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1. INTRODUCAO

No tratamento do cancer de mama, o objetivo final € chegar o mais préximo do
tratamento adjuvante mais efetivo, sendo necessario se ter todos os parametros
dos fatores progndsticos e preditivos relevantes disponiveis no momento de
tomada de decisdo. (Viale 2003) Alguns fatores clinicos (idade da paciente),
patoldgicos (tipo histolégico, tamanho, grau histologico e nuclear tumoral e estado
dos linfonodos axilares) e biologicos (estado dos receptores de estrogénio e,
progesterona, HER2-neu e indices proliferativos) dos tumores primarios sao
considerados fatores prognosticos e preditivos bem estabelecidos para avaliar o
risco de progressao da doenca e sdao fundamentais na escolha das intervencdes
adjuvantes.(Fukutomi e Adashi-Tanaka 2002, Goldhirsch et al 2009)

Atualmente, cada vez mais pacientes estdo sendo tratados com quimioterapia
(QT) e hormonioterapia (HT) antes do tratamento cirargico e em estagios mais
precoces de carcinomas de mama operaveis. Muitas vezes a bidpsia por
fragmento é a Unica amostra usada para avaliar os marcadores progndsticos e
preditivos previamente ao tratamento sistémico neoadjuvante. (Burge et al 2006)

Como o cancer de mama tem uma grande variedade de achados histoldgicos e
imuno-histoquimicos (IHQ), a concordancia e as possiveis mudancas entre 0s

achados da biopsia pré-QT e das pecas cirurgicas definitivas p6s-QT constituem
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um desafio ao patologista e a decisdo clinica do mastologista. (Renault-Llorca et al
2008, Pusztai 2008, Sahoo et al 2009). Essa possivel mudanca no perfil IHC apos
intervencao terapéutica no tumor primario ja foi demonstrada em estudos que
compararam tumores primarios e suas respectivas recorréncias locais, conforme
descrito por Pedrini et al (Pedrini et al 2004), bem como em trabalhos que
analisaram a expressao imuno-histoquimica do tumor primario e contrastaram 0s
resultados com suas metastases axilares. (Koda 2007)

Além disso, identificar fatores preditivos de resposta ao tratamento sistémico
primario pode ter consideravel potencial clinico e o futuro do tratamento
neoadjuvante passa pela sua individualizacédo através de terapias alvo. (Miglietta
et al 2009). O papel de marcadores histoldgicos e imuno-histoquimicos ja
padronizados, e também de novos, vém sendo extensamente estudados com este

objetivo. (Renault-Llorca et al 2008, Nishimura et al 2009, Shien et al 2009)
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA

O cancer de mama tem um enorme impacto na saude da mulher. Sua
incidéncia e a mortalidade variam consideravelmente pelo mundo, € mais
incidente (>80 por 100.000) em regifes desenvolvidas e menos (<30 por 100.000)
nas regides em desenvolvimento, mas a incidéncia estd aumentando em quase
todos os lugares. Por outro lado, a mortalidade entre as mulheres de todas as
etnias e idades decresceu em média 2-3% por ano entre 1990 e 2002,
principalmente nos paises de alto risco, devido a combinacdo entre deteccéo
precoce, com a introducdo do rastreio por mamografia, € 0S avangos no
tratamento. (Parkin e Fernandez 2006, Smigal et al 2006)

O céncer de mama permanece como 0 segundo tipo de cancer mais frequente
no mundo e o primeiro entre as mulheres. Apesar dos esforcos na deteccdo
precoce e 0s avancos terapéuticos, a sobrevida mundial em 5 anos situa-se em
61%. No Brasil, € o cancer que mais causa morte entre as mulheres e a segunda

neoplasia mais incidente no pais. Sua estimativa de incidéncia em 2008 foi de 51
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casos a cada 100 mil, perfazendo um total de 49.400 novos casos. Na Regiao Sul,
0 cancer de mama é o mais incidente entre as mulheres, com uma estimativa de
67 novos casos por 100 mil mulheres. S6 no Rio Grande do Sul, 4.880 novos
casos foram diagnosticados em 2008 (INCA 2008).

A incidéncia da neoplasia cresce continuamente com o aumento da faixa
etaria. Entretanto, a curva de aumento do niumero de casos apresenta sua maior
aceleracdo durante as 52 e 62 décadas de vida (Porter et al 2001). A incidéncia é
muito baixa (< 10 casos novos / 100.000 mulheres) antes dos 25 anos e aumenta
até 100 vezes em torno dos 45 anos. Isso sugere o envolvimento dos horménios
sexuais na etiologia do céncer de mama, pois 0s tumores hormonio-
independentes ndo exibem essa dramatica mudanca na incidéncia durante o
periodo reprodutivo. (Dumitrescu e Cotarla 2005) A grande variacdo da incidéncia
do cancer de mama no mundo pode ser atribuida as diferencas genéticas e/ou
estilo de vida. Estudos em migrantes demonstraram que a incidéncia aumenta em
pessoas que saem de uma regiao de baixo risco (exemplo: paises asiaticos) para
locais com maior incidéncia (exemplo: Estados Unidos), ja 10 anos apés a
imigragdo. O que sugere a contribuicdo crucial de fatores ambientais e soécio-
culturais. (Dumitrescu e Cotarla 2005 Esses fatores sao transmitidos as geracoes
subsequentes e os descendentes assumem o0 risco da populagdo nativa para a
doenca rapidamente, dentro de uma a duas geracoes. (McPherson et al 2000)

A deficiéncia de registro em paises subdesenvolvidos impede uma estimativa
acurada da distribuicdo por estadiamento na apresentacdo; em paises

desenvolvidos a maioria dos novos casos ja é identificado exclusivamente por
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programas de rastreamento ha mais de uma década (American Cancer Society,

2006).

2.2 FATORES DE RISCO

Os fatores comportamentais que influenciam no risco do cancer de mama
estdo melhor estabelecidos e sua relacdo com a fisiopatologia da doenca melhor
definida. No entanto, a importancia e a forca de associacdo de cada um deles é
fonte de discusséo e controvérsia entre os pesquisadores.

Entre esses fatores pode-se incluir a idade do paciente, sua localizacao
geografica (pais de origem) e nivel socio-econémico. Os eventos reprodutivos, 0
uso de horménios exdgenos, associado ao estilo de vida (alcool, dieta, obesidade
e atividade fisica) também séo citados. A historia familiar de cancer de mama,
histéria de doencas benignas da mama, de radiacdo ionizante prévia, a densidade
0ssea, a densidade mamografica, o peso, os niveis de IGF-1 e prolactina, o uso
de agentes quimiopreventivos e fatores genéticos - genes de alta penetrancia
(BRCAL, BRCA2, p53, PTEN) e de baixa penetrancia (genes do citocromo P450)
e genes que codificam sinais celulares (RP, RE, TNF alfa ou HSP70) - também

sao implicados.(Dumitrescu e Cotarla 2005)
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2.3 PATOLOGIA DO CARCINOMA INVASOR

O carcinoma invasor € um grupo heterogéneo de lesbes, variam de acordo
com sua apresentacao clinica, aspectos radiograficos, caracteristicas histologicas
e agressividade biolégica. Em comum, ocorre a infiltragdo do estroma mamario e
potencial para comprometimento de estruturas circundantes e a possibilidade de
metastatizacdo. A seguir estdo resumidas as variedades histologicas tumorais

baseado em classificacdo da OMS. (Cotran et al 1999)

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

2. Carcinoma lobular invasivo;

3. Carcinoma medular;

4. Carcinoma coldide ( mucinoso );

5. Carcinoma tubular;

6. Carcinoma adendide cistico;

7. Carcinoma apocrino;

8. Carcinoma papilar invasivo

Tabela 1 — Variedades histolégicas mais comuns do carcinoma invasor de mama.
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O tipo histolégico mais comum é o carcinoma ductal invasor tipo néo
especial (CDI NE). A classificacéo inclui também os carcinomas ductais invasores
do tipo especial, que tem caracteristicas histolégicas distintas e devem mostrar 0s
aspectos histolégicos especificos de um tipo especial em pelo menos 90% do
tumor, esses tumores compreendem 20-30% das lesfes invasivas. Outros tipos

histoldgicos séo raros. (Harris et al 2004)

2.3.1 Apresentacao clinico-patolégica

O CDI apresenta-se, na maioria das vezes, como massa palpavel ou
anormalidade mamogréfica. Ndo ha caracteristica especifica que o diferencie dos
tipos especiais. Na macroscopia apresenta-se como nddulo ou massa firme e
cirrosa, a superficie € arenosa, cinza-esbranquicada, de contorno espiculado e
com as margens irregulares. A aparéncia microscopica € muito heterogénea em
relacdo ao seu desenvolvimento, analise citolégica, atividade mitética, reacdo
desmoplasica e extensdo da possivel lesdo intraductal associada.(Cotran et al
1999)

Por sua heterogeneidade, existem subclassificacdes das lesdes infiltrantes.
A forma mais utilizada é a graduacdo baseada nas caracteristicas nucleares ou,
alternativamente, em combinacdo com as arquiteturais. Em relacdo as nucleares,
a mais usada € a de Black et al. (Cutler et al 1969) Na pratica clinica, a graduacéo
mais utilizada é a de Bloom e Richardson (Bloom e Richardson 1957), modificada

por Elston e Ellis, (Elston e Ellis 1998) e é baseada em 3 critérios: a formacgéo de

tubulos, o pleomorfismo nuclear e a atividade mitética. A expressdo de
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marcadores biolégicos imuno-histoquimicos, como 0s receptores hormonais,
fatores de crescimento, produtos de genes supressores e outros apresenta grande
variabilidade. Os tumores de tipo ndo especial ttm o pior prognostico entre os
tumores invasivos da mama, no entanto, mesmo dentro desse grupo, ha subtipos

com diferentes prognosticos.(Bundred 2001)

2.4 FATORES PROGNOSTICOS E PREDITIVOS

O desfecho clinico do cancer de mama é extremamente variavel. Apresenta
desde longos periodos livres da doenca até pacientes com rapida piora da
condicdo clinica com precoce recidiva e morte. Esta variabilidade pode ser
explicada por diferencas nas taxas de crescimento tumoral, capacidade de
invasdo, potencial metastatico e outros mecanismos ainda pouco compreendidos.
(Allred et al 1998) O conhecimento de marcadores bioldégicos que mecam essas
funcdes sera util para que as pacientes possam ser agrupadas conforme 0s seus

riscos de recorréncia especificos.

