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RESUMO

Base tedrica: Nas ultimas décadas, o progndéstico do cancer inicial da mama
tem sido baseado nas caracteristicas clinicas das pacientes e em aspectos
histolégicos dos tumores. Nos ultimos anos, subtipos moleculares de carcinoma de
mama foram identificados através de estudos de perfil genético por “DNA
microarray”. Esta nova classificagcdo pode melhorar a avaliagdo progndstica, porém
ainda nao esta disponivel e é de alto custo. A possibilidade de identificar subtipos
moleculares através de métodos mais simples e de menor custo é particularmente
importante em paises com recursos limitados. A identificacdo de subtipos do cancer
de mama ¢é particularmente importante pelas implicagdes clinicas e pelas opgdes de
tratamento. Métodos: Uma coorte retrospectiva de 71 pacientes consecutivas com
carcinoma primario de mama de estagio clinico | e Il, tratadas no Servico de
Mastologia do HCPA entre os anos de 1993 e 1997 com um seguimento minimo de
5 anos. Foram revisados dados sobre caracteristicas clinicas, histopatoldgicas,
evolucdo clinica e desfechos apresentados no periodo. Foi realizada uma analise
imunoistoquimica de blocos representativos dos tumores, avaliando-se o Receptor
Estrogénico (RE), o Receptor de Progesterona (RP), o HER2, o Ki-67, o Bcl-2, o
p53, 0 p63 e o CK8. Os objetivos foram determinar a prevaléncia do perfil molecular
nesta populagdo e em seus desfechos clinicos. Resultados: 39 tumores (54,9 %)
foram luminal A; 15 tumores (21,1%) foram luminal B; 15 tumores (21,1) foram
basais ou triplo negativos e somente 2 tumores (2,8%) foram HER2. Nao houve
diferengca no progndstico entre os subtipos de cancer de mama: luminal A (RH
positivo e HER2 negativo); luminal B (RH positivo e HER2 positivo); HER2 (HER2
positivo) e basal (RH negativo, HER2 negativo) em relagdo a sobrevida livre de
doencga e a sobrevida global, embora apresentassem uma forte correlacdo com a
diferenciagdo e com o grau tumoral. Provavelmente, isto se deve ao pequeno
numero de pacientes e ao progndstico de pacientes com estagios iniciais da doenca.
Conclusbes: Nossos resultados sugerem que € possivel identificar os subtipos do
cancer de mama pela analise imunoistoquimica de RE, RP e HERZ2, e que a adigao
de outros marcadores n&do melhora a estimativa de prognostico. O perfil molecular
pode ser um instrumento valioso para 0 manejo do cancer de mama em paises com

recursos limitados.



Palavras-chave: cancer de mama, neoplasia da mama, subtipos moleculares,

imunoistoquimica



ABSTRACT

Background: In the last decades, prognostic evaluation of initial breast cancer is
mostly based on patients’ clinical and tumoral histological features. Recently,
molecular subtypes of invasive breast cancer were recognized through DNA
microarray profiling studies. This new classification can potentially improve the
prognostic evaluation but this technology is still not widely available and it's too
expensive. The possibility of identifying the molecular subtypes through simpler and
cheaper methods is promising especially in countries with limited resorts. The
identification of breast cancer subtypes is particularly important because it has
clinical implications and for treatment options. Methods: A retrospective cohort of 71
consecutive patients with pathologic stage | or Il primary breast carcinomas, treated
in the HCPA Breast Unit, between 1993 and 1997 with a minimum follow up of 5
years , was studied. Histological and clinical features as well as clinical outcome and
survival were reviewed. Immunohistochemical analysis was carried out in
representative blocks of tumors with antibodies against Estrogen Receptor
(ER),Progesterone Receptor (PR), Human Epidermal Growth Receptor — type 2
(HER2), Ki-67, Bcl-2, p53, p63 and CK8. The endpoints were to determine the
prevalence the molecular portrait in this population and its clinical outcomes. Results:
39 tumors (54,9 %) were Luminal A, 15 tumors (21,1%) were Luminal B, 15 tumors
(21,1) were Basal or triple negative and only 2 tumors (2,8%) were HER2. There was
no prognostic difference among the breast cancer subtypes: luminal A (HR-positive
and HER2 negative); luminal B (HR positive and HER2 positive); HER2
overexpressing (HER2 positive) and basal (HR negative, HER2 negative) relating to
disease-free and overall survival, although there was a robust correlation with tumor
grade and differentiation. This is probably related to limited number of patients in this
study and prognosis of initial-stage patients. Conclusions: Our results suggest that it
is possible to identify breast cancer subtypes by immunohistochemical analysis of
ER, EP, HER2, and that the addition of other markers didn’t improve the prognosis
estimates. The molecular profile may be a very useful instrument for breast cancer

managing in countries with limited resorts.



Keywords: breast cancer, breast neoplasia molecular subtypes,
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INTRODUCAO

O céncer de mama € uma doenga clinica e geneticamente heterogénea com
varias apresentacbes morfolégicas e com um comportamento biolégico incerto. A
experiéncia demonstra que apresentacdes clinicas semelhantes podem apresentar

desfechos diferentes.

Esta grande heterogeneidade do cancer de mama dificulta a avaliagdo
precisa da agressividade do tumor; torna, ainda, complexas as decisdes terapéuticas
e propicia tratamentos inadequados em alguns casos. Existe, neste sentido, uma
grande necessidade de se identificarem os parametros (indicadores progndsticos)

que possam predizer com acuracia a probabilidade de recorréncia.

Indicadores prognésticos tradicionais do cancer de mama incluem o estado
dos linfonodos regionais, o estadio da doenga, o tamanho do tumor, o grau
histolégico, o indice mitdtico e o estado dos receptores de estrégeno e de
progesterona. (1) A existéncia de comprometimento dos linfonodos axilares é
reconhecida como um dos principais indicadores de prognostico para pacientes com
cancer de mama submetidas a tratamento cirurgico. (2-4) Entretanto, observa-se
que o estado dos linfonodos nao é fator progndstico suficiente quando se € avaliado
o risco de recorréncia e tempo de sobrevida, visto o significativo numero de
recorréncias em pacientes inicialmente diagnosticadas como estadio |, sem

evidéncia de linfonodos axilares comprometidos. (5)

Nos ultimos anos, a tecnologia genbémica através dos estudos com
“‘microarrays” tem permitido a identificacdo e a classificagdo dos tumores de mama
de forma mais precisa, demonstrando que a heterogeneidade clinica e biolégica do
cancer de mama € explicada pelas diferengas na composi¢cao genética dos tumores

da mama.

Usando a técnica de “cDNA microarray”, foi possivel determinar que existem
diferentes subtipos de cancer de mama com perfil genético distinto e com

prognoésticos diversos. Perou e cols. em 2000 demonstraram que é possivel
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estratificar os tumores de mama pelo seu perfil genético em dois grupos, com pelo
menos cinco subgrupos, de acordo com a expressdo de receptores hormonais

(positivo/negativo) e/ou pela origem epitelial (basal/luminal). (6)

A classificagdo molecular, através de um numero limitado de marcadores,
constitui uma possibilidade de representacdo da doenca, permitindo definir
mecanismos genéticos e melhor intervencao terapéutica. Os marcadores tumorais
permitem a classificacdo mais precisa dos tumores com base ndo somente
morfologica, estabelecendo para cada tumor um perfil biolégico, de onde se obtém
informagbdes progndsticas e preditivas de sensibilidade do tumor a terapias

convencionais e inovadoras. (7)

Segundo Viale, a avaliagdo anatomopatoldgica apurada, considerando-se os
aspectos histolégicos e biolégicos do carcinoma primario de mama, ainda representa
o instrumento de maior utilidade — embora imperfeito —, para a predigdo dos
desfechos clinicos da doenga e a sua responsividade a intervengdes clinicas. Os
achados morfolégicos e imunoistoquimicos da patologia tradicional espelham com
grande precisdo a expressado de centenas de genes, que podem ser avaliados em

uma simples avaliagao histolégica e associados a estudos imunoistoquimicos. (8)

Um exemplo desses achados, o fenétipo triplo negativo (RE e RP negativos e
HERZ2 negativo) pode ser considerado um marcador substituto para o tumor de tipo

basal e indeterminado, como pode ser inferido do trabalho de Nielsen e cols. (7)

Deste modo, os marcadores imunoistoquimicos do carcinoma de mama
podem dar indicacbes quanto aos receptores hormonais, aos fatores de

crescimento, a capacidade de proliferacédo e a resisténcia a terapéutica.



REVISAO DA LITERATURA

1 Carcinoma de Mama

1.1 Iniciacdo e Desenvolvimento do Cancer de Mama

A histéria natural do cancer de mama envolve a progressdo através de
estagios clinicos e patologicos bem definidos, iniciando-se com hiperplasia
intraductal, com subsequente evolugao para carcinoma “in situ” e finalmente invasor.
Acredita-se que o carcinoma “in situ” seja o precursor do carcinoma invasor,
baseado em estudos epidemioldgicos, patoldgicos e moleculares. Embora a
iniciacao seja consequente a alteragdes genéticas, dados recentes apontam também
para alteragdes epigenéticas e microambientais. (9) A iniciagdo do cancer de mama
€ decorrente de eventos genéticos e epigenéticos desencadeados em uma unica
célula. A progressao subsequente € impulsionada pelo acumulo de alteragdes
génicas adicionais combinadas com a expanséao clonal e selegdo. O carcinoma de
mama € caracterizado por uma longa historia natural e pela heterogeneidade no seu
desenvolvimento clinico. A exata etiologia do cancer de mama é desconhecida; a
historia familiar €, sem sombra de duvida, um dos maiores determinantes de risco,
certamente indicando fatores hereditarios. Menos de 10% dos casos estéo
associados a genes de suscetibilidade ao cancer de mama, incluindo BRCAT1,
BRCA2, TP53. Provavelmente, outros genes de moderada e de baixa penetrancia
devem explicar a maioria dos casos; ainda, gragas a poucas excegbes, O
mecanismo através do quais estas variantes podem influir na oncogénese mamaria

€ desconhecido. (10)

Uma vez instalado o processo neoplasico, um longo e silente periodo pode

existir antes que a doenga seja detectada clinicamente.
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O prognostico das pacientes com cancer de mama tem sido firmado com
base em caracteristicas clinicas e em fatores histopatolégicos no momento do

diagnastico.

As pacientes diagnosticadas com céncer de mama s&o suscetiveis a
apresentar metastases durante um longo tempo, e a definicio de cura é

problematica.

A longa histéria do cancer de mama tem sido avaliada em termos da taxa de
desenvolvimento da doenca. Tendo em vista um modelo de desenvolvimento
exponencial do tumor e um tempo de duplicagao de cem dias, varios pesquisadores
registraram resultados similares, sendo que o tempo necessario para que uma unica
célula maligna se desenvolva e se torne uma massa de 1cm detectavel clinicamente,
leva um pouco mais de oito anos. Este modelo de desenvolvimento exponencial do
tumor proporcionou a primeira base teérica para o uso da quimioterapia contra o

cancer. (11)

Também é possivel estimar um intervalo entre a deteccdo mamografica e
clinica a partir de dados obtidos dos programas de rastreamento mamografico.
(12)Usando informacdes obtidas pelos estudos do Plano de Seguro de Saude da
Grande Nova lorque, a média de intervalo foi estimada em 1,7 anos. Outros
previram intervalos de modelos matematicos diferentes, variando de 1,3 a 2,4 anos.
(13)

Convém ressaltar que existem deficiéncias na concepcéo do desenvolvimento
exponencial do tumor. Desta forma, & preciso interpretar o tempo de duplicagao
somente como um indicador grosseiro da agressividade do tumor, e ndo-valido para
estimar o tempo entre a oncogénese e a apresentacao clinica. Com efeito, a taxa de
desenvolvimento clinico do cancer de mama leva em consideracgao informacdes que
envolvem a biologia genética e molecular da doenga. Assim, o cancer de mama
resulta de uma série de mutagbes nos genes reguladores do desenvolvimento, da
restauracdo do DNA e de outros genes. Mais do que nunca, a heterogeneidade do
comportamento clinico da doenga sugere que a base genética pode ser variavel.
(14)
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1.2 Epidemiologia do Carcinoma de Mama

Em 2002, estima-se que houve 1.151.298 novos casos de cancer de mama
diagnosticados, sendo 410.712 mortes causadas pela doenga e mais de 4,4 milhdes
de mulheres vivendo com a doenga em todo o mundo. (15) Nos paises
desenvolvidos, foram diagnosticados 636.128 casos comparados com os 514.072
casos nos paises em desenvolvimento. Ha, também, uma taxa de 189.765 casos de
mortes por cancer de mama nos paises desenvolvidos e 220.648 casos nos paises
em desenvolvimento, provavelmente pelo diagndstico nestes ultimos paises ser mais
tardio, com pior prognéstico. (Figuras 1 e 2) Na Europa, as estimativas para 2004
indicavam 371.000 casos novos de cancer de mama. (16) E importante frisar, aqui,
que o cancer de mama representa também uma importante questdo de saude
publica na América do Sul, sendo lider em mortalidade por cancer em mulheres de

paises como a Argentina, o Uruguai e, inclusive, o Brasil.

