hormonais e
negativos para HER2 (P < 0,001). A unica paciente do grupo “null” também
teve melhor evolugédo clinica, mas o significado desse dado fica muito
limitado pela amostragem reduzida.

No grupo de doencga avangada (EC Il e IV) a evolugao clinica dos
subgrupos foi semelhante aos do grupo de doencga localizada, sendo que o
basaldide foi o de pior progndstico. O subgrupo “null” (7 pacientes) teve
prognoéstico intermediario, porém o numero de casos € bastante reduzido
comparativamente aos demais subgrupos, diminuindo o poder estatistico da
analise desse dado.

Os resultados de expressdo das CKs deste estudo sdo consoantes
com o referido em literatura, e os padrbes de associagao entre elas
evidencia sua participacdo ativa nas vias intra- e extra-celulares de

sinalizagao, controle do metabolismo celular, proliferacdo e apoptose. As
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CKs provavelmente agem como adaptadoras dos sinais extracelulares para
as centrais nucleares de controle celular, formando vias de canalizacéo e
transporte intracelular, aproximando e afastando moléculas, deslocando
proteinas e participando ativamente do controle do metabolismo e ciclo
celular.

No grupo total de pacientes da amostra, a expressao dos receptores
hormonais influenciou sensivelmente a evolugao clinica, ressaltando a
importancia da padronizagao e reprodutibilidade da parte técnica e das
analises desses marcadores, pois sua relevancia na decisao terapéutica é
fundamental. Frisamos que foi considerada como expressado positiva a
presenca de qualquer marcacgao nuclear em células neoplasicas nas reacoes
imunoistoquimicas para o0s receptores hormonais pelos critérios
estabelecidos para estas analises. A possibilidade de avaliar as células que
efetivamente expressam os receptores hormonais e a discriminacdo de
células epiteliais normais entremeadas ao tumor sio fatores
indiscutivelmente importantes para a validagdo da pesquisa de sua
expressao através da imunoistoquimica, e foi demonstrada em diversos
estudos (HARVEY et al. 1999; YAMASHITA et al. 2006)

Foi realizado ajuste dos modelos da analise multivariada pelo ano de
inicio do tratamento clinico-cirurgico (periodos de 1980 até 1994 e de 1995 a
2002). Para o grupo de pacientes dos estadios clinicos | e Il (doenga
localizada), observamos que permaneceram como fatores de risco
independentes para o o6bito no modelo de Cox (andlise multivariada) a

expressao de receptores de estrégeno, o escore de HER2 e o periodo de
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admissao e tratamento até 1994. Nesse grupo de pacientes (EC | e Il), a
expressao dos receptores de progesterona, cuja significancia era limitrofe,
passou a nao ser mais um fator de risco independente. No grupo das
pacientes dos estadios clinicos Ill e IV, o periodo de tratamento nao
desajustou 0 modelo e nao foi uma variavel independente para o ébito no
modelo de Cox.

A utilizacado do painel de marcadores do perfil basaldide de marcagao
imunoistoquimica nos carcinomas mamarios pode auxiliar a melhor
estratificacdo dos subgrupos de risco dentro de cada estadio clinico,
constituindo-se numa util ferramenta a pratica clinica oncolégica, orientando
a escolha de esquemas terapéuticos mais adequados e efetivos.

A organizagcdo dos dados clinicos, anatomopatoldgicos,
imunoistoquimicos e de outras analises realizadas nas amostras é fator
fundamental para a consisténica dos resultados, e facilita a multiplicacdo dos
estudos mais aprofundados com os mesmos grupos de pacientes e casos.

Entramos definitivamente numa nova era de diagndsticos integrados e
de customizacdo de tratamentos especificos para os diferentes tipos de
doencgas e neoplasias. A analise acurada, confiavel, global, padronizada e
reprodutivel das multiplas caracteristicas génicas e protéicas dos individuos
€ fundamental para atingir-se o grau desejavel de maior eficacia e menores
efeitos indesejaveis dos agentes terapéuticos que estdo sendo
desenvolvidos a partir dos conhecimentos gerados pelas pesquisas basicas

e clinicas.