2.4.1 Avaliacéao histopatolégica

Os CDI NE sao as formas mais comuns de apresentacdo do cancer de

mama, em torno de 80% de todos os carcinomas de mama diagnosticados e

apresentam a maior incidéncia de linfonodos axilares comprometidos e
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metastases a distancia, com pior prognostico clinico, quando comparados aos
tipos especiais. (Elston e Ellis 1998, Cotran et al 1999)

A presenca do acometimento linfonodal axilar e mamario sado os
preditores independentes de maior impacto prognostico na neoplasia de mama
(Saez et al 1989, Nemoto et al 1980). A relacdo entre a extensdo desse
comprometimento e um pior prognostico € conhecida ha bastante tempo (Nemoto
et al 1980). O numero de linfonodos comprometidos € utilizado como parametro de
estimativa de risco para indicacdo da intensificacdo de estratégias de adjuvancia
sistémica (Bu-Khalaf et al 2005, Battelli et al 2006) e foi incorporado como
definidor de estadiamento na Ultima revisdo do American Joint Committee
(Singletary et al 2002). Ap6s o acometimento linfonodal o tamanho tumoral é o
fator independente mais poderoso associado a ocorréncia de doenca metastatica,
com maior impacto nos tumores sem envolvimento axilar (Baehner 2006).
Entretanto, tumores pequenos podem biologicamente apresentar alta capacidade
proliferativa e metastéatica e deve-se levar em conta outros fatores conjuntamente
para poder determinar seu prognadstico (Harris et al 2004)

Embora haja grande discussdo e controvérsia em relacdo a inclusédo no
sistema atual de estadiamento (Singletary et al 2002), o grau tumoral,
principalmente através da graduacdo histolégica revisada por Elston e Ellis e o
estadiamento nuclear de Fisher, persiste como importante preditor de tempo livre
de doenca pdés-resseccdo tumoral (Elston/Ellis 1998, Bundred, 2001, Horita et al
2001), mesmo considerando a pouco reprodutibilidade da andlise
interobservadores e a grande heterogeneidade clinica, principalmente entre as

lesbes consideradas moderadamente diferenciadas ou grau 2. (lvshina et al 2006).
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O proprio sistema TNM de estadiamento do cancer de mama tem sofrido
criticas por classificar e agrupar pacientes com doencas possivelmente diferentes
e, com isso, de prognosticos completamente diferentes. As informacdes sobre
tamanho tumoral, comprometimento linfatico regional e metastases a distancia tém
importantes implicacdes na terapia e no progndéstico das pacientes, porém
informacdes adicionais como, por exemplo, 0 RE e RP, que atualmente serve
como guia fundamental para o tratamento, ndo faz parte da Classificacdo
TNMUICC. Outro aspecto que deve ser reavaliado diz respeito ao fato de que a
biologia raramente é acompanhada de pontos de separacdo ou linhas divisorias.
Assim sendo, uma informacédo basica como o tamanho do tumor ndo deveria ser
apresentado como categorias, € sim como pontos de uma continuidade que
conduz a uma informacé&o progndéstica mais precisa.(Farante et al 2009)

Além disso, faz-se necessaria uma classificacdo com uma linguagem
precisa e sem ambiglidades, tanto para os médicos como para as pacientes, e
gue mantenha semelhanca com a classificacdo TNMUICC, de modo a poder
comparar e validar os novos casos com os anteriores. O Instituto Europeu de
Oncologia (IEO) desenvolveu uma classificagcdo TNM alternativa que visa facilitar
a interpretacao, reprodutibilidade e precisdo no estadiamento do cancer de mama,
inclusive com mudangas na terminologia referente ao carcinoma intraductal.

(Farante et al 2009).

2.4.2 Outros fatores
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A presenca de componente intraductal extenso (CIE), invasdo de vasos
linfaticos, necrose tumoral e infiltrado de células mononucleares tém sido
associados a evolucdo clinica, mas nenhum deles foi validado como fator
prognéstico ou preditivo. (Harris et al 2004) Ao comparar o tratamento do
carcinoma primario de mama em mulheres abaixo e acima de 40 anos, Hartley et
al encontraram uma tendéncia a pior sobrevida global entre as mulheres com 40
anos ou menos, com achados desfavoraveis dos marcadores bioquimicos e
estagio mais avancado ao diagndstico e concluiram que essas mulheres tém pior
prognéstico quando comparadas as mais velhas. (Hartley et al 2006) Entretanto,
as possiveis razbes para que as mulheres jovens desenvolvam formas mais
agressivas de cancer de mama sdo motivo de controvérsia e permanecem
obscuras. (Yankaskas 2005, Hartley et al 2006).

A sobrevida ao cancer de mama € menor entre negras em comparacao as
brancas.(Bowen et al 2006) A condicdo socioecondmica pior € relacionada ao pior
resultado, embora a causa dessa associacdo ndo seja clara. Em estudo com
apenas mulheres indigentes caucasianas e afro-americanas as disparidades
raciais quanto ao prognéstico da doenca essencialmente desapareceram.

(Maloney et al 2006).

2.4.3 Marcadores imuno-histoquimicos usados no estudo.

2.4.3.1 Receptores Hormonais (RH)
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Os receptores de estrogeno (RE) e progesterona (RP) pertencem a uma
familia de receptores nucleares de horménios e atuam como fatores de transcricao
quando ativados por seus respectivos ligantes (Harris 2004). A positividade dos
carcinomas de mama para RE varia entre 60-81% e, para os RP, entre 44-61%
(Stierer et al 1993, Elliot et al 1994, Kuukasjarvi et al 1996). A expressdo de RH
esta associada com a idade da paciente ao diagnostico, sendo significativamente
maior em tumores de mulheres pds-menopausicas. A maioria dos tumores
positivos para RP também s&o positivos para RE (Rosen 1997). A maioria dos
autores mostra que existe uma associacao positiva entre a presenca dos RH e um
progndstico mais favoravel (Mansour et al 1994, Beckmann et al 1996, Mauri et al
1999). A responsividade a terapia hormonal nos carcinoma de mama €
diretamente proporcional a expressédo imuno-histoquimica dos RH. Considerando-
se globalmente a populacdo com neoplasia metastatica, a taxa de resposta
tumoral objetiva situa-se entre 30-40% (Mcclelland et al 1986, Bezwoda et al
1991). O potencial de responsividade hormonal, expresso na quantificacédo de RE
e RP, tem sido implicado como um dos principais definidores para decisédo

terapéutica em carcinoma de mama (Goldhirsch et al 2005).

2.4.3.2 Expressao de HER2-neu

Os primeiros relatos da relagdo entre expressdao aumentada de produtos

dos genes Her2-neu e desfechos progndsticos clinicos em carcinoma de mama

ocorreram h& duas décadas (Slamon et al 1987). A imuno-histoquimica tem sido
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sugerida como o padrdo para avaliacdo desse fator, tanto pela factibilidade do
método, quanto pelo potencial de deteccdo de casos particulares de aumento da
expressao dos produtos relacionados com a estimulagcédo celular na auséncia de
amplificacdo génica (Tetu e Brisson 1994). Com essa técnica, a prevaléncia global
de expressédo aumentada no cancer de mama é de 20%, aumentado para 25% (de
Potter e Schelfhout et al 1995) nos carcinoma ductais invasores e podendo chegar
a 50% nos pacientes com carcinoma inflamatorio (Sawaki et al 2006). O fendtipo
tende a se manter durante toda a histéria natural de doenca, sendo detectado um
alto nivel de concordancia entre amostras do tumor primario e de seus sitios
metastaticos (Burstein 2005). A andlise retrospectiva de coortes de neoplasias de
mama identificou uma associacdo positiva do HER2-neu amplificado com pouca
diferenciacdo celular, alto grau, altas taxas mitéticas, acometimento linfonodal
regional e uma maior resisténcia a alguns quimioterapicos (Burstein 2005). Ha
uma relacdo negativa entre a expressédo de receptores hormonais e HER2-neu
(Allred et al 1992, Tetu e Brisson et al 1994, Keshgegian 1995). O aumento de
expressdo € consistentemente associado a um pior progndstico, expresso em
maiores taxas de recorréncia e menor sobrevida geral (Slamon et al 1987). O uso
dos produtos da expressdao do HER2-neu como alvo biologico terapéutico de
anticorpos monoclonais humanizados tem tido sua eficcia terapéutica confirmada
na doenca metastatica (Vogel et al 2002), na adjuvancia (Piccart-Gebhart et al
2005) e, em estudos recentes, também na neoadjuvancia, conforme demonstram

os estudos NOAH (Gianni et al 2008), GeparQuattro (Untch et al 2008).

2.4.3.3 Prolactina
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A prolactina é um horménio de producdo primaria hipofisaria e que
desempenha um papel essencial no crescimento, diferenciacéo e desenvolvimento
normais da glandula mamaria (de Castillo et al 2004, Tworoger e Hankinson
2006). Diversas evidéncias de experimentos in vitro tem implicado a prolactina em
um papel na tumorigénese de varios tecidos, em especial carcinomas de mama
(Janssen et al 1996). Mecanismos como promocao de proliferacdo celular, inibicao
da apoptose, aumento da motilidade celular e angiogénese tem sido sugeridos
(Goffin et al 2005, Tworoger e Hankinson 2006) e seus efeitos estimulatérios sobre
o ciclo celular parecem ser potencializados pelo estradiol (Gutzman et al 2004).
Como a prolactina é produzida tanto por células mamarias normais quanto
neoplasicas, a estimulacdo autdcrina/paracrina é apontada como um dos
mecanismos provavelmente envolvidos (Vonderhaar 1999, Tworoger e Hankinson
2006). Embora evidéncias apontem para uma relacdo positiva entre 0s niveis
plasmaticos de prolactina, a sua expressao quantitativa no microambiente tumoral
e seu risco de promocdo e progressdo tumoral, o entendimento desses
mecanismos ainda € incompleto (Bhatavdekar et al 2000a, Clevenger et al 2003).
A andlise IHC no carcinoma de mama com positividade no citoplasma para
prolactina ocorre em até 80% dos casos e € preditora independente de pior

sobrevida (Bhatavdekar et al 2000a, Bhatavdekar et al 2000b).