Apods ter havido um aumento das taxas de mortalidade desde 1951 até 1990,
esses indices vém decrescendo na maioria dos paises europeus, na América do
Norte (Canada e Estados Unidos) e do Sul (Uruguai e Argentina). Por outro lado, na
Europa Central e Oriental, assim como em Hong Kong e no Japéao, as taxas de
mortalidade estdo crescendo. E necessario referir que a contribuicdo para o declinio
em alguns locais vem de uma grande variedade de fatores, incluindo a disseminacao
do rastreamento mamografico, os diagndsticos mais precisos e mais mulheres

recebendo o tratamento ideal para as suas condigdes. (17)

A freqiéncia do cancer de mama apresenta uma grande variabilidade
geografica. As taxas de incidéncia mais altas sdo observadas na América do Norte,
na Europa Ocidental e geralmente nos paises economicamente desenvolvidos,

enquanto sdo 10 vezes mais baixas na Africa e nos paises do Terceiro Mundo. (15)

O impacto da reducgao do estadio tem sido ressaltado recentemente por meio
da analise dos dados do programa Surveillance, Epidemiology and End Results
(SEER), por intermédio de uma analise de risco competitivo que calcula a
probabilidade de morte por cancer de mama e outras causas de acordo com o

estadio, com a raga e com a idade no momento do diagndstico. Ainda, a
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probabilidade de morte por cancer de mama, apos aproximadamente 28 anos de
seguimento, varia de 0,03 a 0,10 para pacientes com doenca “in situ” até uma taxa
de 0,70 a 0,85, para pacientes com doenca a distancia, dependendo da raga e da
idade. Dentre as pacientes com doenga localizada ou regional, a probabilidade de
morte, apds quase onze anos de seguimento, varia de 0,04 a 0,11, para pacientes
com tumores de até 2 cm e RE positivos e até 0,37 a 0,53, para pacientes com

tumores localmente avancados e RE negativos. (18)

Lamentavelmente, o carcinoma de mama é a malignidade mais comum que
afeta as mulheres nos paises ocidentais, observando-se um aumento de 1% a 2%

de casos anuais. (19)

Em 2003, ocorreram 41.610 novos casos de cancer de mama na populagao
feminina brasileira, constituindo-se, assim, a causa mais comum de morte por cancer

entre as mulheres, segundo dados do Instituto Nacional de Cancer.

As estimativas para 2006 apresentaram o cancer de mama como o carcinoma
mais comum entre as mulheres brasileiras, sendo o Estado do Rio Grande do Sul
aquele com o maior numero de novos casos, estimado em 4960, com uma taxa
estimada de 88,81 casos para cada 100.000 mulheres. Na capital, Porto Alegre, a
taxa bruta de incidéncia por 100.000 mulheres foi de 146,83. Esses dados estao

demonstrados na Figura 3 e nas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1 — Estimativas para o ano de 2006 das taxas brutas de incidéncias por 100.000 e numeros de

casos novos por cancer de mama feminina

Regides Casos novos Taxas brutas
Sul 9540 69,04
Sudeste 28640 70,49
Centro-Oeste 2520 37,99
Nordeste 7120 27,16
Norte 1110 15,21
INCA/MS: Instituto Nacional de Cancer do Ministério da Saude.

<http://www.inca.gov.br>. Acesso em 10 de nov. 2007.

Disponivel

em:
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Tabela 2 — Estimativas para o ano de 2006 das taxas brutas de incidéncia de cancer de mama por
100.000 mulheres nos Estados e capitais

Estados Taxa bruta Capital Taxa bruta
Rio Grande do Sul 88,81 Porto Alegre 146,83
Séo Paulo 75,45 S&o Paulo 100,48
Rio de Janeiro 96,95 Rio de Janeiro 128,68
Distrito Federal 53,23

Minas Gerais 42,82 Belo Horizonte 65,95
Parana 56,70 Curitiba 77,88
Santa Catarina 53,74 Florianépolis 73,57
Bahia 24,87 Salvador 54,67
Ceara 34,82 Fortaleza 52,61
Pernambuco 44,03 Recife 91,26
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1.3. Evolucéo do Carcinoma de Mama Primario

A expansdao do carcinoma de mama ocorre por infiltracdo direta do
parénquima mamario, pelos ductos mamarios e através do tecido linfatico. Pode
ocorrer infiltracao direta do cancer de mama por projegcdes de ramificacbes que dao
uma caracteristica estelar no exame mamografico. A evolugdo da lesdo pode
determinar um envolvimento direto da pele sobreposta ou da fascia peitoral. Os
pesquisadores tém enfatizado a expansao linfatica verticalmente até o plexo linfatico
na fascia peitoral profunda, abaixo da mama; também tem sido descrita a expansao
para a regido subareolar. Esses multiplos mecanismos de expansdo através da
mama enfatizam a probabilidade de o cancer estar presente neste érgdo bem além
da massa primaria palpavel. Os locais mais comuns de envolvimento regional do
cancer de mama sao os linfonodos, axilares, supraclaviculares e da mamaria
interna. E importante que se diga que o conhecimento do envolvimento desses
locais e o seu significado permanecem importantes para o estadiamento e para o

planejamento do tratamento das pacientes com cancer de mama.

Metastases a distancia do carcinoma de mama podem ser observadas em
uma variedade de 6rgédos. Desta maneira, os locais mais comuns de envolvimento
metastatico sdo os o0ssos, os pulmdes e o figado. Felizmente, o tempo de
aparecimento das metastases distantes detectaveis pode ser extremamente longo.
Frequentemente as metastases manifestam-se dez anos ou mais apds o diagnéstico

inicial.

1.4 Envolvimento Axilar no Cancer de Mama

O envolvimento histoldgico dos linfonodos axilares possui grande relagao com
0 prognostico. A regido dos ganglios linfaticos axilares € a mais irrigada da mama, e

aproximadamente 50% das pacientes com cancer de mama evidente ao exame
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fisico apresentam evidéncia histolégica de envolvimento de linfonodos axilares.
Destaca-se, aqui, que a probabilidade de envolvimento dos linfonodos axilares esta
direitamente relacionada com o desenvolvimento do tumor primario. (5) As pacientes
com tumor microinvasivo sdo o unico subgrupo cujo risco de envolvimento dos

linfonodos axilares é consistentemente considerado em menos de 5%.

As pacientes com linfonodos axilares histologicamente negativos tém uma
taxa de sobrevida maior do que as com envolvimento histolégico. Também as
pacientes com um a trés linfonodos com metastases obtém melhores resultados do

que as com quatro linfonodos positivos ou mais. (20)

E necessario ressaltar que o tamanho do tumor primario e o nimero de

linfonodos axilares envolvidos séo fatores de valor progndstico independentes. (20)

Aproximadamente 20 a 30% das pacientes com nodulos axilares negativos
desenvolvem metastases distantes em um periodo de dez anos. Essa observagao
possui importantes implicagdes em relagao a histéria natural da doenga. Isso sugere
que as metastases podem se locomover diretamente do tumor primario na mama
para locais distantes pelos vasos sanglineos, sem primeiro envolver os linfaticos
regionais. Outra explicacdo possivel seria a de que os linfonodos chamados
negativos estdo na verdade envolvidos com metastases ocultas, mas nao-
determinadas; no entanto, o aumento das secg¢des do nddulo com a identificagao de
micrometastases ou o uso de técnicas imunoistoquimicas n&o determinaram
diferencgas significativas em relagao a sobrevida quando comparada a de pacientes

sem metastase. (21)

1.5 Tratamento Adjuvante

No cancer de mama em estagio inicial, a doenca esta restrita a mama e
frequentemente aos ganglios linfaticos regionais, onde pode ser cirurgicamente
erradicada. Contudo, focos micrometastaticos podem permanecer como doenca

subclinica tanto localmente como a distancia, e ao longo do tempo se pode
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desenvolver uma doenca metastatica com repercussao clinica. O risco de
recorréncia € maior na primeira década, porém permanece como uma ameacga nhas

décadas subsequentes.

O objetivo do tratamento adjuvante €& erradicar focos metastaticos
indetectaveis pela propedéutica atualmente disponivel, porém ja presentes no
momento do diagndstico primario. Assim sendo, € essencial que se possa
estabelecer com precisdo a probabilidade individual de abrigar doenga metastatica
clinicamente oculta, usando-se, para isso, fatores progndsticos estabelecidos.
Também ¢é importante a capacidade de selecionar o tipo de tratamento adjuvante
adequado isoladamente para cada paciente, baseando-se em fatores preditivos de

resposta.

Recentemente o EBCTCG divulgou dados da analise de 15 anos de
acompanhamento de ensaios clinicos randomizados com tratamento adjuvante,
confirmando que as terapias sistémicas (quimioterapia e hormonioterapia) estao
proporcionando curas; tém-se curvas de sobrevida com diferengas significativas,
embora as curvas de recorréncia permanegam praticamente estaveis apds 5 anos.
(22)

E preciso referir que o tratamento hormonal adjuvante deve ser oferecido a
todos as pacientes com receptores hormonais positivos, independentemente da
idade, do estado menopausal, do comprometimento axilar e do tamanho tumoral.
(23) Observa-se, felizmente, que o tratamento do cancer de mama apresentou
mudangas dramaticas positivas na ultima década com a introdu¢ao de novas drogas

e com a melhor utilizagdo das ja conhecidas.

Embora o tamoxifeno tenha sido a droga mais importante na hormonioterapia
adjuvante por mais de 20 anos, novos agentes, como os inibidores de aromatase e
os inativadores dos receptores hormonais, estdo em uso corrente. Os IAs de terceira
geragdo apresentam excelentes resultados no tratamento do céncer de mama
hormdnio-responsivo em mulheres na menopausa através de sua potente inibicdo
da sintese estrogénica. Diferentemente do tamoxifeno, os IAs nao possuem
atividade hormonal intrinseca, porém afetam a funcdo do RE pelo bloqueio da

conversdo de androgenos da adrenal para estrégenos nos tecidos periféricos e no
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proprio tecido tumoral. Ensaios clinicos tém demonstrado que os IAs sdo mais
eficientes que o tamoxifeno em prolongar o ILD e na prevencdo de novos casos

primarios. (24)

Novas diretrizes ampliaram a utilizacdo da terapéutica adjuvante,
especialmente na auséncia de comprometimento axilar. Neste sentido, as diretrizes
do NCCN recomendam o tratamento adjuvante a praticamente todos os tumores
acima de 0,5 cm que apresentem algum fator desfavoravel, como, por exemplo, a
invasdo angiolinfatica, o alto grau nuclear, o alto grau histologico e, acima de 1 cm,

independentemente de qualquer fator. (25)

Lamentavelmente, uma grande proporcdo destas pacientes em estagios
iniciais ja poderia estar curada pelo tratamento locorregional primario — esse possui
beneficios marginais em termos de ILD e de SG. Faz-se necessario, portanto,
identificar com maior precisao qual € o grupo de pacientes com risco de recorréncia
suficientemente elevado para se justificar o emprego de terapéuticas que podem ter

efeitos toxicos e eventualmente fatais.