137

7 CONCLUSOES

Num grupo bastante homogéneo de tumores, constituido
exclusivamente por carcinomas ductais invasivos, organizados em 4 blocos
de TMA, foi possivel identificarmos subgrupos de pacientes com perfis
imunoistoquimicos diversos, associados a evolugdes clinicas diferenciadas,
utilizando 15 marcadores imunoistoquimicos, num universo de 1.167 casos.

A diferenciacdo de casos com diferentes riscos €& importante no
sentido de se planejar estratégias mais eficazes para o tratamento das
pacientes, adequando-as a maior ou menor agressividade dos tumores e
sua responsividade a terapias especificas.

A analise histopatoldgica dos tumores traz informagdes fundamentais
quanto ao prognostico e, portanto, deve ser minuciosa e seguir 0s protocolos
internacionalmente recomendados. Deve-se buscar uma cada vez maior
otimizacao e padronizacao das fases pré-analiticas — qualidade e tempo de
fixagdo e processamento macroscopico, uma vez que sao fatores com
impacto significativo na qualidade dos resultados.

Comprovou-se a associagao do estadiamento clinico, grau histolégico,
grau nuclear, estadiamento nodal, tamanho tumoral, indice mitético e
presenca de necrose com a evolugdo clinica num grupo de casos com
acompanhamento clinico significativo (tempo médio de seguimento de 75,9
meses para as pacientes do grupo de estadios clinicos | e Il, e de 57,09

meses para as pacientes do grupo de estadios clinicos Il e IV).



138

Observamos que o perfil basaldide no grupo total de pacientes, bem
como nos subgrupos de estadios clinicos I-Il (doenga localizada) e llI-IV
(doenga avangada), de fato mostrou pior evolugéo clinica, constituindo-se,
desta forma, em fator progndstico relevante para a pratica oncoldgica clinica.

Outras citoceratinas tais como a CK8, CK18 e CK13, e outros
marcadores bioldgicos, como o EGFR, a p53 e ezrina, podem acrescentar
informagcdes relevantes as andlises dos casos ‘triplo-negativos’,
complementando os critérios de escolha de melhores opcdes de terapias
adicionais ao tratamento cirurgico das pacientes.

A padronizacdo da fixacdo das amostras, dos exames macro e
microscopico, das reacgdes imunoistoquimicas e de expressao génica,
nomeadamente, através do uso de kits de anticorpos e reagentes e da
eventual automatizacdo da parte técnica, dentre outros, tem importancia
fundamental, e deve ser priorizada tanto na pratica clinica quanto nas
pesquisas, a fim de aumentar o grau de confiabilidade, comparabilidade e
reprodutibilidade dos resultados obtidos.

O tamanho significativo, a homogeneidade de tipos histolégicos da
amostra, o numero de marcadores utilizados e a padronizagado das reagdes
técnicas através do uso dos tissue microarrays aplicados neste estudo
confirmam a validade dos resultados da grande maioria das pesquisas de
perfis de expressao génica e protéica para os carcinomas ductais infiltrativos

mamarios.
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Anexo 1 - Ficha de registro de dados epidemiologicos, clinicos, histologicos

e terapéuticos.

Nome ‘

RGH
Nascimento Atendimento em: Idade:
Cor Menarca Menopausa
Paridade ‘ Hist Fam Ca mama
OBS
N AP BX Data Bloco/Lam
N AP MX Data Bloco/Lam
Outros AP
ILPC Data Bloco/Lam
DX: Tamanho G histo
G Nuclear G tubular Mitoses
Necrose Desmoplasia Inflamacgéo
DCIS assoc Invasdo Venosa Inv. Linfa
Inv Perineural Margens LN+/T
RE RP p53
c-erbB-2 Ki-67 CK3
CK5/6 CK 6 CK7
CK8 CK 10 CK 13
CK 14 CK 15 CK 16
CK 17 CK 18 CK 19
CK 20 CK HMW basic CK LMW acidic
CK HMW 34BE12 CAM 5.2 Vimentina
Desmoplaquina
QT NEOADJ DROGAS CICLOS
Inicio Término Resposta
Cirurgia Data
QT ADJ DROGAS CICLOS
Inicio Término
HT Droga Tempo (anos)
RXT Pré Data cGy
RXT Pos Data cGy
QT recidiva Drogas Ciclos
Inicio Término
cTNM pTNM Estadio
Evolucao
Data Rec Local Data Rec Sistémica Sitio 1
Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4
Ultimo retorno Data Revisdo RGH Revisor