2.5 NEOADJUVANCIA SISTEMICA
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A QT neoadjuvante faz parte da chamada Estratégia de Tratamento
Multidisciplinar, que consiste na associacdo da QT e/ou HT, primaria ou adjuvante,
associada ao tratamento locorregional, através da cirurgia e radioterapia (RT).
Atualmente, o tratamento do cancer de mama, em especial o localmente
avancado, € baseado nesse planejamento e a QT ocupa o papel central.

O tratamento sistémico de inducdo apresenta muitas vantagens e também
potenciais desvantagens, que sdo apresentadas no quadro 1. (Harris et al 2004)
Os resultados de varios estudos documentam a efetividade da QT primaria em
pacientes com tumores maiores e comprometimento axilar (Hunt et al 1996, Valero
et al 2002). O uso inicial de QT pré-operatédria utilizando um antraciclico, com ou
sem taxano, é o tratamento padrao. (Valero et al 2002, Bear et al 2006, Mathew et
al 2007, NCCN, 2009) A reducao do volume tumoral na mama e nos linfonodos
regionais ocorrem em 60-80% dos pacientes (De Lena et al 1978, Swain et al
1987, Hortobagyi et al 1988) e a maioria com resposta tanto na lesdo mamaria
quanto na axilar (Hortobagyi et al 1988, Fisher et al 1997). A resposta patoldgica
completa (RPC) ocorre em 10-20% dos casos (Hortobagyi et al 1988, Cocconi et
al 1990) e é relacionada a um melhor progndstico (Jacquillat et al 1988). Essas
mulheres s@o excelentes candidatas a conservacdo da mama, com oOu sem
intervencéo cirdrgica. (Fisher et al 1998 Gonzalez-angulo et al 2008, Mathew et al

2009).



30

VANTAGENS

DESVANTAGENS

Inicio precoce do tratamento sistémico

Adiamento do tratamento local para
pacientes que ndo respondem ao

tratamento sistémico.

Inibicdo do crescimento tumoral pos-

cirurgico.

Inducéo de resisténcia as drogas.

Acdo quimioterapica ou hormonioterapica

em vasculatura tumoral intacta.

Permanéncia de tumor volumoso na

mama.

Avaliacao da resposta tumoral in vivo.

Disponibilidade apenas do

impreciso estadiamento clinico.

Diminuicdo do tamanho do tumor e

complicacGes na cirurgia linfonodal axilar.

Menor radicalidade da terapia loco-

regional.

Possivel cirurgia conservadora da mama.

Bom modelo biolégico para avaliar 0s

efeitos do tratamento sistétmico no tumor.

Tabela 2 - Avaliacdo da estratégia multidisciplinar com tratamento sistémico

de inducao.
Fonte: Harris et al. (2004).
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Figura 1: Padrbes de Resposta ao Tratamento Neoadjuvante — Conforme os critérios
RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors), resposta completa (*) significa
que ndo ha mais evidéncia de neoplasia; a resposta parcial (**) requer uma diminuicao de
pelo menos 30% do valor do maior diametro do tumor original; a progressao (****) é
configurada quando este valor aumenta pelo menos 20%; a doenca estavel (***) é uma

situacao intermediaria entre a resposta parcial e a progressao.

A introducdo dos taxanos (Von Minckwitz et al 1999) aumentou
significativamente a atividade antitumoral, (Rastogi et al 2008, Gonzalez-Angulo et
al 2008) tanto quando houve resposta ou ndo as antraciclinas. Estudo de Bear et
al demonstrou maior RPC e maior intervalo livre de doenca em pacientes com
resposta parcial em relacdo aos que usaram AC seguido de docetaxel pré-
operatorio.(Bear et al 2006) O Consenso do NCCN afirma que o tratamento

sistémico pre-operatdrio é equivalente ao adjuvante (Fisher et al 1998, Rastogi et
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al 2008) e que nédo ha indicacdo de QT pds-operatéria se 0 numero de ciclos
padréo tenha sido completado antes da cirurgia (NCCN, 2009).

Véarios agentes quimioterapicos comprovadamente eficazes na doenca
metastatica também sao apropriados para o tratamento neoadjuvante.(Thomas et
al 2007, Perez et al 2007, Villman et al 2007, Di Leo et al 2008, Steinberg 2008,
Lechleider et al 2008, Hamm et al 2008, Gomez et al 2008, Cameron et al 2008)
Entre eles, pode-se incluir os antraciclicos, taxanos, ciclofosfamida, metotrexate,
fluoracil, gemcitabine, ixabepilone e capecitabine. (NCCN, 2009) Mulheres HER2-
positivos devem receber um regime neoadjuvante que incorpore trastuzumab
(Sanchez-Mufioz et al 2008, Horiguchi et al 2009). A sua adicdo é associada a um
aumento na RPC, segundo Buzdar et al, de 26% para 65,2% (p=0,016).(Buzdar et
al 2005).

O uso de terapias sistémicas pré-operatérias tem sido amplamente indicadas
no manejo do cancer de mama localmente avancado (Kaufmann et al 2006). As
principais vantagens estimadas da QT neoadjuvante em relacdo as alternativas
terapéuticas consistem em uma melhora das condi¢des cirdrgicas, uma melhor
avaliacdo do potencial de resposta tumoral a terapia sistémica e uma maior

sobrevida.

2.5.1 Impacto na melhora das condic¢des cirargicas

O potencial do tratamento sistémico neoadjuvante na melhora das

condi¢cbes cirdrgicas, especialmente expressas através de uma maior taxa de

cirurgias conservadoras, ja foi extensamente demonstrada em vérias séries de
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casos de pacientes com doenca localmente avancada (Wolff e Davidson 2000).
Esse beneficio se deu sem prejuizo no controle locorregional da doenca (Chen et
al 2004). Na comparacdo com um esquema padrao baseado em antraciclinas, a
intensificacdo da QT neoajuvante com a adicdo sequencial de taxanos foi,
inclusive, associada com uma menor taxa de recidiva local (Mamounas 1997). A
demonstracdo do impacto positivo no aumento das chances de cirurgia
conservadora fez com que a QT neoadjuvante com antraciclicos fosse incorporada
como terapéutica padrdo para pacientes com uma relacdo volumétrica
desfavoravel entre o tumor primario e o restante do tecido mamario (geralmente
em tumores T3 e T4)(NCCN 2009, INCA 2006, NCI 2009). A figura 2 mostra caso
de paciente pos-quimioterapia neoadjuvante com diminuicdo tumoral e submetida

a cirurgia conservadora de mama e simetrizacao.

Figura 2 A— mamas grandes e ptéticas com mamas acessorias axilares e
nédulo maligno medindo 6 cm na juncdo dos quadrantes inferiores da mama

esquerda.
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Figura 2 B — P6s-operatorio de cirurgia conservadora mama esquerda com
técnica de mamoplastia redutora com pediculo areolado superior e simetrizacao

mama direita.

Figura 2 C - cicatriz axilar transversa apés esvaziamento axilar com exerese

concomitante de mama acessoria axilar.
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2.5.2 Avaliacado do potencial de resposta tumoral

A QT neoadjuvante trouxe, adicionalmente, a possibilidade de se observar a
resposta dindmica do tumor primario ao tratamento e estabelecer relacdes
prognoésticas. Assim, uma resposta volumétrica precoce ao tratamento foi
implicada com um desfecho a longo prazo mais favoravel (Von Minckwitz et al
2005). Também, a deteccdo de uma RPC em pacientes submetidos a QT
neoadjuvante foi fortemente associada com uma menor mortalidade em neoplasia
de mama na andlise de diversas coortes (Kuerer et al 1999, Wollf e Davidson
2000, Wolmark et al 2001, Bear et al 2006).

Baseados nesses dados, postula-se que a RPC exprimiria um alto potencial
da intervencdo em erradicar 0os depdsitos micrometastaticos e consensos
internacionais propdem o seu uso como um desfecho substituto para sobrevida
geral na populacdo submetida a QT priméria (Kaufmann et al 2006). A figura 3
mostra exame ecografico documentando resposta tumoral parcial baseado no
critério RECIST ao tratamento quimioterapico neoadjuvante, com reducdo

significativa do tamanho tumoral.
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Figura 3 A -Tumor palpavel de mama esquerda.

Figura 3 B - resposta parcial apés 3° ciclo quimioterapico.
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2.5.3 Beneficios na sobrevida

Uma abordagem que previlegiasse o controle sistémico de forma primaria
tem sido proposta como uma das alternativas para se expandir a taxa de
sobrevida dos pacientes com cancer de mama. Entretanto, comparacfes em
ensaios randomizados frente a esquemas padrao de adjuvancia falharam em
demonstrar superioridade da QT neoadjuvante na sobrevida geral ou livre de
doenca (Scholl et al 1994, Wolmark et al 2001, van der Hage et al 2001, Bear et al
2006). Nesses estudos, a seguranca da intervencdo foi confirmada, com baixos
indices de progressdo durante a quimioterapia e com toxicidade sobreponivel ao
tratamento pos-operatorio. Uma vez que, em analises de subgrupo retrospectivas,
ganhos na taxa de RPC com a QT neoadjuvente foram detectados, é possivel que
novas estratégias de selecdo de pacientes ou 0 aumento de poder de futuros

ensaios possam detectar ganhos em sobrevida (Kaufmann et al 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1 PRIMARIO

Comparar a expressdo imuno-histoquimica dos receptores de prolactina,
HER2-neu, estrogénio e progesterona na neoplasia de mama pré e pos-

guimioterapia neoadjuvante.

3.2 SECUNDARIO

Avaliar se a expressdo dos marcadores imuno-histoquimicos estudados tem

alguma correlagdo com a resposta tumoral & quimioterapia neoadjuvante.
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INFLUENCIA DA QUIMIOTERAPIA NEOADJUVANTE SOBRE A EXPRESSAO
DOS MARCADORES IMUNO-HISTOQUIMICOS NO CARCINOMA PRIMARIO

DE MAMA.

RESUMO

Introducdo: Os marcadores tumorais sdo importantes na diferenciacdo dos
carcinomas de mama. A imuno-histoquimica € um importante método no
dignédstico e tratamento do cancer de mama. O objetivo desse estudo é comparar
a expressao imuno-histoquimica do receptor de prolactina (RPrl), receptor do fator
de crescimento HERZ2-neu, receptor de estrogénio (RE) e receptor de
progesterona (RP) na neoplasia de mama pré e pds-quimioterapia neoadjuvante e
avaliar se esses marcadores sdo associados a resposta tumoral a quimioterapia
(QT) neoadjuvante

Métodos: A expressao imuno-histoquimica desses receptores foi analisada em 90
casos de CDI pré e pés QT neoadjuvante. O teste de McNemar e o indice Kappa
foram usados para fazer a analise estatistica.