1.6 Patologia do Cancer de Mama Invasor

O tipo histologico mais freqlente de carcinoma de mama infiltrativo (ou
invasor) é o carcinoma ductal invasor (CDI). (26, 27) Na verdade, o diagndstico de
carcinoma ductal invasor é um diagnostico de exclusdo, porque esse tipo de tumor é
definido como um tipo de cancer “ndo classificado em nenhuma outra categoria de

carcinoma mamario invasor”. (28)

Em geral, os canceres de tipo especial compreendem 20 a 30% dos CDlIs; é
importante observar que, pelo menos, 90% dos tumores devem demonstrar as
caracteristicas histologicas definidas de um céancer de tipo especial para serem

designados como tais. (26, 27)

A maioria dos CDIs possui um componente associado de carcinoma “in situ”

(CDIS), ainda que a extensdo do componente “in situ” varie consideravelmente. (29)
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O ponto de vista dominante tem sido o de que o carcinoma invasor é derivado de um
componente “in situ”, baseado ndo somente na coexisténcia das duas lesdes mas
também nas semelhangas histologicas entre os componentes invasores e “in situ”
dentro da mesma lesao. Varios estudos documentam que os carcinomas invasores
de baixo grau sdo mais frequentemente associados a carcinomas “in situ” de baixo
grau, e carcinomas invasores de grau elevado, com carcinomas “in situ” também de
grau elevado. (29) Além disso, avaliando-se o perfil de marcadores bioldgicos e as
anormalidades genéticas, os carcinomas invasores e “in situ” coexistentes na
maioria das vezes dividem o mesmo imunofendtipo e as mesmas alteracdes

genéticas.

E necessario referir que os carcinomas ductais invasores representam o
maior grupo isolado de canceres invasores da mama. Embora esses tumores sejam
mais comumente encontrados em sua forma pura, uma minoria substancial, em

torno de 28 %, apresenta focos mesclados de outros tipos histoldgicos. (21)

E preciso também comentar que os CDIs apresentam-se mais
frequentemente como uma massa palpavel ou como uma anormalidade
mamografica. Com efeito, nenhuma caracteristica clinica ou mamografica especifica

distingue os carcinomas ductais invasivos de outros tipos histoldgicos.

A aparéncia macroscopica classica do carcinoma ductal invasor é a de um
carcinoma cirroso, caracterizado por uma massa firme e pétrea que possui uma
superficie arenosa, cinza-esbranquicada ao corte. Essa consisténcia e essa
aparéncia do tumor sao devidas ao estroma desmoplasico do tumor e nao gragas as
células neoplasicas. Ainda, alguns CDIs sdo formados primariamente de células
tumorais com pouca reacao estromal desmoplasica. Embora os CDIs tenham um
contorno estrelado ou espiculado com margens periféricas irregulares, algumas

lesdes possuem margens arredondadas e outras sao totalmente circunscritas.

7

Urge observar que a aparéncia microscopica dos CDIs é altamente
heterogénea em relagdo ao padrdo de desenvolvimento, a caracteristicas
citolégicas, a atividade mitética, a desmoplasia estromal, a extensdo do componente

de CDIS associado e contorno.
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Reconhecendo que os CDIs sdo um grupo de lesdes diversas
histologicamente, muitos pesquisadores tém tentado estratifica-los baseados em
certas caracteristicas microscopicas. O método mais comum para a subclassificagao
de CDIs é graduando-o, o que pode ser baseado somente nas caracteristicas
nucleares (graduagado nuclear) ou em uma combinagdo de caracteristicas
arquiteturais ou nucleares (graduagao histolégica). Na pratica, a graduacéao
histolégica € o método mais utilizado. Nesta graduagdo, os carcinomas de mama
sao caracterizados com base na avaliacido de trés caracteristicas: a formacédo de
tubulo, o pleomorfismo nuclear e a atividade mitética. O sistema de graduacgéao
histolégica mais utilizado atualmente € o descrito por Elston e Ellis. Esse sistema é
uma modificagdo do sistema de graduagéo proposto por Bloom e Richardson, em
1957. Na formagao de tubulo, do pleomorfismo nuclear e da atividade mitética, cada
um desses elementos € avaliado em uma escala de 1 a 3 — a soma dos resultados
para esses trés parametros fornece o grau histolégico total. Deste modo, tumores
para os quais a soma dos resultados é de 3 a 5 s&o designados de grau 1 (bem
diferenciado); os com soma de 6 e 7 sdo designados de grau 2 (moderadamente
diferenciado) e aqueles cujo resultado somou 8 ou 9 sdo designados de grau 3

(insatisfatoriamente diferenciado). (27)

E necessario dizer que a expressdo dos marcadores biolégicos, como os
receptores de estrogénio e de progesterona, os fatores de crescimento, os produtos
de genes supressores de tumor, oncogenes e outros marcadores, sao altamente
variaveis no carcinoma ductal invasivo, o que pode ser antecipado por sua

heterogeneidade histologica.

Ainda que os CDIs tenham o pior prognéstico de todos os canceres de mama
invasivos, mesmo dentro desse grupo, subgrupos de prognéstico mais favoraveis

podem ser identificados.
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1.7 Fatores Prognésticos no Cancer de Mama

Um fator progndstico € qualquer elemento disponivel no momento do
tratamento primario que se correlacione com o Intervalo Livre de Doenga (ILD) ou
sobrevida global (SG), na auséncia de terapia sistémica adjuvante, e, como
resultado, € capaz de se correlacionar com a histéria natural da doenca. Em
contraste, um fator preditivo € qualquer elemento associado com a resposta a um
determinado tratamento. Alguns fatores, como os receptores hormonais e o HER2

superexpresso, sao preditivos e progndsticos simultaneamente.

Tais fatores sdo usados para auxiliar na caracterizagdo do potencial de risco
de recorréncia e, também, na individualizagdo da terapéutica adjuvante quando

indicada.

Os fatores progndsticos tradicionais incluem a idade, o tamanho do tumor, o
comprometimento dos linfonodos, o grau tumoral, a invasdo angiolinfatica e os

receptores hormonais. (1)

Clark e cols., estudando esses fatores, sugeriram trés justificativas para o seu
emprego. A primeira razdo é identificar pacientes com bom prognéstico para as
quais a terapia adjuvante sistémica nao oferece beneficio suficiente a fim de
compensar os riscos. A segunda é reconhecer pacientes cujo prognodstico seja
desfavoravel o suficiente para se justificar uma abordagem mais agressiva, e a
terceira é selecionar pacientes que poderao ser beneficiados por diferentes tipos de

tratamento. (30)

Os fatores prognosticos que sdo considerados variaveis independentes
incluem o estado da axila, o tamanho tumoral e os receptores hormonais
(estrégeno/progesterona). Os fatores adicionais incluem o grau histologico, a
presenca de invasao linfovascular, a idade e a raca. Desta forma, a analise destes
fatores é utilizada para determinar prognodstico através da observacdo isolada e
também combinada em sistemas de  classificagdo de  progndstico,
consequentemente do risco de recorréncia e de morte por cancer de mama. A

maioria dos casos de cancer de mama é do tipo ductal invasor, sem outras



33

especificagbes, para os quais 0 grau histolégico € um dos mais importantes
preditores de comportamento biolégico. E necessario referir que os carcinomas de
grau histolégico 11l sdo fortemente associados com o menor intervalo livre de doenca
e com a sobrevida global do que os de grau | e Il. (27) Destaca-se, mais uma vez,
que a existéncia de comprometimento dos linfonodos axilares é reconhecida como
um dos principais indicadores de progndstico para pacientes com cancer de mama
submetidas a tratamento cirurgico. (3) O estado da axila é um fator tempo-
dependente, pois a chance de comprometimento aumenta a medida que o tumor
cresce. Entretanto, o estado dos linfonodos nédo é fator progndstico suficiente
quando se avaliam o risco de recorréncia e o tempo de sobrevida, ocorrendo um
significativo numero de recorréncias em pacientes inicialmente diagnosticadas como
estadio |, sem evidéncia de linfonodos axilares comprometidos; isoladamente, o
estado dos linfonodos é incapaz de definir um grupo de cura ou com 100% de
mortalidade. (31)

Atualmente a pratica padronizada é a de administrar o tratamento adjuvante a
todos os pacientes com linfonodos positivos; no entanto, existem diferengas de risco
que admitem tratamentos mais agressivos para determinados grupos de paciente.
Além disso, existem muitas pacientes com linfonodos negativos que séao

beneficiadas por uma terapia adjuvante sistémica. (22)

Outro aspecto que merece a nossa consideragao é que o tamanho do tumor é
também um fator progndstico independente. Em muitas andlises, € o segundo em
importancia como fator independente, atras apenas do estado dos linfonodos. Neste
sentido, o tamanho do tumor estad diretamente relacionado a possibilidade de
metastases axilares, ao aumento de probabilidade de recorréncia e de morte. O
prognéstico favoravel do carcinoma ductal invasor nao-palpavel em relagdo ao
clinicamente palpavel e os detectados por rastreamento mamografico em relagéao

aos detectados ao acaso facilmente se explicam devido ao seu menor tamanho. (32)

Carter, ao analisar 24740 casos registrados no Surveillance, Epidemiology
and End Results (SEER) Program of the National Cancer Institute, refere que as
taxas de sobrevida em 5 anos variaram de 45,5% para tumores iguais ou maiores de
5 centimetros com axila positiva a 96,3% para tumores menores de 2 centimetros

sem linfonodos comprometidos. Registra-se, aqui, que o didmetro tumoral e o estado
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dos linfonodos apresentam-se independentes, porém sao aditivos como fatores
prognosticos. Desta forma, conforme aumenta o tamanho do tumor, ocorre a
reducdo da sobrevida independentemente do estado dos linfonodos; ainda, com o
aumento do comprometimento dos linfonodos, a sobrevida diminui,
independentemente do tamanho do tumor. Também foi relatada uma relagao linear
entre o didmetro tumoral e a porcentagem de casos com o envolvimento de

linfonodos.

A influéncia do tamanho do tumor primario pode ser observada tanto em
pacientes com linfonodos negativos como positivos. Tal relagdo provavelmente

reflete o aumento da disseminacéo linfatica e vascular com o crescimento do tumor.

E de particular interesse nos casos com axila negativa aonde o tamanho
tumoral fornece facilmente a possibilidade de identificacdo de pacientes com baixo

ou alto risco para recorréncia. (20)

Em estudo recente, pesquisando-se o banco de dados do SEER com énfase
para o tamanho tumoral e para a mortalidade, identificaram-se 83686 casos de
tumores T1-T2, sendo 58070 com axila negativa e 25616 com axila positiva com
desfecho final de mortalidade. Observou-se um aumento de mortalidade de 10 a
25% em axilas negativas e de 20 a 40% em axilas positivas a cada milimetro de
aumento entre tumores de 3 a 50 milimetros de diametro, independentemente do

estado da axila. (33)

Um outro fator que merece a nossa atengao diz respeito a idade. Essa, no
momento do diagndstico, tem sido associada ao prognéstico. Analisando-se tal
aspecto, Nixon e cols. estudaram 1398 pacientes das quais 107 tinham menos de 35
anos no momento do diagndstico e foram acompanhadas por um periodo médio de
99 meses. As pacientes com esse perfil apresentaram um risco de recorréncia global
e a distancia aumentados em relagéo as mais velhas. As mais jovens apresentavam
fatores associados a pior prognostico, como o alto grau histolégico, a invaséo
linfovascular, a necrose tumoral e os receptores hormonais negativos; mesmo
considerando as variacbes terapéuticas e os fatores de risco relacionados a

agressividade tumoral, a idade permaneceu como um fator significativo para a
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recorréncia local (RR, 1.70), para a recorréncia a distancia (RR, 1.60) e para a
mortalidade (RR, 1.50). (34)

Jayasinghe e cols., ao estudarem uma coorte de 393 pacientes com
diagndstico antes dos 40 anos de idade, observaram que a sobrevida em 10 anos
para o grupo de jovens (<40 anos) foi de 49%, sendo significativamente inferior ao
das pacientes de meia-idade (40-69 anos) com 73%. Para mulheres jovens com
axila negativa, a taxa de sobrevida de 68% foi significativamente pior (p=0.011) do
que as de meia-idade com 90% e das idosas com 80%, apos ajuste para outros
fatores, como o tamanho tumoral, o comprometimento axilar e o grau histolégico —

assim, a idade de <40 anos apresentou um risco maior de morte. (35)

E louvavel observar que varias formas de associacdo e de classificagdo de
fatores clinicos, histolégicos e biolégicos tém sido adotadas para auxiliar na deciséo

terapéutica e na estimativa de progndstico.