0OBS




Anexo 2 - Estadiamento anatomopatologico.

pT — Tumor primario

pTX Impossibilidade de avaliagdo do tamanho do tumor primario*
pTO Sem evidéncia de tumor primario
pTis Carcinoma in situ: carcinoma ductal in situ, carcinoma lobular in situ ou doenga de Paget** da papila
sem tumor subjacente
pT1 Tumor < 2 cm em sua maior dimensao
pTlmic Microinvasdo < 0.1 cm em sua maior dimens&ao***
pTla Tumor > 0.1 e < 0.5 cm ou menos em sua maior dimensao
pTlb Tumor > 0.5 cm e <1 cm em sua maior dimensao
pTlc Tumor > 1 cm e <2 cm em sua maior dimenséo
pT2 Tumor > 2.0 cm < 5 cm em sua maior dimens&o
pT3 Tumor > 5.0 cm em sua maior dimensao
pT4 Tumor de gualquer tamanho com extensao direta para a parede do térax ou pele”
pT4a Extensdo a parede do térax, excluindo-se o musculo peitoral™
pT4b Edema (incluindo peau d'orange) ou ulceragdo da pele da mama ou noédulos cutaneos satélites
contiguos na mesma mama
pT4c Soma de pTa e pT4b
pT4d Carcinoma inflamatério"*

pN — Linfonodos regionais#

pNx Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados (ex: remoc&o anterior ou ndo ressecados)
pNO Auséncia de metastases histoldgicas; pesquisa de células tumorais isoladas (ITC##) ndo realizada
pNO(i-) Auséncia de metastases histologicas; pesquisa de ITC negativa por técnicas histolégicas —
hematoxilina/eosina e imunoistoquimica.
pNO(i+) Auséncia de metastases histoldgicas; pesquisa de ITC positiva por técnicas histoldégicas —
hematoxilina/eosina e imunoistoquimica; grupo de ITC < 0,2 mm
pNO(mol-) | Auséncia de metastases histologicas; pesquisa de ITC negativa por técnicas moleculares (RT-PCR)
pNO(mol+) | Auséncia de metastases histologicas; pesquisa de ITC positiva por técnicas moleculares
pN1 Metastases para 1 a 3 linfonodos (LN) axilares ou mamarios internos com doenga microscopica
detectada através de dissecgéo de linfonodos sentinelas (DLS), mas clinicamente inaparente™*
pN1mi Micrometastases™ > 0,2 mm e <2 mm
pNla Metastases para 1 a 3 LN axilares (pelo menos um grupo de células tumorais > 2.0 mm)
pN1lb Metastases em LN mamarios internos detectados por DLS, mas clinicamente inaparentes
pNlc Metastases para 1 a 3 LN axilares e mamarios internos com doenga microscépica detectada por DLS
mas clinicamente inaparente. Se associados a mais de 3 LN axilares positivos, os LN mamarios
internos sdo classificados como pN3b para refletir a carga tumoral aumentada
pN2 Metastases em 4 a 9 LN axilares; ou LN mamarios internos clinicamente aparentes na auséncia de
metastases em LN axilares
pN2a Metastases para 4 a 9 LN axilares (pelo menos um grupo de células tumorais > 2.0 mm)
pN2b Metastases para LN mamarios internos clinicamente aparentes na auséncia de metastases para LN
axilares
pN3 Metastases 10 ou mais LN axilares, ou em LN infraclaviculares, ou em LN mamarios internos
ipsilaterais clinicamente aparentes na presenga de 1 ou mais LN axilares positivos; ou em mais de 3
LN axilares com micrometastases clinicamente inaparentes em LN mamarios internos ou LN
supraclaviculares ipsilaterais
pN3a Metastases em 10 ou mais LN axilares (pelo menos um grupo de células tumorais > 2.0 mm); ou
metastases para LN infraclaviculares
pN3b Metastases em LN mamarios internos clinicamente aparentes na presenga de 1 ou mais LN axilares
positivos; ou em mais de 3 LN axilares e LN mamarios internos com doenga microscopica detectada
por DLS mas clinicamente inaparente
pN3c Metastases em LN supraclaviculares ipsilaterais

pM — Metéstases a distancia

pMx

N&o avaliada

pMO

Auséncia de metastases

pM1

Metastases a distancia, incluindo metastases em LN supraclaviculares homolaterais