Resultados: Comparados os tumores com positividade de HER2-neu pré-QT
(39/90 casos ou 43,3%) e pos-QT (20/90 casos ou 22,2%) e RPrl pré-QT (43/90
casos ou 47,8%) e p6s-QT (25/90 casos ou 27,8%) houve diminuicédo
estatisticamente significativa da expressao tumoral desses marcadores p6s-QT.
N&o houve diferenca significativa na expressdo dos RE e RP pré e p6s-QT, o

indice Kappa mostrou moderada concordancia para o RE e RP (0,51) e baixa para
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o HER2-neu (0,49) e RPrl (0,37) na variacdo da expressdo de positividade e
negatividade desses marcadores.

Conclusao: A expressédo de RPrl e HER2-neu mostraram diferenca significativa
na expressao pré e pos-QT, o que ndo aconteceu com 0os RE e RP e a
concordancia desses marcadores pré e p6s-QT foi baixa, 0 que sugere que deve-
se realizar a analise imuno-histoquimica apés a QT. Nao foi demonstrado valor
preditivo de resposta a QT para nenhum dos marcadores estudados, indicando
que a resposta tumoral independe da expressao pré ou da mudanca da expressao
dos marcadores tumorais pos QT.

Palavras-chave: Carcinoma de mama, HER2-neu, receptor de estrogénio,

receptor de progesterona, receptor de prolactina quimioterapia neoadjuvante.
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INTRODUCAO

O cancer de mama tem grande impacto na satde da mulher. E o segundo
tipo de cancer mais frequente no mundo e o primeiro entre as mulheres(INCA
2008). A incidéncia da neoplasia cresce continuamente com o aumento da faixa
etaria e sua curva de aumento apresenta a maior aceleracdo nas 52 e 62 décadas
de vida (Porter 2001). Apesar dos esforcos para deteccdo precoce e 0S avangos
terapéuticos, a sobrevida mundial em 5 anos situa-se em 61%.(INCA 2008)

A pesquisa de fatores preditivos e prognosticos para otimizar o tratamento
continua sendo um dos grandes desafios na pesquisa do cancer de mama. O
comprometimento axilar continua sendo o fator progndéstico de maior impacto na
neoplasia de mama (Nemoto 1980, Saez 1989, Veronesi 2003) e é o parametro de
risco para indicar a intensificacdo de estratégias de adjuvancia sistémica. (bu-
Khalaf 2005, Batelli 2006). Outros fatores clinicos (idade da paciente), patol6gicos
(tipo histoldgico, tamanho, grau tumoral) e biolégicos (estado dos receptores de
estrogénio, progesterona e HER2-neu) sdo considerados medidas valiosas do
risco de progressdo da doenca e influenciam a escolha das intervengdes
sistémicas. (Elston/Ellis 1998, Baehner 2006, Goldhirsch 2009).

Os receptores de estrégeno (RE) e progesterona (RP) pertencem a uma
familia de receptores nucleares de hormdénios e atuam como fatores de transcrigdo
quando ativados por seus respectivos ligantes (Harris 2004). A positividade dos
carcinomas de mama para RE varia entre 60-81% e, para os RP, entre 44-61%

(Stierer 1993, Kuukasjarvi 1996). A maioria dos autores mostra uma associacao
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positiva entre a presenca dos RH e um progndstico mais favoravel (Mansour 1994,
Mauri 1999) O potencial de responsividade hormonal, expresso na quantificacdo
de RE e RP, € um dos principais definidores para decisdo terapéutica em
carcinoma de mama (Goldhirsch 2005).

O c-erb-B2 pertence a familia dos receptores do fator de crescimento
tirosina-cinase tipo I. (Rajkumar 1994) e é traduzido em uma glicoproteina
expressa em niveis baixos nas células epiteliais e mioepiteliais da mama. E um
mecanismo de promocao tumoral que influencia na resisténcia a terapia sistémica
e vigilancia imunologica do hospedeiro. Reflete mau progndstico. (Slamon 1987,
Allred 1998, Baselga 2001, Del Maestro 2005, Piccart-Gebhart 2005, Hitt 2006,
Francis 2006)

A prolactina € um horménio de producdo primaria hipofisaria com papel
essencial no crescimento, diferenciagdo e desenvolvimento normais da glandula
mamaria (de Castillo 2004, Tworoger 2006). Experimentos in vitro tém implicado a
prolactina na tumorigénese de varios tecidos, em especial a mama (Janssen
1996). Mecanismos como promocao de proliferagcéo celular, inibicdo da apoptose,
aumento da motilidade celular e angiogénese tem sido sugeridos (Goffin 2005,
Tworoger 2006) e seus efeitos estimulatérios sobre o ciclo celular parecem ser
potencializados pelo estradiol (Gutzman 2004). A estimulacdo autécrina/paracrina
por células normais e neoplasicas € apontada como um dos mecanismos
provavelmente envolvidos (Vonderhaar 1999, Tworoger 2006). A expresséo
imuno-histoquimica de prolactina no citoplasma das células mamarias chega a
80% dos casos e é preditora independente de pior sobrevida (Bhatavdekar 2000,

Bhatavdekar 2000).
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O tratamento sistémico primario tém sido amplamente indicado no manejo
do cancer de mama (Kaufmann 2006) e sua seguranca confirmada, com baixos
indices de progressdo durante a quimioterapia e toxicidade semelhante ao
tratamento adjuvante (Kaufmann 2006). Essa abordagem melhora as condicfes
cirdrgicas, mesmo em pacientes com doenca localmente avancgada, inclusive com
aumento das taxas de cirurgias conservadoras. (Wolff 2000) O aumento dos
indices de cirurgia conservadora fez com que a quimioterapia neoadjuvante com
antraciclicos fosse incorporada como alternativa terapéutica para pacientes com
uma relacédo volumétrica desfavoravel entre o tumor e mama (NCCN 2009, INCA
doc consenso 2006, NCI 2009).

O tratamento sistémico pré-operatério também possibilita a avaliacdo da
resposta tumoral in vivo e é associada a um desfecho favoravel a longo prazo
(Von Minckwitz 2005), principalmente em casos com resposta patolégica completa
(Kuerer 1999, Wolmark 2001, Bear 2006). Ensaios randomizados comparando
esquemas padrdo na adjuvancia com o tratamento neoadjuvante né&o
demonstraram superioridade da terapia primaria em relacdo a sobrevida geral e
livre de doenga (Wolmark 2001, van der Hage 2001, Bear 2006)

Muitas vezes a biopsia por fragmento é a Unica amostra usada para avaliar 0s
marcadores progndsticos e preditivos previamente ao tratamento sistémico
neoadjuvante. (Burge 2006) Como o cancer de mama tem uma grande variedade
de achados histologicos e imuno-histoquimicos, a concordancia e as possiveis
mudancas entre a bidpsia pré-QT e a peca cirargica p6s-QT constituem um
desafio ao patologista e a decisdo clinica do mastologista. (Renault-Llorca 2008,

Pusztai 2008, Sahoo 2009).
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Além disso, identificar fatores preditivos de resposta ao tratamento sistémico
primario pode ter consideravel potencial clinico e o futuro do tratamento
neoadjuvante passa pela sua individualizacdo através de terapias alvo. (Miglietta
2009). O papel de marcadores histologicos e imuno-histoquimicos, vém sendo
extensamente estudados com este objetivo. (Renault-Llorca 2008, Nishimura
2009, Shien 2009)

O objetivo desse trabalho € comparar a expressao imuno-histoquimica dos
receptores de prolactina, HER2-neu, estrogénio e progesterona na neoplasia de
mama pré e pos-quimioterapia neoadjuvante e avaliar se os marcadores imuno-

histoquimicos estudados sdo associados a resposta tumoral a quimioterapia

neoadjuvante.

METODOS

Pacientes

Foram selecionados 90 casos de carcinoma invasor de mama, confirmados
histologicamente apds revisdo das laminas pelos investigadores, sendo retirados
0os blocos de parafina do arquivo do Servico de Patologia do Hospital Nossa
Senhora da Conceicao e do Hospital Santa Rita de Porto Alegre, Rio Grande do
Sul. Foram incluidas mulheres portadoras de carcinoma invasor de mama, com

indicacdo de cirurgia, submetidas a quimioterapia primaria baseada em

antraciclinas (pelo menos 3 ciclos completos) e tratamento cirargico posterior.
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Excluiram-se homens, gestantes, carcinoma inflamatério, doenca metastatica,

resposta patolégica completa e as submetidas a hormonioterapia neoadjuvante.

Imuno-histoquimica

Os blocos de parafina foram cortados em micrétomo rotativo, obtendo-se 6
cortes com espessura de 3 micrébmetros, sendo cinco preparados em
organosilano. As laminas para imuno-histoquimica foram incubadas a 60°C por 20
minutos para remocdo da parafina e, entdo, imersas por 10 minutos em xilol,
seguidas por 5 imersdes sequenciais em alcool absoluto. Para recuperacdo dos
antigenos, foram colocadas em citrato de sédio, pH 6, em temperatura ambiente e
levadas a fervura no forno de microondas por 10 minutos. Apds voltar a
temperatura ambiente, as laminas foram lavadas 2 vezes por 5 minutos em
solucao tampéo PBS (pH 7,2-7,8) e incubadas em perdxido de hidrogénio 3% por
10 minutos. ApGs o bloqueio dos sitios ndo especifico com soro normal de cavalo
(DAKO A/S, Glostrup, Dinamarca) em PBS, de acordo com instrugbes do
fabricante. As laminas foram lavadas em agua destilada 2 vezes por 5 minutos em
solucdo de PBS. Os anticorpos primarios foram incubados de acordo com as
diluicdes: receptor de prolactina (DAKO policlonal, Glostrup, Dinamarca) 1:1000,
receptor de estrogénio (Novocastra, Newcastle-United Kingdon) 1:200, receptor
de progesterona (Novocastra, Newcastle—-United Kingdom) 1:100 e c-erb-B2
(DAKO policlonal, Glostrup, Dinamarca) 1:500. Ap6s 12 horas de incubacéo, foram
lavadas 2 vezes por 5 minutos em solugéo tampéo PBS e, novamente, incubadas
em camara umida por 30 minutos com anticorpo secundario (anticorpo biotinilado

de camundongo, anti IgG, sistema LSAB2 DAKO, DAKO A/S, Dinamarca) e em
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complexo strepto-avidina biotina pré-formado (Strepto ABC, sistema LSAB2
DAKO, DAKO A/S, Dinamarca), para detectar o anticorpo primario, conforme
instrui o fabricante. As laminas foram contracoradas com hematoxilina, montadas
e analisadas em microscopio éptico.