A classificagao que TNM da UICC/AJCC, atualmente em sua sexta edigéo de
2006, agrupa os casos de acordo com os dados clinico-patolégicos no momento do
diagndstico primario e no tratamento cirurgico primario. Tal classificagcdo é usada
para selecionar pacientes e relatar os desfechos em ensaios clinicos, possibilitando
aos clinicos avaliar com base logica se as estratégias de tratamento relatadas na

literatura serdo apropriadas para os seus pacientes.

O estadiamento clinico também fornece informagéo de grande utilidade sobre
o estado atual da detecgdo, do manejo e do sucesso na implementagdo de novas

estratégias no tratamento do cancer de mama.

Ainda, esse estadiamento (cTNM) é empregado para fazer recomendagdes
sobre o tratamento locorregional. Baseia-se, pois, em evidéncias coletadas antes do
tratamento do tumor primario, a saber, o exame fisico, a avaliagdo por imagens e a
confirmacdo anatomopatolégica de cancer. Desta maneira, a classificacdo
patolégica (pTNM) é utilizada para estimar o prognostico e para se fazer
recomendagdes sobre o tratamento adjuvante. Neste sentido, ela associa os
resultados do estadiamento clinico com a evidéncia obtida na cirurgia com a

avaliagao da histologia do tumor e com o estado dos linfonodos. (36)
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O indice Prognéstico de Nottingham (IPN) é um indice baseado em um
estudo retrospectivo, que busca predizer a sobrevida em pacientes com cancer de
mama. Esse indice leva em consideracdo o tamanho do tumor, o estado dos
linfonodos e o grau histolégico, permitindo estratificar as pacientes em grupos com

prognéstico distinto.

O indice é calculado, considerando-se alguns aspectos, tais como o tamanho
do tumor (em centimetros), multiplicado por 0,2; o grau histologico (G I=1, G lI=2, G
[11=3) e o estado dos linfonodos (LN negativo=1, LN positivos (1 a 3) =2, LN positivos
(4 ou mais)=3. E importante referir que a soma dos valores classifica as pacientes
em grupos de risco. Ainda, consideram-se o grupo de bom prognoéstico com soma
<3,4; o de prognostico intermediario, com soma de 3,4 a 5,4 e 0 de mau prognastico,
com soma >54. Ao empregarem tais critérios, Galea e cols., em estudo
retrospectivo com uma série de 1629 pacientes, identificaram: 1) bom prognéstico,
29% da amostra com sobrevida de 80% em 15 anos; 2) progndstico moderado, 54%
dos pacientes com sobrevida de 42% em 15 anos; 3) progndstico pobre, 17% das
pacientes com 13% de sobrevida em 15 anos; sendo de 83% a sobrevida da

populagao feminina ajustada para a idade. (31)

Na ultima década, com o emprego da técnica de “cDNA microarray” para
avaliar a expressao génica dos tumores, foi possivel determinar que existem
diferentes subtipos de cancer de mama com perfil genético distinto e com
prognoésticos diferentes. Perou e cols. em 2000 demonstraram que € possivel
estratificar os tumores de mama pelo seu perfil genético em dois grupos, com pelo
menos cinco subgrupos, de acordo com a expressdo de receptores hormonais
(positivo/negativo) e/ou pela origem epitelial (basal/luminal). Deste modo, o grupo
negativo para receptores estrogénicos apresenta trés subtipos: um, com
superexpressdao de HER2; um com “normal like”; um basal, positivo para EGFR
(receptor para o fator de crescimento epitelial), com auséncia de receptores para
estrogeno e para progesterona e com auséncia de HER2 (subtipo triplo negativo). O
grupo com receptores hormonais positivos possui dois subtipos: luminal A e luminal
B. (6, 37-41)

A identificacdo destes subtipos reveste-se, pois, de importancia clinica, visto

que o subtipo luminal € o mais comum cancer de mama e em geral apresenta bom
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prognoéstico, com significativo aumento no intervalo livre de doenca e sobrevida
global, embora os subtipos Iluminal A e luminal B apresentem diferencas na

expressao génica e em seu prognéstico. (39, 40)

O subtipo luminal A estd mais frequentemente associado ao grau histolégico

baixo ou intermediario e a auséncia de comprometimento de linfonodos. (40)

O subtipo denominado HER2, caracteristicamente, é destituido de receptores
hormonais, comumente associado a mutagao de PT53 (40-80%) e com grau nuclear
3. (39) Apresenta menor intervalo livre de doenga e sobrevida global, se comparado
aos tumores do tipo luminal. Tal subtipo recebe atencao especial, porque pode ser
tratado de forma individualizada através do Trastuzumabe, um anticorpo especifico

gue bloqueia a sua atividade bioldgica.

E necessario referir que um subtipo de carcinoma de mama bem definido é
caracterizado pela auséncia de amplificagdo HER2, RE-negativo e RP-negativo —
sdo o0s chamados tumores triplo negativos, determinados a partir da
imunoistoquimica e confirmados a partir de sua expressao génica, com 0 mesmo
padrao de expressao molecular do subtipo basal, mantendo-se o0 seu padrao

prognéstico. (42)

Observa-se também que o fendtipo triplo negativo pode ser considerado um
marcador substituto para o tumor de tipo basal, como pode ser inferido do trabalho
de Kreike e cols.(42)

Nielsen e cols. identificaram um conjunto de marcadores imunoistoquimicos
que poderdo vir a ser incorporados, na pratica clinica, para se reconhecer
carcinomas de mama do subtipo basal, com progndstico mais reservado. Com efeito,
este painel de marcadores, revisado de acordo com a expressao génica dos
tumores, pode melhor definir o subtipo basal por imunoistoquimica, incluindo, além
dos marcadores de RE e HER2 negativos, CK 5/6 e/ou HER1 positivos (7). Assim, o
receptor do fator de crescimento epidérmico — HER1 — € um marcador que pode

auxiliar a distinguir os carcinomas de mama subtipo basal.

Também esta descrito um quinto subtipo, luminal C, associado com pior

prognostico dentro do grupo luminal (A e B), principalmente quanto a maior recidiva.
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Tal diferengca possivelmente se deve pela similaridade na expressdao de alguns
genes que sao caracteristicos dos tumores RE-negativos, como subtipos basal e
HER2+. (40)

A expressdo de marcadores para CK 5/6 e CK 17 no subtipo basal associa-se
a piores desfechos para pacientes com carcinoma de mama, nas pacientes com
linfonodos axilares negativos. (42) Contrariamente, Nielsen e cols identificaram que
0s mesmos marcadores citados, quando positivos, sdo preditores significativos de
pior prognostico nas pacientes com linfonodos axilares positivos (7) — essa

diferenca pode ser devido a coortes de pacientes diferentes.

O marcador HER1, citado anteriormente, € mais facil de se determinar e de se
quantificar do que CK 5/6 e principalmente CK 17. Nao é tdo especifico como CK
5/6, porém aparece em frequéncia suficiente; combinado a outros marcadores,
permite identificar por imunoistoquimica o subtipo basal. Mais importante ainda, o
HER1 é alvo para algumas drogas recentemente desenvolvidas, incluindo
anticorpos, como o cetuximab e inibidores da tirosina-quinase, como gefitinib e
erlotinib. (7)
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Figura 4 - Subtipos de cancer de mama definidos pela expresséo génica

Perou, CM et al. Nature 406, 747-752 (17 August 2000)(6)
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molecular definido pela expressao génica.

Sorlie, T; et al. Proc Natl Acad Sci USA 2001; 98: 10869-10874.(39)

1.7.1 Marcadores Tumorais

Um dos maiores avangos no manejo do cancer de mama € a acuracia em
predizer os desfechos clinicos para cada paciente, de forma a permitir quem ira
beneficiar-se da terapia adjuvante. Até o presente, as variaveis, como o estado dos
linfonodos, o tamanho tumoral e o grau tumoral, tém sido os fatores mais
determinantes do prognostico das pacientes com cancer de mama. (32) Em muitos
centros, tais variaveis sdo combinadas ao indice Prognéstico de Nottingham (IPN)
que gera um escore prognoéstico para cada paciente mais preditivo dos desfechos do
que qualquer variavel isolada. Entretanto, apesar de ser ampla a aplicabilidade dos
indices clinicopatologios, como o IPN, eles n&do possuem precisao para predizer os
desfechos para todas as pacientes (23, 43); permanecem incapazes, por exemplo,
de separar os 20-30% das pacientes com linfonodos negativos que iréo recidivar das
70-80% que nao irdo. Como resultado, muitas pacientes recebem tratamento

adjuvante desnecessariamente.
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1.7.1.1 Receptores de Estrégeno e de Progesterona

O epitélio mamario normal habitualmente expressa receptores para estrégeno
e para progesterona, e esses sdo mediadores do processo de divisdo celular nestas
células. O RE é codificado pelo gene ESR1, localizado no cromossoma 6925 (44), e

o RP é codificado pelo gene PGR, localizado no cromossoma 11922. (45)

Os dois receptores sdo pesquisados porque a sintese de receptores de
progesterona requer uma sinalizagdo de um receptor estrogénico intacto. Tumores
que expressam ambos os receptores presumidamente se aproximam mais do tecido
normal do que aqueles que ndo os expressam — neste sentido, sdo associados com
melhor progndstico. E importante ressaltar que aproximadamente dois tercos dos
casos de cancer de mama expressam esses receptores. A sua presengca €
fundamental como fator preditivo de hormdnio responsividade quando houver

indicagao de tratamento adjuvante ou paliativo no cancer de mama. (23)

Deste modo, observa-se que os carcinomas de mama podem ser estrogenos
dependentes ou independentes. Os receptores de estrogeno (RE) sdo conhecidos
por estimular ndo apenas a proliferacdo celular mas também a inducédo da sintese
de proteinas especificas; como ja foi referido, a mais importante dessas é o receptor
de progesterona (RP), conhecido como estrutura celular estrogeno-dependente.
Portanto, faz sentido pensar que a determinacdo do RP aumenta a sensibilidade na
previsdo de resposta terapéutica. (46) Aproximadamente 50 a 60% das mulheres
com positividade para RE respondem a terapéutica hormonal, ao passo que apenas

10% daquelas com RE negativo apresentam a mesma resposta. (3, 47)

As evidéncias acumuladas assinalam que o RE possui relacdo com
prognéstico, tanto no periodo livre de doenga como na sobrevida. No entanto,
casuisticas demonstram que a diferenga em relagdo aos receptores negativos varia
somente de 8 a 10%, razado pela qual a significancia estatistica sé foi possivel com
ensaios reprodutiveis em grande numero de casos. Além disso, a positividade do RP

também tem sido associada a maior sobrevida e ao tempo livre de doencga. (46)

Deve-se comentar, agora, que os receptores de estrogeno e de progesterona
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associam-se significativamente ao grau do tumor e ao subtipo histolégico. Neste
sentido, o grau nuclear baixo correlaciona-se, com maior freqiéncia, a RE positivo,
ao passo que o grau elevado, a RE negativo. A titulo de exemplificagdo, o carcinoma
lobular e o carcinoma coldide apresentam particular tendéncia a serem RE positivos,
ao contrario do que ocorre com os carcinomas medulares. Ainda, carcinomas de
mama com maior atividade proliferativa, medida por imunoistoquimica ou analises

de DNA, correlacionam-se com menor positividade para RE. (46)

Como ha variagdes de resposta ao tratamento hormonal em pacientes com
RE positivo, pode-se supor que haja defeitos em receptores, mesmo que positivos
nos ensaios imunoistoquimicos. Algumas linhas experimentais de células dotadas de
RE evidenciam mutagdes provenientes de cdodigos genéticos defeituosos que, em
geral, exibem defeitos na conformagao espacial do receptor, impedindo a agao das
drogas anti-hormonais; entretanto, possuem eficacia na producdo de seus efeitos
biolégicos tanto na atividade proliferativa como no aparecimento do RP. Tal
fendbmeno explica porque 5% dos canceres de mama s&do RE negativos e RP
positivos. Também se deve observar que esse subtipo de linhagem celular
apresenta prognostico favoravel. (47) Apesar da presenga de receptores hormonais,
uma proporcdo de pacientes podera nao responder ao tratamento enddcrino,

surgindo, aqui, a importancia da analise dos fatores bioldgicos de forma associada.