OBSERVACOES:

* Se houver tumor presente na margem de ressecgdo macroscopica, o caso € codificado como pTx
por impossibilidade de acesso ao tamanho completo do tumor.

** Doenga de Paget associada a tumor subjacente é classificada de acordo com o tamanho do tumor
***Microinvasdo é a extensdo de células neoplasicas além da membrana basal aos tecidos
adjacentes, com focos ndo maiores que 0,1 cm em sua maior dimensdo. Quando ha multiplos focos
de microinvasdo, o tamanho do maior foco é utilizado para classificar a microinvasdo (ndo deve se
usada a soma de todos os focos individuais). A presenca de multiplos focos deve ser quantificada e
notificada, bem como a presenga de multiplos focos maiores de carcinomas invasivos.

A Invasao dérmica isolada (sem ulceragdo, nédulos satélites ou carcinoma inflamatério) nao altera a
categoria T. Os casos sao classificados como T1, T2 ou T3, dependendo de seu tamanho.

AN Tumor no musculo peitoral deve ser medido em conjunto com o tumor mamario contiguo para a
determinacéo do tamanho tumoral e a categoria T final.

A Carcinoma inflamatério da mama é uma entidade clinico-patolégica caracterizada por eritema
difuso e edema envolvendo a maior parte da pele da mama, freqlientemente sem massa palpavel
subjacente. A apresentagéo clinica é devida a @émbolos tumorais em linfaticos, apesar deles poderem
ndo ser observados numa biépsia da pele. O diagndstico é estabelecido pela combinacdo dos
achados clinicos com uma bidpsia evidenciando o carcinoma no parénquima mamario ou nos
linfaticos dérmicos. A presenga de émbolos linfaticos dérmicos sem o quadro clinico tipico ndo é
diagnostica de carcinoma inflamatério. Num caso de carcinoma inflamatério clinico (cT4d) se a biopsia
de pele da mama for negativa e ndo houver carcinoma localizado subjacente mensuravel, a
categorizagéo patolégica deve ser pTx. Retragdo da pele ou do mamilo, bem como outras alteragdes
cutaneas, exceto aquelas dos estadios T4b e T4d, podem ocorrer em tumores T1, T2 ou T3 sem

afetar sua classificagao.

Ha situagdes onde o patologista ndo pode fazer a avaliagdo completa dos linfonodos (LN) em
decorréncia do procedimento cirurgico realizado para a sua abordagem, ou porque os dados de
procedimentos prévios ndo estdo disponiveis ou estdo incompletos. Nessas situagbes, deve-se

classificar o estadiamento nodal como “pNx” ao invés do nimero do TNM.

# A classificacdo é baseada na disseccdo dos LN axilares com ou sem a dissecgdo dos LN sentinela.
Quando a classificacdo for baseada apenas na disseccdo dos linfonodos sentinela sem disseccéo

axilar subsequente, deve-se acrescentar a abreviatura (sn) a classificagéo, por exemplo, pNO(i+)(sn).

# Células tumorais isoladas (ITC) sdo definidas como células Unicas isoladas ou em pequenos grupos
ndo maiores que 0,2 mm. Elas podem ser detectadas através de exame histodgico de rotina, por
imunoistoquimica ou métodos moleculares (RT-PCR). As ITC geralmente ndo mostram evidéncias de
atividade maligna (ex: proliferagédo ou reacédo estromal).

## Doenga clinicamente aparente é definida pela detecgdo de LN através de estudos de imagem
(excluindo linfocintilografia) ou através de exame clinico.

## Micrometastases podem mostrar evidéncia histolégica de atividade maligna (ex: proliferacdo ou

reacdo estromal).
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