As laminas coradas por imuno-histoquimica foram submetidas a métodos
padronizados e tiveram controles externos positivos e negativos previamente
conhecidos. O preparo das laminas foi realizado de uma unica vez e em
laboratorio de referéncia. Quatro investigadores diferentes (MCS, EC, JLP, CGZ)
avaliaram as laminas de forma cega e independente. Nos casos de discordancia
houve reavaliacao até o consenso. A expressédo de positividade de cada marcador
foi: RE (clone 1D5), RP (clone PgR 636), com 1% ou mais dos nucleos corados
em 10 campos de grande aumento (CGA),(Ferrero-Pous 2001, Pinto 2005) c-erb-
B2 (anticorpo policlonal) com escore 3 de positividade, com forte e completa
coloracdo amarronzada da membrana celular em mais de 30% das células
neoplasicas e escore 2, com coloracao fraca/moderada completa em mais de 10%
das células. As com coloracdo da membrana celular escore 1, de coloracao fraca
em parte da membrana em mais de 10% das células foram consideradas
negativas.(Jacobs 1999) O receptor de prolactina (anticorpo policlonal) com
escore 3 de positividade, com coloracdo do citoplasma mais de 50% das células
coradas (Bhatavdekar 2000) e com escore 2, entre 10 a 50 % das células com
coloracdo amarronzada do citoplasma é considerado positivo (Bhatavdekar 2000a,
Bhatavdekar 2000b, Gill 2001). As com escore 1, com coloragdo em menos de

10% das células sdo consideradas negativas,. Como controle positivo foi utilizado
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tecido pituitario humano (Bhatavdekar 2000a) e como controle negativo um caso

sabidamente negativo.

COMITE DE ETICA E ANALISE ESTATISTICA

O projeto foi submetido e aprovado pelo comité de ética da Universidade
Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre. O tamanho da amostra foi
calculado em 88 pacientes, baseado na estimativa de uma magnitude positiva de
impacto da expressao imuno-histoquimica sobre o desfecho principal em 35%,
com margem de erro de 10%. Considerou-se um erro alfa de 5% e um poder de
80%.

Foi realizado um banco de dados no programa Excel e posteriormente
exportado para o programa SPSS versdo 15.0 para a andlise estatistica dos
dados. © 2007 SPSS Inc. All rights reserved. SPSS Inc. Headquarters, 233 S.
Wacker Drive, 11th floor Chicago, lllinois 60606. Para descrever as variaveis
categoricas foram utilizadas as frequéncias absolutas e frequéncias relativas
percentuais e 0s seus respectivos intervalos de confianca de 95%. Para avaliar a
associacdo entre a expressao dos marcadores pré e pés QT foi utilizado o teste de
Mc Nemar e o coeficiente Kappa para avaliar a concordancia entre os valores pré
e pos QT.

Para avaliar a associacao entre resposta a QT e os marcadores, e grau
histol6gico com estes foi utilizado o teste de Qui-quadrado.

Para descrever variaveis quantitativas utilizamos a mediana e o intervalo

interquartil, e para comparar estas entre as diferentes respostas o teste de Mann-
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Whitney. Foi considerado um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Os achados clinicos, laboratoriais e patolégicos estdo resumidos na tabela
1. A comparacao entre os marcadores imuno-histoquimicos pré e pés QT revelou
uma concordancia baixa e moderada (k=0,37-0,51) e sem diferenga significativa
na expressao dos receptores hormonais no cancer de mama. Houve reducéo
significativa do tamanho tumoral pré e p6s-QT de 6,15 — 3,97cm.

A comparacao entre os receptores HER2-neu e prolactina demonstrou uma
diferenca significativa com diminuicdo da expressao desses marcadores apés QT
neoadjuvante, como € mostrado na tabela 2.

A avaliacdo entre a associacdo de resposta a QT com a expressao dos
marcadores imuno-histoquimicos na bidpsia pré-QT mostrou maior resposta
patolégica a QT nas pacientes RE, RP e HER2-neu positivos e RPrl negativos,
mas nenhum desses resultados encontrou diferengas significativas (dados néao

mostrados).



Tabela 1.- Caracteristicas da amostra.

Variaveis n=90
Variacdo de idade 30-89
Média de idade 57,02+11,6
tipo de cirurgia

conservadora 26(28,9)
Radical 64(71,1)
estadiamento cirurgico

tamanho médio pré-qt 6,15+2,8
tamanho médio pos-qt 3,97+2,96
Resposta tumoral 59(65,6)

Re positivo (pré/pos) 48(53,3)/50(55,6)
RP positivo (pré/pos) 42(46,7)/40(44,4)
HER2-neu positivo 39(43,3)/20(22,2)
(pré/pos)

Prl positivo (pré/pés) 43(47,8)/25(27,8)
tipo histolégico

CDI 81(90)

CLI 6(6,7)

CDl tipo especial 3(3,3)

grau histolégico

3 40(44,4)
2 40(44,4)
1 10(11,1)

Variaveis categoricas descritas pelo n(%) e quantitativas pela
media tdesvio padrao
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Tabela 2 — Mudanca na expressdo imuno-histoquimica do HER2-neu, receptores
de estrogénio, progesterona e prolactina nos tumores pré e pos-quimioterapia

neoadjuvante.

Receptores Negativaram Positivaram p*

HER2 21(23,3) 2(2,2) <0,001
IC95% (15,5-32,9)  1C95% (0,4-7,1)

RE 10(11,1) 12(13,3) 0,832
IC95% (5,8-18,9)  1C95% (7,4-21,6)

RP 12(13,3) 10(11,1) 0,832
IC95% (7,4-21,6)  IC95% (5,8-18,9)

Prl 23(25,6) 5(5,6) 0,001

IC95% (17,4-35,3)  1C95% (2,1-11,9)

Os dados séao apresentados com n(%) e Intervalo de confianca de 95% para o
percentual (IC95%)

* Teste de Mc Nemar

Nas figuras 1 a 8 sdo mostradas laminas e a imunoexpressividade dos

marcadores estudados em casos pré e pos-quimioterapia neoadjuvante.
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Figura 1 — Imunoexpressdo nuclear do Receptor de Estrogénio positivo em >95% das células do carcinoma de

mama pos-quimioterapia. ( X 100)

Figura 2 — Imunoexpressao nuclear do Receptor de Estrogénio positivo em 90% das células em carcinoma de
mama pré-quimioterapia (X100).
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Figura 3 — Imunoexpressao do Receptor de Progesterona com 80% de positividade em carcinoma de mama
pos-quimioterapia (X 100).
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Figura 4 — Imunoexpresséo do Receptor de Progesterona com >90% de positividade nuclear em carcinoma de
mama pré-quimioterapia — tanto no componente invasor quanto no componente intraductal (X40).

Figura 5 — Auséncia de imunoexpressao para receptor de prolactina em carcinoma de mama apos
quimioterapia (X100).

Figura 6 — Imunoexpressao com coloracéo citoplasmatica para Receptor de Prolactina em carcinoma de mama
pré-quimioterapia (X100).
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Figura 7 - Coloracéo negativa da membrana celular para 0 HER2-neu no componente invasor de carcinoma
de mama e positiva escore 3 no componente intraductal, pré-quimioterapia (X40).

Figura 8 — Imunoexpressdo de membrana do Receptor de HER2-neu 3 cruzes de positividade em carcinoma
de mama pdés-quimioterapia (X100).
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DISCUSSAO

O cancer de mama apresenta uma grande variedade nos seus aspectos
patolégicos e no seu comportamento clinico. Os marcadores tumorais vem sendo
utilizados como uma forma de classificacdo do tipo tumoral, com o objetivo de
individualizar o tratamento (Harris 2007).

O efeito da quimioterapia nos marcadores histoldgicos, imuno-histoquimicos
e de expressdo genética tumoral também tém sido amplamente
avaliada.(Goldhirsch 2009, Burcombi 2008) Muitos marcadores estdo sendo
estudados na tentativa de identificar fatores preditivos de resposta para o
tratamento sistémico neoadjuvante e, com isso, estabelecer grupos que se
beneficiem com o tratamento e, principalmente, identificar em que a resposta ao
tratamento quimioterapico seja pobre.(Chow 2006, Liedtke 2008)

Esse estudo comparou a expressao imuno-histoquimica de marcadores
tumorais (HER-2/neu e os receptores de estrogénio, progesterona e prolactina) da
biopsia de fragmento dos casos de carcinoma infiltrante de mama antes da
quimioterapia neoadjuvante com a peca anatomo-patoldgica da cirurgia definitiva e
investigou a possivel associacdo da expressdo desses marcadores
imunoistoquimicos na biépsia pré-QT a resposta patolégica tumoral, de forma
analoga as pesquisas de Adams et al. (Adams 2008 )

A comparacdo da expressdo dos marcadores imuno-histoquimicos do HER-
2/neu, RE, RP e prolactina demonstrou que ha uma baixa e moderada

concordancia, verificado pelos indices de Kappa. Apesar das semelhangas entre
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0S receptores hormonais examinados antes e ap0s o tratamento sistémico, a baixa
associacdo pelo indice Kappa sugere que o0s tumores sofram alteracoes
qualitativas significativas de sua populacdo celular clonal. Em relacdo aos
receptores HER2-neu e de prolactina, ocorreu diminuicdo significativa na
expressao desses marcadores apds a quimioterapia neoadjuvante, demonstrando
mudanca do perfil imuno-histoquimico tumoral induzido pela quimioterapia.