Wrigth e cols. descreveram pela primeira vez que a coexpressao de HER2 foi
associada com uma redugdo de 48% para 20% do grau de resposta de pacientes
RE positivo a terapia hormonal de primeira linha para o carcinoma de mama
metastatico (48-51); ainda que outros estudos ndo tenham encontrado relagdo entre
o aumento de células, expressando o HER2, e a diminuicdo do intervalo livre de
doenca ou sobrevida. Desta maneira, conclui-se que a expressao do HER2 em
carcinoma metastatico RE+ nao esta significativamente associada a uma resposta
pobre ao tamoxifeno ou a um curso clinico mais agressivo, sugerindo que estudos
prévios com conclusées contrarias poderiam ocorrer devido a falha de excluir
tumores RE-, menos propensos a responder ao tamoxifeno e mais frequentemente

associados a superexpressao de HER2. (52)

Desta forma, os receptores hormonais tornaram-se um dos mais importantes

marcadores progndsticos e preditivos para o cancer de mama, sendo a expressao
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do receptor de estrégeno inversamente correlacionada com o grau histolégico(51) e

um indicador de resposta a terapia hormonal. (51, 53)

1.7.1.2 HER2

O gene c-erbB-2 codifica uma proteina da membrana celular expressa em
praticamente todas as células epiteliais, a qual constitui o receptor de tirosina-
quinase (conhecido também como HER2,HER2/neu), pertencente a mesma familia
do receptor do fator de crescimento epidérmico. (3) Slamon e cols. foram os
primeiros a ligar a superexpressdo do HER2 com o mau progndéstico no céncer de
mama. Eles estudaram a associagao entre a amplificacdo do gene HER2 com a
recorréncia e morte em pacientes com axila positiva e demonstraram que a
amplificacdo do HER2 estava significativamente associada com a taxa de
recorréncia e com a diminuicdo da sobrevida. Convém frisar que essas correlacdes
sdo independentes de outros fatores progndsticos e tdo significativas quanto o
estado da axila, para recorréncia e morte. Tal estudo também evidenciou que
mulheres com superexpressao de HER2 tinham sobrevida média de 3 anos,
enquanto aquelas sem superexpressao tinham sobrevida média de 6-7 anos. (54)
Anos mais tarde, Slamon e cols. apontaram que a amplificacdo génica do HER2
correlacionava-se com a superexpressao do HER2, avaliado pela imunoistoquimica.
(55)

E fundamental comentar aqui que esse receptor é amplificado e
superexpresso (como medido pela analise IHQ) em até 30% dos casos de cancer

invasor e correlaciona-se com um pior prognéstico. (54-57)

Aproximadamente 27% dos carcinomas mamarios possuem aumento da
imunoexpressao de HERZ2, relacionado com a amplificagdo génica. Outros 63% nao
apresentam nenhuma amplificacdo génica e, ainda, tém baixos niveis de HER2. No
entanto, outros 10% assinalam o aumento da imunoexpressdo de HER2, sem

nenhuma amplificagao de seu gene. (3, 46)
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E necessario referir que o papel bioldgico exato desta sinalizacdo na rota
oncogénica na mama nao esta bem definido e pode estar relacionado a um grande
numero de aspectos fenotipicos do cancer. Inclui-se, aqui, a progressao da
horménio dependéncia e a sua perda, a sua habilidade metastatica e a sua

resisténcia a drogas. (57)

O HER2 é superexpresso em aproximadamente 20% a 30% dos tumores de
mama invasores de alto grau — tem sido, pois, um indicador progndstico valioso.
(53, 58-61) O estado do HER2 também prediz a resposta antiestrogénica e a
quimioterapia citotdxica (3), sendo que os pacientes com forte expressao de HER2
parecem ter uma pobre resposta aos agentes hormonais como o tamoxifeno e

também aos quimioterapicos nao-antraciclicos. (58)

Acredita-se que a resisténcia a terapia hormonal tanto “in vitro” como “in vivo”
esta relacionada ao “bypass” do receptor de estrégeno pelo sinal do receptor do
fator de crescimento. E digno de nota mencionar que dois grandes estudos com
cancer primario de mama encontraram uma correlagdo significativa entre os niveis
elevados de HER2 na circulag&o e os baixos niveis de receptores de estrégeno e de

progesterona no tumor primario. (62, 63)

Felizmente, pacientes com tumores, apresentando elevada expressédo de
HER2, apresentam maior sobrevida livre da doencga, quando tratados com

moderadas a altas doses de doxurrubicina. (3)

A guisa de conclusdo, é importante ressaltar os estudos que associam o
HER2 a uma variedade de marcadores de pior prognostico. Incluem-se, aqui, o RE
negativo, as metastases nodais, o maior tamanho tumoral, o alto grau tumoral, os
tipos histologicos mais agressivos, tais como o carcinoma inflamatério, a ploidia de
DNA aumentada, a alta atividade mitética e a presenca de metastases
hematogénicas a distancia (46). Ainda, a superexpressdo de HER2 também esta

correlacionada com uma diminuigdo da sobrevida. (54, 60)
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1.7.1.3 BCL2

O oncogene Bcl-2, localizado no cromossomo 18921, foi inicialmente
descoberto como o gene envolvido na translocagcédo 14;18, comum nos linfomas
foliculares. (64) Este gene codifica uma proteina de membrana mitocondrial de 26
kDa e atua bloqueando a morte celular por apoptose. (65) No cancer de mama
primario, a expressao de Bcl-2 parece estar fortemente relacionada aos receptores
de estrogeno e aos de progesterona e inversamente diz respeito a expresséo do

receptor ao fator de crescimento epidérmico, as proteinas HER2 e p53. (66)

Existem discordancias se a proteina Bcl-2 seria um fator independente
prognoéstico em pacientes com carcinoma de mama linfonodo-positivo. Em muitos
estudos, o Bcl-2 parece ser dependente da expressao de outros fatores, como a
expressao do p53 em pacientes com linfonodos axilares positivos. (66) Além disso,
carcinomas de mama p53(-)/Bcl-2(+) apresentam uma melhor resposta a terapia

hormonal em relagao aos carcinomas p53(-)/Bcl-2(-). (67)

Em um estudo recente, que abrange 441 mulheres sem comprometimento
dos linfonodos axilares, foi evidenciada uma correlacdo positiva entre a expressao
de RE e RP e baixo grau tumoral. (65) Neste mesmo estudo, uma elevada
expressao de Bcl-2 apresentou uma correlagdo negativa com o p53, com o HER-2,
com o Ki-67, com o indice mitotico e com o tamanho tumoral. Deste modo, parece
que a referida expressdo estd associada com caracteristicas clinicopatologicas
favoraveis (tumores com menores dimensdes, bem diferenciados, RE positivo e com

menor envolvimento de linfonodos). (68, 69)

Também se deve observar que o Bcl-2 apresenta uma expressdo que varia
consideravelmente na literatura. Dimitrakakis et al. descrevem, por exemplo, uma
expressdo de 15%. (70) Outros estudos relatam uma frequéncia em mais de 70%
dos carcinomas de mama de baixo grau e em 50% dos carcinomas de mama em

geral. (71)

Interroga-se, aqui, como o Bcl-2, sendo uma proteina anti-apoptética, confere

um prognostico favoravel ao cancer de mama. Como a suscetibilidade a
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quimioterapia é creditada a habilidade de a célula entrar em apoptose, a
superexpressao de proteinas anti-apoptéticas, como o Bcl-2, tem sido postulada
como promotora de resisténcia aos quimioterapicos em tumores solidos. Entretanto,
nos casos de carcinoma de mama, uma expressao elevada de Bcl-2 esta associada
com marcadores de bom prognéstico, incluindo a expressdo de RE e RP e baixo
grau tumoral. Além disso, no grupo de pacientes com tumores RE, a elevada
expressao de Bcl-2 esta associada com doenga de evolugdo mais indolente e com
boa resposta ao tamoxifeno, independentemente do grau de positividade de RE. (71,
72)

Em um estudo, nas pacientes com carcinoma de mama metastatico, tratadas
com varias combinacdes de quimioterapicos nao-taxanos, a alta expressao de Bcl-2
foi associada com resisténcia aos tratamentos com os esquemas CMF
(ciclofosfamida, metotrexato, 5-fluorouracil) e FAC (5-fluorouracil, adriamicina,
ciclofosfamida). (73) Apesar disso, outro estudo ndo encontrou correlagdo entre a
expressdo de Bcl-2 e a resposta ao esquema FEC (5-fluorouracil, epirrubicina,
ciclofosfamida) em 103 pacientes com carcinoma de mama metastatico. (74) Ainda,
em estudo envolvendo 87 pacientes com cancer de mama metastatico, a resposta

ao plaquitaxel foi independente do grau de expressao do Bcl-2. (71)

A expresséo de 8 marcadores protéicos (RE, RP, Bcl-2, ciclina E, p53, MIB-1,
citoqueratinas 5/6 e HER-2), em mais de 930 casos, foi avaliada, revelando uma
associagao significativa com sobrevida em 10 anos; no entanto, tal painel
imunoistoquimico ndo foi superior ao indice Prognéstico de Nottingham (IPN) em
predizer sobrevida a longo prazo. Contudo, o Bcl-2, como um marcador isolado,

aumentou o poder progndstico do IPN. (68)

Tumores com expressao de Bcl-2, no grupo com IPN moderado, tiveram uma
reducédo em 52% no risco de morte quando comparados com casos sem expressao
de Bcl-2 (p = 0,004). A expressao de Bcl-2, em grupos de pior prognostico pelo IPN,
apresentam uma diminui¢cao de 41% do risco de morte se comparados com casos
negativos para Bcl-2 (p = 0,003). Para os trés marcadores (RE, RP e Bcl-2), o efeito
benéfico da expressao positiva foi maxima nos primeiros 59 meses apds o
diagnostico, decrescendo com o tempo. Analises multivariadas confirmaram o

significado progndstico independente do Bcl-2 (P = 0,002) na presenga do IPN (P +
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0,001), nesta série de casos. Desta forma, o Bcl-2 pode ser usado em conjunto ao
IPN a fim de melhorar a avaliagao progndstica de cada paciente individualmente, em
particular nos cinco primeiros anos apos o diagndstico do carcinoma de mama

invasor. (68)

Se o papel progndstico do Bcl-2 é consequéncia de sua participagdo na
apoptose ou de fungbes nédo-apoptéticas que lhe sao designadas, isso ainda
permanece sem conhecimento. Funcbdes n&o-apoptodticas tém sido descritas;
experimentos “in vitro” revelaram que altos niveis de Bcl-2 podem resultar em um
aumento dramatico da inibicao de crescimento em diferentes tipos celulares; ainda,

tem sido proposto um papel no prolongamento do ciclo celular. (68)

1.7.1.4 Proteina p53

A ocorréncia de proteinas p53 mutantes nos carcinomas de mama € comum,
variando em torno de 20% a 50% dos tumores estudados. (3, 66, 75, 76) O TP53 é o
mais conhecido gene mutante relacionado com tumores. Sobre isso, € importante
referir que mutagdes de TP53, pela perda de heterozigosidade, sao diagnosticadas
em aproximadamente 50% das 6,5 milhbes de pessoas com céancer, todo ano, por

todo mundo.

O p53 “selvagem”, encontrado em populagdes sem cancer, € expresso em
baixas quantidades em células normais, ajudando a coordenar os complexos
sistemas de resposta a lesbes de DNA, ao protegé-las de alteragbes que podem
levar a neoplasia. Possui, também, fungdes regulatérias da entrada das células no
ciclo de proliferacéo, de sintese de DNA e de morte celular programada (apoptose).
O p53 é também capaz de suprimir outros genes, relacionados com transcrigao
génica. Mais do que nunca, o p53 “selvagem” é fundamental para o controle do
crescimento celular. A expressdo do gene supressor tumoral p53 também pode
induzir apoptose por suprimir o Bcl-2. (58, 70) E, pois, a sua expressdo mutante que

esta associada com o desenvolvimento de tumores, ainda possuindo baixo poder
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para induzir apoptose. (70) Convém destacar, agora, que a proteina p53 mutante
possui uma meia-vida mais longa que a forma “selvagem” e é capaz de ligar-se ao

p53 “selvagem”, formando um complexo — deste modo, inativando-o. (75)

A inativagao de genes que controlam a apoptose também pode contribuir para
o processo multifatorial da carcinogénese e do desenvolvimento tumoral por reduzir
a taxa de morte celular, permitindo o acumulo de defeitos genéticos. (58, 70) Neste
sentido, a determinacdo imunoistoquimica do p53 mutante relaciona-se com pior
prognéstico, com menor tempo livre de doenga, com menor sobrevida, com RE
negativo, com alto grau nuclear, com estagios avancados de neoplasia, de
aneuploidia, com altos indices proliferativos e com a presenca de HER2 (53, 58, 60,
61, 75) — esse prognostico parece ser independente do comprometimento de
linfonodos. (3, 66, 76) Também n&o parece haver correlacdo significativa entre a
expressao de p53 e Ki-67. (75)

Em outros estudos, a avaliagdo de tumores com mutagdes para p53 mostrou-
se benéfica em identificar mulheres com elevado risco de recorréncia da doenca e
morte, quando o tumor tem amplificacdo de HERZ2; todavia, na auséncia dessa
amplificacdo, a presenca da mutacdo em p53 pode ndo representar informagao
prognoéstica independente adicional. (61) Por outro lado, Al-Moundhri e cols.
demonstraram que o p53 parece ser um fator prognostico independente associado

com recorréncia precoce da doenga e com pior sobrevida. (58)

Alguns estudos tém avaliado as alteragbes em p53 (proteina codificada pelo
gene TP53) em relacao a sensibilidade a quimioterapia em cancer de mama, assim
como em outras malignidades. Estudos que determinam a expressao de p53 por
imunoistoquimica tém, com algumas exceg¢des (77), falhado em predizer o valor da
expressdo aumentada de p53 em relagdo a resposta de diferentes regimes de
quimioterapia em pacientes com carcinoma de mama. E necessario advertir que
nem todas as mutagdes no gene TP53 causam o aumento da expresséo da proteina
p53 detectavel por imunoistoquimica. (78) Sem duvida, a detecgéo de alteragdes ao
nivel do gene TP53 parece ser superior a avaliagao imunoistoquimica do p53 como
fator progndstico, quando ambas as analises sao realizadas, em paralelo, no mesmo
grupo de pacientes com cancer de mama. (79) Geisler e cols. identificaram que

mutacdes no gene TP53 que afetam alguns dominios codificantes da proteina p53
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estdo associadas com resisténcia a terapia com doxorrubicina em pacientes com
carcinoma de mama, entretanto, sdo necessarios estudos prospectivos que possam

confirmar tal correlagdo entre essas mutagdes e a resisténcia a quimioterapia. (80)

1.7.1.5 Anticorpo Monoclonal Ki-67

O Ki-67 foi identificado por Gerdes e cols. em 1991(81), como uma proteina
nuclear. O gene Ki-67 encontra-se no brago longo do cromossomo 10 (10g925). (82)
Em 1993, Schluter e cols. publicaram a sequéncia completa de cDNA que codifica a
proteina. (83) Ainda, a expressao do Ki-67 varia de intensidade conforme a fase do
ciclo celular, sendo baixa durante G1 e inicio da fase S, aumentando
progressivamente, até alcangar o maximo durante a mitose. Além disso, a meia-vida

da proteina Ki-67 esta estimada em torno de 60 a 90 minutos. (84)

A proteina Ki-67, medida por técnicas de imunoistoquimica, € considerada um
marcador de proliferacdo tumoral. A definicdo de pontos de corte para o Ki-67 varia
entre os estudos, parecendo ser melhor considera-lo como uma variavel continua.
(84) Em 1992, apds o desenvolvimento dos anticorpos MIB-1 e MIB-3, foi possivel
determinar a presenca de Ki-67 em amostras de tecido parafinado, sendo o
anticorpo MIB-1 o mais amplamente usado. (85) A expressédo de Ki-67 é usualmente
estimada em percentual de células tumorais positivamente marcadas pelo anticorpo,

com a marcagao nuclear sendo o critério mais comum de positividade.

A expressao de Ki-67 no tecido mamario normal é muito baixa (< 3% das
células). (86) Uma caracteristica interessante encontrada nestes estudos é a
auséncia de positividade de Ki-67 na populagdo RE-positivo, isto €, apenas células
RE negativas sao proliferativas no tecido mamario normal. (86) Tal aspecto é
perdido no cancer de mama, ocorrendo uma mudanga progressiva e padrao do
tecido normal para o tumoral, onde ambos os marcadores estdo presentes em uma

grande porcentagem das células. (87)
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Alguns estudos estabeleceram o valor preditivo do Ki-67 no diagnoéstico do
cancer de mama: os escores de Ki-67 correlacionam-se com outros fatores
prognoésticos, como o grau histologico tumoral, o envolvimento de linfonodos, a
invasdo angiovascular e a expressdao de receptores hormonais, com risco de
recorréncia, com resposta a terapia, com intervalo livre de doenca e com sobrevida
geral. (85)

Gottardi e cols. apontaram uma boa correlagdo entre o tamanho do tumor e o
Ki-67: 76,1% das pacientes com tumor T1 apresentavam niveis de Ki-67 < 10%
comparados com os 44,3% em tumores T2 (p < 0,001). Nenhuma correlagéo foi
demonstrada com o estado dos linfonodos, sendo boa a correlagdo com os
receptores hormonais: 68,7% das pacientes com tumores RE positivos possuiam
niveis de Ki-67 < 10% comparados a 46,4% das pacientes RE negativos (p<0,01).
Aqui, a sobrevida livre de doenca € mais longa quando os niveis do Ki-67 estéao
baixos. (56)

Existe uma correlagdo do Ki-67 com outros marcadores no cancer de mama:
o Bcl-2, uma proteina antiapoptose, correlaciona-se inversamente com o Ki-67; o
oncogene p53 esta freqientemente mutado ou superexpresso no cancer de mama,
e tumores com essas alteracbes apresentam altas taxas de proliferacao, medida
pelo Ki-67. (88) Muitos estudos também tém demonstrado a correlagédo entre Ki-67 e
a expressao de HER2, que, embora pareca ser positiva, ainda nao esta bem
definida. (89) E necessario referir que o estado dos RE é amplamente descrito como
inversamente correlacionado ao Ki-67, com altos niveis de positividade para RE
vistos em tumores pouco proliferativos (88), e poucos estudos contradizem tal
achado. (90)

Na clinica, terapias hormonais efetivas suprimem os niveis de Ki-67 tanto em
estudos a curto prazo (< 6 semanas) e a longo prazo (12 semanas). Como poderia
ser esperado, isso apenas ocorre em tumores com receptores hormonais positivos.
Em outro estudo, a redugao dos niveis de Ki-67 foi observada apds 2 semanas e 12
semanas de tratamento com anastrozole antes da cirurgia em 56 pacientes (91),
visto que tal reducéo foi de 76% e de 82%, respectivamente. Em 2 semanas, apenas

4 pacientes nao apresentaram redugcdo dos niveis de Ki-67. Algumas pacientes
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evidenciaram aumentos dos niveis de Ki-67 entre 2 e 12 semanas — € possivel que

esse seja um indicio precoce de resisténcia a terapia. (91)

Convém destacar que a reducdo de proliferacdo com a quimioterapia
possivelmente se da pelo aumento da apoptose em células ativamente proliferativas.
A relacdo na diminuicdo dos niveis de Ki-67 durante a quimioterapia citotoxica por
mais de 2 a 3 meses com longa sobrevida de seguimento foi registrada em dois
estudos (88, 92), que encontraram em uma analise multivariada uma diminuigéo de
Ki-67 superior a 25% e um escore residual de menos de 10%, predizendo uma longa

sobrevida livre de doenca.

Tais achados foram recentemente confirmados pelos resultados do estudo
IMPACT. (93) Esse estudo comparou 12 semanas de terapia neoadjuvante com
anastrozole ou tamoxifeno ou uma combinacé&o das duas drogas em mulheres na
pds-menopausa com carcinoma de mama inicial e RE positivo, seguida a cirurgia. A
expressao de Ki-67 diminuiu, como foi observado em uma bidpsia realizada em 2
semanas apos o inicio do tratamento, predizendo uma maior sobrevida livre de

doenga nas pacientes que receberam anastrozole. (94)

Faz-se, aqui, uma conjectura: pode ser que o nivel residual (durante o
tratamento) de Ki-67 seja um melhor preditor de resposta e/ou de sobrevida, pois
esta mais correlacionado a taxa de crescimento da doencga persistente (residual).
Existe uma forte tendéncia para delinear estudos, usando-se as mudancgas a curto
prazo no Ki-67, como um marcador da eficacia ao tratamento. Entretanto, para a
analise do Ki-67 atingir o seu potencial como marcador basal e farmacodinamico,
uma maior atengdo deve ser dada em relagcdo a padronizagdo de metodologias, a

busca de escores e a analises estatisticas. (84)

1.7.1.6 Proteina p63

O fator de transcricdo p63 €& homodlogo do supressor tumoral p53.

Contrariamente ao p53 que é dispensavel para o desenvolvimento normal, o p63 é
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critico para o desenvolvimento do epitélio estratificado como a epiderme, a mama e
a prostata. O p63 codifica multiplas isoformas protéicas com atividades de repressor
de transativagao e de transcrigdo que podem regular um grande espectro de genes
alvo. Também esta envolvido com a formagdo tumoral e com a progressédo no
epitélio estratificado, com evidéncia para propriedades de supressor tumoral, bem
como com propriedades oncogénicas. E expresso, ainda, especificamente nas
camadas basais do epitélio estratificado e é considerado um marcador especifico de

células deste tipo; contudo, o seu papel na oncogénese permanece pouco definido.