Ha grande controvérsia e resultados discrepantes em relacdo as mudancas
na expressao imuno-histoquimica pré e pés-QT. Estudos prévios tem encontrado
diferencas em variados marcadores, achados que estdo de acordo com os dados
encontrados no presente estudo.(Lee 2003, Zhao 2004, Wang 2005, Adams 2008)

De forma contréaria, os dados obtidos por Von Minckwitz et al e outros autores
afirmam ndo haver alteragéo significativa dos marcadores histologicos e no perfil
imuno-histoquimico apdés tratamento sistémico primario.(Koda 2007, Kasami 2008)
Além disso, o diferente perfil imuno-histoquimico em relacdo ao tumor primario
também foi demonstrado em estudos que avaliaram tanto a recidiva local (Pedrini
2004), quanto as metastases axilares (Koda 2007)

Nossos resultados sugerem que a reavaliacdo dos marcadores imuno-
histoquimicos apds QT neoadjuvante € necessaria, devido as significativas
mudancas na sua expressdo e possivel mudanca na estratégia do tratamento
sistémico adjuvante. Essa também é a recomendacéo de Lee et al (2003) e Wang
et al (2005).

No presente estudo a expressdo dos marcadores imuno-histoquimicos nédo
foi associada a diferencas na resposta tumoral ao tratamento neoadjuvante, o que

sugere que os marcadores estudados ndo sao preditivos de resposta tumoral,
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entretanto o tamanho da amostra pode ser um fator limitante desses resultados.
Esses dados concordam com os achados de Von Minckwitz et al (2008) que
afirma ndo ser possivel predizer resposta patoldgica completa com os fatores

clinicos e biolégicos rotineiramente determinados.

CONCLUSAO

A expressao de prolactina e HER-2 neu mostraram diferenca significativa
na expressdo pré e po6s-QT, o que ndo aconteceu com 0s receptores de
estrogénio e progesterona. Observamos que a concordancia desses marcadores
pré e p6s-QT foi baixa, o que sugere que deve-se fazer a andlise imuno-
histoquimica apés a QT.

N&o foi demonstrado valor preditivo de resposta a QT para nenhum dos
marcadores estudados. Neste estudo, a resposta tumoral a QT independe da
expressao pré ou da mudanca da expressao dos marcadores tumorais pos QT.

Os receptores hormonais e 0 HER2-neu tém valor preditivo para tratamento
do cancer de mama. Como a concordancia da expressao imuno-histoquimica pré
e pbés- quimioterapia foi moderada, este trabalho sugere que mais estudos sejam
feitos para definir qual o melhor momento, se pré ou p6s-QT, de avaliacdo de

marcadores imuno-histoquimicos, genémicos e protedmicos.
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Abstract

Introduction: Tumor markers are important in the differentiation of breast cancer
types. Immunohistochemistry is an important method in the diagnosis and
treatment of breast cancer. The aim of the present study is to compare the
immunohistochemical expression of prolactin receptor (PrlR), HER2-neu growth
factor receptor, estrogen (ER) and progesterone receptor (PR) in breast neoplasm,
prior to and after neoadjuvant chemotherapy and to verify whether these markers
are associated with tumor response in neoadjuvant chemotherapy.

Methods: Immunohistochemical expressions for these receptors were analyzed in
90 cases of CDI, prior to and after neoadjuvant chemotherapy. McNemar's test and
the Kappa index were used to perform the statistical analysis. Results: Compared
to tumors with a HER2-neu positivity pre-CT (39/90 cases or 43%) and post-CT
(20/90 cases or 22,2%) and PrIR pre-CT (43/90 cases or 47,8%) and post-CT
(25090 cases or 27,8%) there was a significant statistical decrease of post-CT
tumor expression for these markers. There was no significant difference in the
expression of ER and PR pre and post-CT and the Kappa index showed a
moderate concordance for ER and PR (0,51) and a low concordance for HER2-neu
(0,49) and PrIR (0,37) in the variation of positivity and negativity expression of such
markers. Conclusion: The expression of PrIR and HER2-neu showed a significant
difference in its expression prior to and post CT, which did not happen with ER and
PR. The concordance of these markers pre and post CT was low, which suggests

that we must carry out the immunohistochemical analysis after CT. There was no



96

predictive response value to CT for any of the studied marker, which indicates that
tumor response does not depend on pre-CT expression, nor on tumor markers

expression change post — CT.

Key Words: Breast cancer, HER2-neu, estrogen receptor, progesterone receptor,

prolactin receptor, neoadjuvant chemotherapy.
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Introduction

Breast cancer has a terrible impact on women's health. It is the second
leading cancer in the world and the first among women (INCA 2008). The
incidence of breast neoplasm grows continuously as patients age and its growth
curve presents a higher acceleration in the 5th and 6th decades of life (Porter
2001). In spite of the efforts for early detection and therapeutic strides, the world
survival rate in 5 years is about 61% (INCA 2008).

Research about predictive factors and prognostic with a view to optimize
treatment has been one of the greatest challenges in the research of breast
cancer. The axillary gland node has been the prognostic factor of greater impact in
breast neoplasm (Nemoto 1980, Saez 1989, Veronesi 2003) and it is the risk
parameter which indicates the strategy intensification of systemic adjuvance. (bu-
Khalaf 2005, Batelli 2006) Other factors, such as clinical (patient's age),
pathological (histological type, size and tumor degree) as well as biological
(condition of estrogen, progesterone and HER2-neu receptors) are considered
valuable measures of the disease's progression risk and they influence the choice
of systemic interventions.

The estrogen receptors (ER) and progesterone receptors (PR) belong to a
family of hormone nuclear receptors and act as transcription factors when activated
by their respective bindings (Harris 2004). The positivity of breast cancer cases for

ER varies between 60-81% and for PR, between 44-61% (Stierer 1993,
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Kuukasjarvi 1996). Most authors show a positive association between the
presence of HR and a more favorable prognostic (Mansour 1994, Mauri 1999).
Hormonal responsivity potential, as expressed in the quantification of ER and PR,
is one of the main reasons for a therapeutic decision in the case of a breast
cancer. (Golhirsch 2005)

The c-erb-B2 belongs to a family of type 1 tyrosinase growth factor
receptors (Rajkumar 1994) and it is translated into a glycoprotein expressed in low
levels in the epithelial and myoepithelial cells in the breast. It is a tumor promotion
mechanism which influences the resistance to systemic therapy and host
immunologic vigilance. It reflects a negative prognostic. (Slamon 1987, Allred
1998, Baselga 2001, Del Maestro 2005, Piccart-Geghart 2005, Hitt 2006, Francis
2006).

Prolactin is a primary production pituitary hormone with an essential role in
growth, differentiation and normal development of the mammary gland (de Castillo
2004, Tworoger 2006). In vitro testing has implicated prolactin in tumorigenesis of
several different tissues, in particular the breast (Janssen 1996). Mechanisms such
as the promotion of cell proliferation, inhibition of apoptosis, cellular motility as well
as angiogenesis have been suggested (Goffin 2005, Tworoger 2006). Also, their
stimulant effects over the cellular cycle seem to be enhanced by estradiol
(Gutzman, 2004). Autocrine/parocrine stimulation by both normal and neoplastic
cells is pointed out as one of the mechanisms which are likely to be involved
(Vonderhaar 1999, Tworoger 2006). Prolactin immunohistochemical expression in
the cytoplasm of breast cells reaches 80 % of cases and it is an independent

predictor of a worsened survival. (Bhatavdekar 2000a, Bhatavdekar 2000b)
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Systemic treatment has been amply indicated in the handling of breast
cancer (Kaufmann 2006) and its reliability confirmed , with low indexes of
progression during chemotherapy and toxicity similar to adjuvant treatment
(Kaufmann 2006). This approach improves surgical conditions, even in patients
with a locally advanced disease, in spite of the increase in conservative surgical
rates. (Wolff 2000) The increase in conservative surgery rates has caused
neoadjuvant chemotherapy with antracyclic to be incorporated as a therapeutic
alternative for patients with an unfavorable volumetric relationship between the
tumor and the breast, (INCA consensus doc 2006, NCCN 2009, NCI 2009).

Post-operative systemic treatment also makes the assessment of in vivo
tumor response possible, as it is associated to a long term favorable outcome (Van
Minckwitz 2005), mainly in cases with a full pathological response (Kuerer 1999,
Wolmark 2001, Bear 2006). Random trials comparing pattern schemes in
adjuvance with neoadjuvant treatment did not show primary therapy to be superior
in regard to global survival and disease free relapse (Wolmark 2001, van der Hage
2001, Bear 2006).

Tissue Fragment biopsy is often the only sample used to assess prognostic
and predictive markers prior to neoadjuvant systemic treatment. (Burge 2006) As
breast cancer has a large variety of histological and immunohistochemical findings,
concordance with and possible changes between biopsy pre-CT and the surgical
piece post-CT are a challenge to the pathologist and to the mastologist clinical
decision. (Renault Lorca 2008, Pusztai 2008, Sahoo 2009).

Furthermore, identifying predictive factors of response to primary systemic

treatment may have a reasonable clinical potential and the future of neoadjuvant
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treatment requires its individualization through target therapies. (Miglietta 2009).
The role of histological and immunohistochemical markers has been extensively
studied for such purpose. (Renault Lorca 2008, Nishimura 2009, Shien 2009).

The aim of this paper is to compare the immunohistochemical expression in
prolactin, HER2-neu, estrogen and progesterone receptors in breast cancer prior to
and post-neoadjuvant chemotherapy and to evaluate whether the studied
immunohistochemical markers are associated with tumor response and with

adjuvant therapy.

Materials and methods

Patients

We selected 90 cases of invasive breast cancer, which were histologically
confirmed after review of slides by researchers. The paraffin blocks were taken
from the archives of Pathology Services of Nossa Senhora da Conceigdo Hospital
and from the Santa Rita Hospital in Porto Alegre, Rio Grande do Sul. We included
women who had invasive breast cancer, with a need for surgery, and who were
submitted to primary chemotherapy based on antracyclic (at least three whole
cycles) and after surgical treatment. We excluded men, pregnant women,
inflammatory cancer, metastatic disease, full pathological response and those who

were submitted to neoadjuvant hormone-therapy.