Em sentido oposto a maioria dos marcadores citoplasmaticos de proteinas
contrateis do citoesqueleto (actina, miosina, calponina), a p63 ndo é expressa por
miofibroblastos e por células da parede de vasos; deste modo, € extremamente
improvavel a identificacido falso positiva de células mioepiteliais. Além disso, porque
€ um marcador nuclear, é facilmente identificavel em tecidos fixados, mesmo em
condicbes nao-ideais. Em relagcdo ao nosso assunto, o cancer de mama bem
diferenciado € invariavelmente destituido de células imunorreativas para p63.
Também se deve observar que uma pequena fragdo de tumores menos
diferenciados pode exibir uma fraca imunorreatividade para esse antigeno em

algumas células neoplasicas. (8)

E necessario ressaltar que existe uma forte associagdo entre CK5 e p63, e
ambos os marcadores estdo associados com carcinomas de alto grau, com
receptores hormonais negativos e com alto indice de proliferacdo. Assim, a
coexpressao de CK5 e p63 nas células neoplasicas indica que o p63, como a CK5, é
um marcador do cancer de mama de fenétipo basal. H4, também, uma forte relacao
entre a baixa expressdo do BRCA1 com a expressao de CK5 e p63, bem como uma
relacdo inversa entre a expressao p63 e CKB8/18, sugerindo que a perda da
expressao de p63 é necessaria para a transicdo entre o fendtipo basal para o
luminal no cancer de mama. Acredita-se que a p63 seja um marcador das células-

tronco da mama. (95)
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1.7.1.7 Proteina CK8

O citoesqueleto do epitélio é predominantemente formado por citoqueratinas
(CK) que se agrupam em dois tipos, a saber, o tipo | (acidas, CK 9 - CK 20) e o tipo
Il (neutral ou basica, CK1-CK8). (96) As citoqueratinas proporcionam estabilidade
mecanica para os tecidos. Todas as citoqueratinas partiham a mesma estrutura
dominante e formam obrigatoriamente heteropolimeros de qualquer combinacéo de
moléculas do tipo | e Il para formar filamentos intermediarios. Atualmente sao
conhecidas 20 citoqueratinas expressas em pares de heteropolimeros, usualmente
constituidas por uma associacdo de uma citoqueratina acida com uma basica ou
neutra. (97)

No tecido mamario normal, € possivel distinguir entre células luminais e
basais pela sua expressao de citoqueratinas. Células adjacentes a membrana basal
e 0 mioepitélio estritamente expressam as citoqueratinas K5, K14, K17, enquanto as

células luminais apresentam expressao de citoqueratinas K7, K8, K18 e K19. (98)

No epitélio mamario normal, as células luminais usualmente apontam CK8, 18
e 19 que séo tipicas de epitélio simples. A maioria dos tumores malignos da mama
sdo adenocarcinomas originados do epitélio simples da mama, e anticorpos
monoclonais contra CK18 tém sido empregados para identificar células neoplasicas
mamarias em tumores primarios e metastaticos. Ao se considerar que todas essas
células podem sofrer alteragbes malignas, os carcinomas de mama podem ser
classificados, expressando um fendtipo basal (CK5+ ou CK5+/CK8, 18,19+) ou um
fendtipo luminal (CK8, 18,19+). (6)

Em relagdo a citoqueratina 8 (CK 8), ela € um membro da familia dos
filamentos intermediarios FIl, sendo um gene expresso por células epiteliais e por
algumas células neoplasicas. A maioria do CK 8 celular esta associada a CK 18, em
filamento altamente insoluvel que se estende do nucleo até a membrana plasmatica.
Numerosos estudos tém demonstrado a correlagdo entre os altos niveis de
expressado de CK8 e o aumento da migragao e da invaséo de certos tipos de células

do cancer. Entretanto, a analise do perfil imunoistoquimico revelou recentemente
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que a CK8 “down regulation” pode acontecer em cancer de mama. Essa especifica
citoqueratina teve significancia na correlagao com o estagio tumoral avangcado e com
o alto grau histolégico, mas ndo com os estado da axila. A “down regulation” da
expressédo da CK 18 ndo é incomum no cancer primario de mama; além disso, esse

fendtipo é preditivo de desfecho clinico desfavoravel. (99, 100)

A expressao da CK18, em contrapartida, demonstrou ser um fator de bom
progndstico, independentemente do estado dos linfonodos em estudo de Schaller e
cols. (98)



OBJETIVOS

Geral

Agrupar os carcinomas do tipo ductal invasor de mama de acordo com a

expressao dos marcadores bioldgicos.

Especificos

Avaliar as associacbes destes subgrupos de tumores com fatores
prognosticos ja estabelecidos: o estado dos linfonodos axilares, o grau histologico
tumoral, o tamanho do tumor, o indice mitético, a presenga de invaséo angiolinfatica

e o0 componente intraductal extenso;

Avaliar as associagdes destes subgrupos de tumores com os desfechos

clinicos de recorréncia tumoral e/ou morte.
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ABSTRACT

Background: Recently, molecular subtypes of invasive breast cancer were
recognized through DNA microarray profiling studies. This new classification can
potentially improve the prognostic evaluation but this technology is still not widely
available and it's too expensive. The possibility of identifying the molecular subtypes
through simpler and cheaper methods is promising especially in countries with limited
resorts. The identification of breast cancer subtypes is particularly important because
it has clinical implications and for treatment options. Methods: A retrospective cohort
of 71 consecutive patients with pathologic stage | or Il primary breast carcinomas,
treated in the HCPA Breast Unit, between 1993 and 1997 with a minimum follow up
of 5 years , was studied. Histological and clinical features as well as clinical outcome
and survival were reviewed. Immunohistochemical analysis was carried out in
representative blocks of tumors with antibodies against Estrogen Receptor
(ER),Progesterone Receptor (PR), Human Epidermal Growth Receptor — type 2
(HER2), KI-67, Bcl-2, p53, p63 and CK8. The endpoints were to determine the
prevalence the molecular portrait in this population and its clinical outcomes. Results:
39 tumors (54,9 %) were Luminal A, 15 tumors (21,1%) were Luminal B, 15 tumors
(21,1) were Basal or triple negative and only 2 tumors (2,8%) were HER2. There was
no prognostic difference among the breast cancer subtypes: luminal A (HR-positive
and HERZ2-negative); Iluminal B (HR-positive and HER2-positive); HER2-
overexpressing (HER2-positive) and basal (HR-negative, HER2-negative) relating to
disease-free and overall survival, although there was a robust correlation with tumor
grade and differentiation. This is probably related to limited number of patients in this
study and prognosis of initial-stage patients. Conclusions: Our results suggest that it
is possible to identify breast cancer subtypes by immunohistochemical analysis of
ER, EP, HER2, and that the addition of other markers didn’t improve the prognosis
estimates. The molecular profile may be a very useful instrument for breast cancer

managing in countries with limited resorts.

Keywords: breast cancer, breast neoplasia molecular subtypes,

immunohistochemistry
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INTRODUCTION

Breast cancer is a heterogeneous disease composed by multiple subtypes
biologically distinct as has been demonstrated by gene expression pattern studies.
DNA microarray gene expression profile studies identified various distinct
subtypes.(1) These subtypes demonstrated different prognosis and show the
possibility for targeting specific therapy. (Sorlie, Perou et al. 2001),(Sorlie, Tibshirani
et al. 2003),(Sotiriou, Neo et al. 2003),(Nielsen, Hsu et al. 2004)

The genomic portrait revealed 2 main groups based in the estrogen receptor
expression. Tumors that are estrogen receptor negative (Basal and HER2 subtypes)

and those with estrogen receptor positive (Luminal A and Luminal B subtypes)

Basal tumors are characteristically negative for estrogen and progesterone
receptors and low expression for HER2, associated with the expression of genes for

basal epithelia characteristics, especially expressing genes for cytokeratin 5, 6, 17.

(1)

HER2 expressing tumors may be allocated in two groups: one estrogen
receptor negative that shows a genomic expression close to basal subtype (ER
negative / HER positive) and another associated with ER positive showing a gene
expression pattern close to luminal cells pattern correlated with Luminal B subtype.
(2, 3)

Although the subtypes were based in breast cancer genomic profile studies, it
was possible to establish a parallel model based in immunohistochemical analyses
and to generate a molecular profile highly correlated with tumors genomic

expression. (4-6)

The molecular profile established by immunohistochemistry identifies the
subtypes as: luminal A (HR+ / HER2-), luminal B (HR+ / HER2+), HER2 (HR- /
HER2+) and basal-like (ER-,EP-,HER2-,citokeratin 5/6+, and / or HER1+) and a

unclassified subtype (all the markers negative). (4)
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Recently, Kreike e cols working with triple negative tumors (ER-,EP-,HER2-) has
shown that all triple negative tumors may be considered as basal-like by its general

gene expression pattern. (5)

Tumor classification trough immunohistochemical molecular profile is easy and
it's done with low cost, and it offers a valuable instrument for breast cancer managing
while the sophisticated and expensive expression profile still lack of standardization
and validation studies, and they could be especially useful in countries with limited
resources as Brazil. Aiming to correlate the immunohistochemical molecular profile
with clinical and pathologic features we analyzed a panel of tumor markers including
ER, EP, HER2, p53, p63, Ki-67, Bcl-2 and CKS8.

Tumors were classified as: Luminal A, Luminal B, HER2 and Basal-like or
triple negative and were correlated with clinical and pathologic features. We also
sought correlations with other known prognostic markers to reinforce prognostic

relevance for recurrence and death.

MATERIALS AND METHODS

We analyzed 87 cases of invasive ductal carcinoma of the breast, that were
treated in the Breast Unit of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)
between January 1993 and January 1997, and had a follow up of at least 5 years.
Seventy one cases had tumor blocks with enough tumor to perform all the analyses

included in the study protocol.

The data collected derived from medical file records and included: age at
diagnosis, race, family history, type of treatment, disease free survival, type of

recurrence and death.
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The clinical TNM stage at the moment of the diagnosis, tumor size, axillary
status, was collected form medical records. Histological grade, nuclear grade and
mitotic index were based in Scarff-Bloom-Richardson criteria modified by Elston—Ellis
(7), also were recorded lymphatic vascular invasion (LIV) and extensive intraductal
carcinoma according internal routine of the pathology laboratory. Clinical follow up
was performed according the Breast Unit routine with medical evaluation every tree
months and annual blood chemistry, Chest X ray, Bone scan, abdominal
ultrasonography, mammography and breast ultrasound, or at any time for suspicious

of local recurrence or metastatic disease.

Data privacy was granted; all collected information was used only and
exclusively for scientific purposes expressed in the research project submitted and

approved by the ethical committee.

Inclusion criteria

The protocol included patients with pTNM (2004) stages [, [IA and IIB,
submitted to surgical treatment, with or without radiotherapy and that received
adjuvant treatment according the Breast Unit routine at that time. All cases were
followed for disease free interval and overall survival. Only cases with complete
medical records for data collection were included. Patients with stages IIl and IV,
invasive lobular carcinoma and invasive ductal carcinomas of especial types were
excluded, as well, lobular carcinoma “in situ” and intraductal carcinoma “in situ” and
those submitted to neoadjuvant therapy. The characteristics of the selected cohort

are shown in Table 1.
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Histopathological analysis

The immunohistochemistry analysis was performed in the Pathology Unit of
the HCPA. The IHC analyzed were: estrogen receptor (ER), progesterone receptor
(PR), HER2, p53, p63, Ki-67, Bcl-2 and CKS8.

Seventy one paraffin blocks of formalin-fixed tumor tissue were available for
study. The blocks had a 4um tissue sections slides stained with hematoxilin-eosin to

review diagnosis and grading.

After histological confirmation of invasive breast carcinoma in the original
paraffin blocks new slides were prepared for IHC staining according Pathology Unit
routine as follows: desparaffinization and rehydratation of tissue sections, inactivation
of endogenous peroxidase and blockage of unspecific reactions. Primary antibodies
were incubated for 12 hours at 4°C, with dilution according suppliers’
recommendations followed by the application of estreptavidin-biotin-peroxidase
complex (LSAB, Dako) and revealed with diaminobenzidine tetrachloride (Kit DAB,
Dako). Control tissue slides from breast and and / or skin were included in each set

of stained slides.

Staining results were assessed by two pathologists MIE and DU, blinded for

clinical data and outcomes of the cohort.

IHC analysis criteria

A positive ER and PR was recorded only if immunostaining was seen within
the nuclei cells using a semiquatitative scoring system, being positive above 2
(Harvey, Clark et al. 1999), HER2 required a strong membranous stain in at least
10% of tumor cells. Cytokeratin 8 was scored positive if cytoplasmatic staining was

seen using a semiquantitative system, being positive above 4. (8). Positive Bcl-2 was
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recorded if cytoplasmatic immunostaining was seen in at least 30% of the tumor
cells; positive Ki-67 was recorded if more than 15% nuclei cells showed
immunostaining; positive p53 was recorded if immunostaining was seen in at least

10% of tumor cells and p63 was recorded as present or absent in cells nuclei.