Immunohistochemistry
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The paraffin blocks were cut in rotative microtome, thus creating 6 different
cuts (3 micrometers thick), 5 of which were prepared with organosilane. The slides
were incubated at 60 C for 20 min for paraffin removal, and then, dipped in xilol for
10 min, then followed by 5 sequential immersions in absolute alcohol. In order to
recover the antigens, the slides were put in sodium citrate, pH 6, at room
temperature and then brought to boil in a microwave for ten minutes. After
returning to room temperature, the slides were washed twice for 5 minutes in a
PBS buffer solution (pH 7, 2-7, 8) and then incubated in hydrogen peroxide 3 % for
10 min. After blockage of non specific sites with regular horse serum (DAKO A/S,
Glostrub, Denmark) in PBS, according to the manual. The slides were washed in
distilled water twice for five minutes in a PBS solution. The primary antibodies were
incubated according to their dilution: prolactin receptor (DAKO polyclonal, Glostrup,
Denmark) 1:1000, estrogen receptor (Novocastra Newcastle-United Kingdom)
1:200, progesterone receptor (Novocastra, Newcastle — United Kingdom) 1:100
and c-erb-B2 (DAKO polyclonal, Glostrup Denmark) 1:500. After 12 hours
incubation, the slides were washed twice for five minutes in a PBS buffer solution,
and then incubated once more in a humid chamber for 30 seconds with a
secondary antibody (mouse biotinylated antibody, anti IgG, LSAB2 system, DAKO,
DAKO, A/S Denmark) and in streptavidin complex pre-formed biotin (Strepto ABC,
LSAB2 system DAKO DAKO A/S Denmark) in order to detect the primary antibody,
as instructed in the manual. The slides were counterstained with hematoxylin, put

together and analyzed in an optical microscope.
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The slides stained by immunohistochemistry were submitted to standardized
methods and had their positive and negative external control previously found. The
preparation of the slides was carried out once and in a well known laboratory. Four
different researchers (MCS, EC, JLP, CGZ) assessed the slides in an unbiased
and independent way. In the cases where there was discordance, a revaluation
followed after consensus was reached. Positivity expression for each marker was:
ER (clone 1D5), PR (clone PgR 636), with 1% or more of nuclei stained in 10 sites
of great increase (CGA), (Ferrero-Pous 2001, Pinto 2005) c-erb-B2 (polyclonal
antibody) with a score 3 in positivity, presenting strong and full cellular membrane
brownish coloring in more than 30% of neoplastic cells and score 2, presenting full
weak/mild coloring in more than 10% of cells. Those cells with a cell membrane
color score 1, presenting weak coloring in a part of the membrane in more than
10% of cells were considered negative. (Jacobs 1999) Prolactin receptors
(polyclonal antibody) with a score 3 in positivity, presenting a cytoplasm coloring in
more than 50 % of stained cells (Bhatavdekar 2000a) and with score 2, where
between 10 and 50 % of cells presented a brownish colored cytoplasm are
considered positive (Bhatavdekar 2000a, Bhatavdekar 2000b, Gill 2001). Those
with score 1, presenting coloring in less than 10% of cells are considered negative.
By way of positive control we used human pituitary tissue (Bhatavdekar 2000) and

as negative control a case clearly proven negative.

Ethics committee and statistical analysis
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The project was submitted and approved by the ethics committee of Medical
Sciences of the Federal University of Porto Alegre. The size of the sampling was
calculated in 88 patients, based on an estimate of a positive impact magnitude on
immunohistochemical expression over the main outcome in 35%, with 10% margin
of error. We considered an alpha error of 5% and a power of 80 %.

We created an Excel data bank which was later exported into SPSS version
15.0 for the statistical data analysis. In order to describe the categorical variables
we used absolute frequency and percent relative frequencies and their respective
confidence intervals at 95%. In order to evaluate the association between marker
expression prior to and post-CT we used McNemar's test and the Kappa coefficient
was used to assess the concordance between pre and post-CT values. To
evaluate the association between response to CT and markers, and the
histological degree with the latter, we used the chi-square test. We considered a

significance level of 5%.

Results

The clinical, laboratory and pathological findings are summarized in table 1.
Comparison between immunohistochemical markers pre and post-CT showed low
and mild concordance (k=0,37-0,51) and no significant difference in the expression
of hormonal receptors for breast cancer. There was a significant decrease in tumor
size pre and post-CT, 6,15 - 3,97 cm.

Comparison between HER2-neu receptors and prolactin showed a
significant difference with an expression decrease of these markers after

neoadjuvant CT, as it is shown in table 2.
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Table 1.- Sample characteristics

Variables n=90

Age variation 30-89

Age average 57,02+11,6
Surgery type

Conservative 26(28,9)

Radical 64(71,1)

Surgical stay

Average size pré-CT 6,15+2,8
Average size post-CT 3,97+£2,96

Tumor response 59(65,6)

ER positive (pré/post) 48(53,3)/50(55,6)
PR positive (pré/post) 42(46,7)/140(44,4)
HER2-neu positive 39(43,3)/20(22,2)
(pre/post)

Prl positive (pre/post) 43(47,8)/25(27,8)
Histological type

IDC 81(90)

ILC 6(6,7)

IDC special type 3(3,3)

Histological degree

3 40(44,4)
2 40(44,4)
1 10(11,1)

Categorical Variables described by n(%) and

guantitative by mean tmean deviation



105

Table 2 — Change in immunohistochemical expression for HER2-neu, estrogen,
progesterone and prolactin receptors in tumors pre and post neoadjuvant

chemotherapy.

TUMOR MARKER Change to negative Change to positive P*

HER2 21(23,3) 2(2,2) <0,001
Cl95% (15,5-32,9) CI95% (0,4-7,1)

RE 10(11,1) 12(13,3) 0,832
Cl95% (5,8-18,9) CI95% (7,4-21,6)

RP 12(13,3) 10(11,1) 0,832
Cl95% (7,4-21,6) Cl95% (5,8-18,9)

Prl 23(25,6) 5(5,6) 0,001

CI95% (17,4-35,3) CI95% (2,1-11,9)

Data presented with n(%) and confidence interval (Cl%) at 95%

* McNemar’s test

Assessment between CT response association with immunohistochemical
markers expression in biopsy pre-CT showed a greater pathological response to
CT in ER, PR and HER2-neu positive patients, and in those PrIR negative, but
none of these results found significant differences (data not shown). The pictures 1
to 8 below show immunohistochemical slides of studied markers in cases pre and

post- primary chemotherapy.
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Picture 1 — Estrogen nuclear receptor immunoexpression positivity >95% of breast cancer cells post -
chemotherapy( X 100)

Picture 2 - Estrogen nuclear receptor immunoexpression positivity 90% of breast cancer cells pre-
chemotherapy (X100).

Picture 3 — Progesterone nuclear receptor immunoexpression posivity 80% of breast cancer cells post
chemotherapy (X 100).
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Picture 4 — Progesterone nuclear receptor immunoexpression posivity >90% of breast cancer cells pre
chemotherapy —both infiltrant component and intraductal component (X 40).

e

Picture 6 — Immunoexpression of RPrl with citoplasm staining in breast cancer pré-chemotherapy(X100).
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Picture 7 — Negative staining of HER2-neu cell membrane in infiltrant component of breast cancer and
positive score 3 in intraductal component, pré-chemotherapy (X40).

Picture 8 — HER2-neu positive membrane immunoexpression score 3 in breast cancer post-chemotherapy
(X100).
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DISCUSSION

Breast cancer shows a large variety in its pathological aspects clinical
behavior. Tumor markers have been used as a way of classifying tumor type, with
a view to individualizing treatment. (Harris 2007).

Chemotherapy effect in histological and immunohistochemical markers and
those of genetic expression has been greatly evaluated. (Goldhirsch 2009,
Burcombi 2008) Many markers are being studied in an attempt to identify predictive
factors for neoadjuvant systemic treatment and, thus establishing groups which
have profited from treatment, and mainly, identifying where treatment response is
poorer. (Chow 2006, Liedtke 2008)

This study compared immunohistochemical expression of tumor markers
(HER2-neu and estrogen, progesterone and prolactin receptors) in a fragment
biopsy in invasive breast carcinoma cases before neoadjuvant chemotherapy with
the anatomopathological specimen of definitive surgery and investigated a possible
relation between such immunohistochemical markers in pre-CT biospsy with
pathological tumor response, similar to researches by Adams et al, (Adams 2008)

Comparison between HER2-neu, ER, PR and prolactine receptor
immunohistochemical markers showed that there is low and mild concordance, as
verified by the Kappa indexes. In spite of the similarities among the hormonal
receptors analyzed prior to and after systemic treatment, the low association by the
Kappa index suggests that tumors suffer significant qualitative alterations in their
clonal cell population. With regard to HER2-neu and prolactin receptors, there was

a significant decrease in the expression of these markers after neoadjuvant
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chemotherapy, thus showing a change in tumor immunohistochemical profile, as
caused by chemotherapy.

There is great controversy and divergence of results in relation to changes
in immunohistochemical expression pre and post-CT. Previous studies have found
differences in several markers, findings which are in accordance with data found in
the present study. (Lee 2003, Zhao 2004, Wang 2005, Adams 2008).

Conversely, the data obtained by Von Minckwitz et all and other authors
claim to be no significant alteration in histological markers and the
immunohistochemical profile after primary systemic treatment. (Koda 2007, Kasami
2008) Furthermore, a different immunohistochemical profile in relation to the
primary tumor was also shown in studies which evaluated both local recurrence
(Pedrini 2004), and the axillary metastases. (Koda 2007)

Our results suggest that the revaluation of immunohistochemical markers
after neoadjuvant chemotherapy is necessary, given the significant changes in its
expression and a possible change in the adjuvant systemic treatment strategy.
This is also recommended by Lee et all (2003) and Wang et all (2005).

In the present study, immunohistochemical markers expression was not
associated with differences in tumor response to neoadjuvant treatment, which
suggests that the studied markers are not predictive of tumor response, despite the
fact that the sample size may have been a restricting factor of such results.

The data agrees with the findings by Von Mickwitz et all (2008) which claim
that it is not possible to predict a full pathological response based on routinely

clinical and biological factors.



111

CONCLUSION

Prolactin and HER2-neu expression showed a significant difference in their
pre and post-CT expression, which did not happen with the estrogen and
progesterone receptors. We observed that the pre and post-CT concordance of
these markers was low, which suggests that immunohistochemical analysis must
be carried out after CT.

None of the studied markers showed any predictive response value to CT.
In this study, tumor response to CT is not dependent on expression prior to or
change of expression of tumor markers after CT.

Hormonal receptors and HER2-neu have a predictive value for the treatment
of breast cancer. As immunohistochemical concordance prior to and after CT was
moderate, we suggest that more studies be carried out to define what is the most
appropriate moment, prior to or after CT, for the assessment of

immunohistochemical, genomic and proteomic markers.
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Tabela 3.- Caracteristicas da amostra.

variaveis n=90
Variacdo de idade 30-89
Média de idade 57,02+11,6
tipo de cirurgia

conservadora 26(28,9)
radical 64(71,1)
estadiamento cirurgico

tamanho médio pré-qt 6,15+2,8
tamanho médio pos-qt 3,97+2,96
Resposta tumoral 59(65,6)

Re positivo (pré/pos)

RP positivo (pré/poés)
HER2-neu positivo
(pré/pos)

Prl positivo (pré/pés)

tipo histolégico

CDI

CLI

CDl tipo especial

grau histolégico
3
2
1

48(53,3)/50(55,6)
42(46,7)/40(44,4)
39(43,3)/20(22,2)

43(47,8)125(27,8)

81(90)
6(6,7)
3(3,3)

40(44,4)
40(44,4)
10(11,1)

Variaveis categoricas descritas pelo n(%) e quantitativas pela

media tdesvio padréo
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Tabela 4 — Comparacao entre o perfil da expressédo imuno-histoquimica dos marcadores pré e p6s-QT.

Receptores Permaneceu Negativou Positivou Permaneceu
positivo negativo
RE 38(42,2) 10(11,1) 12(13,3) 30(33,3)
IC95% (32,3-52,6) IC95% (5,8-18,9) IC95% (7,4-21,6) IC95% (24,2-43,5)
RP 30(33,3) 12(13,3) 10(11,1) 38(42,2)
IC95% (24,2-43,5) IC95% (7,4-21,6) 1C95% (5,8-18,9) IC95% (32,3-52,6)
HER2 18(20) 21(23,3) 2(2,2) 49(54,4)
IC95% (12,7-29,2) 1C95% (15,5-32,9) IC95% (0,4-7,1) IC95% (44,1-64,5)
PRL 20(22,2) 23(25,6) 5(5,6) 42(46,7)

IC95% (14,5-31,7)

1C95% (17,4-35,3)

1C95% (2,1-11,9)

IC95% (36,5-57,0)

Resultados descritos com n(%) e intervalo de confianga de 95% para o percentual (IC95%)

Tabela 5 — Frequéncias absolutas e relativas percentuais de casos

segundo a classificagdo molecular dos tumores de mama.

Grupo tumoral n (%)

HER2-neu 17 (18,9)
Luminal 28 (31,1)
Triplo negativo 19 (21,1)
HER2-neu +/ RE +/ RP + 17 (18,9)
Outros perfis 9 (10,0)

Total

90 (100,0)
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Tabela 6 — Resposta patoldgica tumoral & QT neoadjuvante dos

grupos classificados conforme seu subtipo molecular

Grupo tumoral Resposta positiva n
n(%)
HER2-neu 9(52,9) 17
Luminal 17(60,7) 28
Triplo negativo 11(57,9) 19
HER2-neu +/RE +/RP + 15(88,2) 17
Outros perfis 7(77,8) 9
Total 59(65,6) 90

Tabela 7 — Mudanca na expressao imuno-histoquimica do HER2-neu, receptores
de estrogénio, progesterona e prolactina nos tumores pré e pos-quimioterapia

neoadjuvante.

Receptores Negativaram Positivaram p*

HER2 21(23,3) 2(2,2) <0,001
IC95% (15,5-32,9)  1C95% (0,4-7,1)

RE 10(11,1) 12(13,3) 0,832
IC95% (5,8-18,9)  IC95% (7,4-21,6)

RP 12(13,3) 10(11,1) 0,832
IC95% (7,4-21,6)  IC95% (5,8-18,9)

Prl 23(25,6) 5(5,6) 0,001

IC95% (17,4-35,3)  1C95% (2,1-11,9)

Os dados séo apresentados com n(%) e Intervalo de confianca de 95% para o
percentual (IC95%)
* Teste de Mc Nemar
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Tabela 8 — Associacao entre resposta tumoral e expressédo imuno-histoquimica dos

marcadores pré e pés-quimioterapia

Receptores Resposta tumoral Sem Total p*
resposta
n=59 n=31

RE Permaneceu positivo 27(45,8) 11(35,5) 38(42,2) 0,383
Negativou 7(11,9) 3(9,7) 10(11,1)
Positivou 9(15,3) 3(9,7) 12(13,3)
Permaneceu negativo 16(27,1) 14(45,2) 30(33,3)

RP Permaneceu positivo 22(37,3( 8(25,8) 30(33,3) 0,234
Negativou 9(15,3) 3(9,7) 12(13,3)
Positivou 4(6,8) 6(19,4) 10(11,1)
Permaneceu negativo 24(40,7) 14(45,2) 38(42,2)

HER2 Permaneceu positivo 13(22) 5(16,1) 18(20) 0,730
Negativou 15(25,4) 6(19,4) 21(23,3)
Positivou 1(1,7) 1(3,2) 2(2,2)
Permaneceu negativo 30(50,8) 19(61,3) 49(54,4)

PRL Permaneceu positivo 13(22) 7(22,6) 20(22,2) 0,871
Negativou 14(23,7) 9(29,0) 23(25,6)
Positivou 4(6,8) 1(3,2) 5(5,6)
Permaneceu negativo 28(47,5) 14(45,2) 42(46,7)

Os dados séo apresentados com n(%)

* teste de Qui —quadrado
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Tabela 9 — Associacdo entre grau histologico tumoral e expressao imuno-histoquimica dos

marcadores pré e pés-quimioterapia

Receptores Grau histologico Il Grau histologico /Il Total pP*
n=40 n=50
RE Permaneceu positivo 15(37,5) 23(46,0) 38(42,2) 0,551
Negativou 4(10,0) 6(12,0) 10(11,1) 0,795
Positivou 2(5,0) 10(20,0) 12(13,3) 0,077
Permaneceu negativo 19(47,5) 11(22,0) 30(33,3) 0,020
RP Permaneceu positivo 12(30,0) 18(36,0) 30(33,3) 0,583
Negativou 4(10,0) 8(16,0) 12(13,3)
Positivou 4(10,0) 6(12,0) 10(11,1)
Permaneceu negativo 20(50,0) 18(36,0) 38(42,2)
HER2 Permaneceu positivo 7(17,5) 11(22,0) 18(20) 0,565
Negativou 10(25,0) 11(22,0) 21(23,3)
Positivou - 2(4,0) 2(2,2)
Permaneceu negativo 23(57,5) 26(52,0) 49(54,4)
PRL Permaneceu positivo 6(15,0) 14(28,0) 20(22,2) 0,377
Negativou 13(32,5) 10(20,0) 23(25,6)
Positivou 2(5,0) 3(6,0) 5(5,6)
Permaneceu negativo 19(47,5) 23(46,0) 42(46,7)

Os dados sao apresentados com n(%)

* teste de Qui —quadrado
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Tabela 10 — Associacéo da expressao de prolactina com os subtipos moleculares e a
resposta patoldgica tumoral

Receptores Expresséao de prolactina Resposta positiva n p*
n(%)

HER2-neu Positiva 6(54,5) 11 0,999
Negativa 3(50) 6

Luminal Positiva 8(53,3) 15 0,638
Negativa 9(69,2) 13

Triplo negativo  Positiva 5(71,4) 7 0,633
Negativa 6(50,0) 12

HER2 +/RE Positiva 6(85,7) 7 0,999

+/RP+ Negativa 9(90,0) 10

Outros perfis Positiva 2(66,7) 3 0,999
Negativa 5(83,3) 6

Os dados sédo apresentados com n(%)

* teste de Qui —quadrado com correcéo de Yates ou teste Exato de Fisher

Tabela 11 — Associagdo entre grau histolégico e resposta patoldgica tumoral

Grau histolégico Resposta positiva n p*
n(%)

Alto grau (GllI) 22(55,0) 40 0,097

Grau intermediario ou baixo (GlI/I) 37(74,0) 50

Total 59 (100,0) 90

Os dados sao apresentados com n(%)

* teste Exato de Fisher
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Tabela 12 — Correlacdo entre tamanho tumoral e resposta patologica.

Caracteristicas Resposta patologica p
tumorais sim nao

média 6,34 5,79

mediana 6 5

Desvio padrao 2,51 3,28

Tamanho minimo 2,2 1,5

Tamanho maximo 15 14

Intervalo | 25 4,5 3

interquartil | 75 7,5 9

A mediana de tamanho tumoral nos que responderam de forma positiva foi de 6,0 cm
(intervalo interquartil: P25=4,5 cm a P75=7,5 cm) nos que ndo responderam foi de 5,0 cm
(intervalo interquartil: P25=3,0 cm a P75=9,0 cm) nao existindo diferenca estatisticamente
significativa (teste de Mann- Whitney, P=0,141).
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Figura 4 - Grafico da descricdo do percentual de pacientes com resposta patoldgica dentro
dos diferentes subtipos de tumores.

A categoria outros refere-se aos casos RE negativo, RP positivo, HER2 negativo e
RE negativo, RP positivo, HER2 positivo.
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Figura 5 — Imunoexpressdo nuclear do Receptor de Estrogénio positivo em >95% das células do carcinoma de

mama pos-quimioterapia. (X 100)

Figura 6 — Imunoexpressao nuclear do Receptor de Estrogénio positivo em 90% das células em carcinoma de
mama pré-quimioterapia (>X100).
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Figura 7 -
Imunoexpressdo do Receptor de Progesterona com 80% de positividade em carcinoma de mama pés-
quimioterapia (X 100).

Figura 8 — Imunoexpressdo do Receptor de Progesterona com >90% de positividade nuclear em carcinoma de
mama pré-quimioterapia — tanto no componente invasor quanto no componente intraductal (X40).



136

Figura 9 — Auséncia de imunoexpressao para receptor de prolactina em carcinoma de mama apos
quimioterapia (X100).

Figura 10 — Imunoexpressdo com coloracéo citoplasmética para Receptor de Prolactina em carcinoma de
mama pré-quimioterapia (X100).
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Figura 11 - Coloragdo negativa da membrana celular para 0 HER2-neu no componente invasor de carcinoma
de mama e positiva escore 3 no componente intraductal, pré-quimioterapia (X40).
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Figura 12 — Imunoexpressdo de membrana do Receptor de HER2-neu 3 cruzes de positividade em carcinoma
de mama pés-quimioterapia (X100).
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