Analysis Sequence

To estimate the probability of an unfavorable outcome, four steps were
outlined. First, we analyzed ER, EP and HER2 overexpression and its relations with
the entire cohort, considering clinical and histological features as well unfavorable
outcomes (recurrence and death). In the phase two, tumors were classified according
its immunohistochemical characteristics: luminal A (ER or EP positive and HER2
negative), luminal B (ER or EP positive and HER2 positive), HER2 (ER and EP
negative and HER2 positive), basal-like or triple negative (ER negative, EP negative
and HER2 negative) and its correlations with clinical and pathological features as

well unfavorable outcomes (recurrence and death).

In the third phase, we analyzed the correlations among the subgroups with the

other molecular markers seeking associations with outcomes.

Finally, we analyzed how the therapeutical approach was correlated with these

subgroups.

Statistical Analysis

Binary variables (correlations among tumor markers and subtypes with
histological features and unfavorable outcomes) were submitted to Pearson’s Chi-

square test or Fischer exact test when necessary. For associations of tumor markers
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and subtypes with disease free interval and overall survival the Student t test was
employed. Logistic regression was performed to analyze the interaction of
independent variables with dependent variables. Analyses were conducted using the
Statistical Package for Social Sciences (SPSS) version 12.0. All the analyses were
age adjusted and other possibly significant data was adjusted through multiple

logistic regressions.

RESULTS

Estrogen Receptor

We observed that 54 (76%) of the tumors were ER positive and 17 (24%) were
ER negative. The ER positive expression showed a statistical significant difference
with tubular formation (p<0.007), mitotic index (p<0.000), nuclear grade (p<0.004)
and Nottingham’s combined histologic grade (p<.000), pointing to a strong correlation
to tumor differentiation. There was no significant statistical difference with lymphatic
and vascular invasion (p=0.896). The correlations with other tumor markers showed
a significant difference with Bcl-2 (p<0.004) and CK8 (p<0.000) and there was no

significant statistical difference with all the others. Data shown in Table 1.

Considering the axillary status (0, 1-3, 24 positive lymph nodes) there was no
significant statistical difference (p=0.943) as well with tumor size (p=0 0.056),
although 87,1% T1 tumors were ER + while 66,7% of T3 tumors were ER-. Age also
was not significant. The mean time to recurrence value was shorter for ER- (3.0

years) than for ER+ (4.4 years) although it was not statistical significant (p=0.263).

The ER expression was not significant for predicting recurrence (p= 0.067)
and death (p=0.671).
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Progesterone Receptor

Like the ER, progesterone receptor (PR) showed a significant statistical result
with tubule formation (p<0.007), mitotic index (p<0.004) and Nottingham’s grade
(p<0.000) showing strong correlation with tumor differentiation. There was no
significant statistical difference with lymphatic and vascular invasion (p=0.896). The
correlations with other tumor markers showed a significant difference with Bcl-2
(p<0.006) and CK8 (p<0.000) and there was no significant statistical difference with
all the others. As for ER, the axillary status and tumor size were significant. Age also
was not significant. The mean time to recurrence value was shorter for PR- (3.0

years) than for PR+ (4.4 years) although it was not statistical significant (p=0.263).

The PR expression was not significant for predicting recurrence (p=0.067) and
death (p=0.671) also.

HER2

The relationship between HERZ2 status and histological features were
negative. There was no significant correlation with tubule formation (p=0.402), mitotic
index (p=0.837), nuclear grade (p=0.498), Nottingham grade (p=0.781). There was
no relation with axillary status (p=0.610), tumor size (p=0.569) and age (p=0.780).
For those patients who had disease recurrence the disease free interval was similar
for HER2+ (4.2 years) and HER2- (4.4 years). HER2 overexpression was not
statistical significant for recurrence (p=0.481) and death (p=0.464). Data overview of

correlations among tumors markers are shown in Table 2.
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Analysis by molecular profile

Four groups were formed corresponding to the molecular subtypes of breast
cancer. The first group corresponding a molecular Luminal A subtype with 39 cases
or 54.9% of the cohort, the second corresponding to a molecular Luminal B subtype
with 15 cases or 21.1%, a third group corresponding to the molecular HER2
overexpression subtype with 2 cases or 2.8% and a fourth group corresponding to

the Basal —like or triple negative subtype with 15 cases or 21.1%, as seen in table 3.

There was a statistical significant difference among subtypes and tubule
formation (p<.007), nuclear grade (p<.000), mitotic index (p<.020) and Nottingham
combined histologic grade (p<.001) showing strong relationship between Luminal A
subtype with well differentiated tumors and undifferentiated tumors with HER2 (100%
NG 2-3) and triple negative subtypes (93,3% NG 2-3). There was no significant
correlation between Nottingham’s combined histologic grade with disease relapse
(p=0.159) and death, although 47.6% of disease relapses occurred in
undifferentiated tumors and 60% of death occurred in the group classified as

undifferentiated.

Clinical staging by TNM classification system were significantly correlated to
any particular molecular subtype although tumor size had a significant difference
among them (p<0.01), with triple negative group presenting larger tumors. There was
no significant difference with other histological features, LVI (p=0.932) and extensive
intraductal component (p=0.664) Multiple logistic regression failed to establish

interaction among: age, clinical stage and subtype group.

Regarding to other tumor markers, only the CK8 had a significant relationship
with the molecular subtypes (p<0.006), it was strongly correlated to Luminal A and

Luminal B molecular subtypes.

There was no statistical significant difference among subtypes and recurrence
(p=0.295), neither whether it was a local or systemic recurrence (p=0.692), although

71.4% of the local relapses were within the Luminal A subtype group; we think that it
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could be explained by the omission of adjuvant systemic therapy in this low risk

patients at that time.

There was no statistical significant difference molecular subtypes and death,
although the mortality rate of 13.3% (2/5) in Luminal B subtype was twice of the triple
negative subtype with 6.71% (1/15). Data shown in table 4.

Analysis by unfavorable outcomes

There were 21 recurrences (29.6%), 7 were local relapses (9.9%) and 14 were
distant relapses (19.7%), even though 6 (85.7%) cases of local relapses occurred
after conservative surgery it didn’t reach statistical significance (p=0.163). They were
frequent in afrobrazilian woman (p<0.046) and were not related to age (p=0.720).
Interestingly, all the local relapses occurred in patients with negative lymph nodes
(p<0.041) and neither of them received adjuvant treatment. Patients on adjuvant
protocol had a very low local relapse rate (p=0.179). The intraductal extensive
component was not significant for local relapse (p=0.337) , and lymphatic vascular
invasion showed a trend (p=0.073) as it was present in 57% of cases with local
relapse. Nuclear grade was the only parameter associated with a statistical
significant difference for LR (p<0.050). Local relapse was not associated with death
(p=0.654), there were no systemic relapse in this group during the observation

period.

There were 14 systemic relapses (19.7%) without significant difference among
molecular subtypes, with a subtype distribution of Luminal A (19.7%), Luminal B
(33.3%), Basal ou triple negative (13.3%) and HER2 without systemic relapses. We
observed that Basal subtype tumors had precocious recurrences compared with the
other subtypes ,although in was not statistical significant. Data expressed in Graphic
1.
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The mortality rate was 7% after at least 5 years of follow up, with a median
follow up of 7.8 years and 60% of deaths occurred in group below 50 years of age at

diagnosis.

The relationship between clinical staging and death was not significant but
expressed a moderate trend (p=0.077). There were no deaths in clinical stage | and
80% of deaths came from clinical stage IIB. There were no significant correlations
with isolated tumor markers: Bcl-2 (p=0.646), HER2 (p=0.464), p63 (p=0.464), p53
(p=0.510), CK8 (p=0.728), Ki-67 (p=0.301), RE (p=0.671), RP (p=0.671). Data shown
in table 5.

Axillary status relations and outcomes

Axillary status was correlated at a significant level with any of the molecular
subtypes, also there was no relation with nuclear grade, mitotic index or Nottingham
combined score. Axillary status had no relationship with any of tumors markers. An
important and robust correlation with local and systemic relapse was detected
(p<0.000) but there was no correlation at a significant level with death (p=0.136),
although all deaths came from patients with axillary lymph nodes metastasis. Data

shown in table 6.

Adjuvant treatment and surgical approach

This group of 71 patients was managed according treatment protocol used at
that time, 40 received systemic adjuvant therapy with Tamoxifen, chemotherapy

(CMF protocol) or both and 31 patients had no adjuvant therapy.
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The treated group had 25% recurrence rate (10 cases), 2 local relapses and 8
systemic relapses and the other group had a recurrence rate of 35,5% (11 cases), 5

local relapses and 6 systemic relapses.

Local relapses rate was 3.2% (1/31) in Modified radical Mastectomy group and
15% (6/40) in the conservative treatment group. Systemic relapse rate was 16.1%
(5/31) in Modified Radical Mastectomy group and 22,5% (9/40) in the conservative

treatment group with no significant difference (p=0.970).

DISCUSSION

Breast cancer is a heterogeneous disease; patients presenting with the same
clinical and pathological features may develop different outcomes. These differences
probably are explained by limitations of a classification based only in tumor
morphology. (9)

Recent studies have classified breast cancer into distinct subtypes based on
genomic expression and molecular profile. The main point is to discover with high
degree of success which group has the best and worse prognosis; if each subtype
represents a distinct form of disease then it would be helpful to set prognosis and to

direct therapy to molecular targets.

The cDNA microarray profiling studies analyzing multiple gene sets have

identified distinct subtypes with different clinical outcomes. (1-3, 9)

Parallel to these, a molecular profile was built from immunohistochemical
analysis of tumor markers and showed a good correlation with the subtypes identified
by DNA microarray expression profile studies, specially in the triple negative
phenotype (4-6).

The cDNA microarray studies have shown that the most powerful denominator
in determining the gene expression profiles and prognostic groups of breast cancer is

estrogen receptor (ER) and ER-related genes. (10, 11)
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In this study, we have analyzed a panel tumor markers by
immunohistochemistry looking for associations with histological clinical features and
arranging them in subgroups representing a molecular profile as afore mentioned.(4-
6) According with previously published by Carey et al., tumor markers as determined
by immunohistochemical methods were adequate for determining the molecular

subtype’s prevalence. (4)

Our data shows that in this study ER and PR expression were not independent
prognostic factors for unfavorable outcomes, probably due to the small sample,
since, there was a very significant correlation with tubular formation (p<0.007), mitotic
rate (p<0.000), nuclear grade (p<0.004) and Nottingham’s combined histological
grade (p<0.000), showing to a robust correlation to tumor differentiation. The ER and
PR correlations with other tumor markers showed a statistical significance with Bcl-2
(p<0.004) and CK8 (p<0.000) that were highly correlated to the Nottingham grade
Bcl-2 (p<0.021) and CK8 (p<0.007) suggesting that they could represent a more

differentiated subset of tumors with good prognosis. (7)

The ER expression and the nodal status showed no significant statistical
association (p=0.943) as well with tumor size (p=0.056), although 87,1% T1 tumors
were ER + while 66,7% of T3 tumors were ER. The mean time to recurrence value
was shorter for ER- (3.0 years) than for ER+ (4.4 years) although it was not statistical
significant (p=0.263). In this study 33.3% (18/54) of the ER+ patients received
Tamoxifen as the only adjuvant therapy and in this group there were no local
relapses and only 2 systemic recurrences, and at end of the follow up period 88.9%
were disease free. In agreement with other studies ER and PR expression have

great predictive value for adjuvant hormonal therapy. (12, 13)

The ER- and RP- tumors showed a strong correlation with high grade tumors
evaluated by the Nottingham grade (p<0.000), but failed to show a statistical

significance level considering time to recurrence.

In this study we had 23.9% (15/70) of HER2 positive tumors but unlike Slamon
and others (14-21) there was not a statistitical significant difference with grade, nodal
status, recurrence and death. It was correlated with Ki-67 and CK8 expression but

without any clinical implication.
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Unlike we expected Ki-67 expression was not related to mitotic rate, and no
association with other prognostic factors as: tumor size ,grade, nodal status, ER-
,disease free survival and overall survival as shown by others.(22-24) Ki-67
correlated with HER2 and CK8 at a significant level as shown in table 2 , but without

any association that could emerge from that data.

As we could might predict CK8 and Bcl-2 had a robust association with ER+
and PR+ expression(1) and they were associated with good histological features as
low mitotic rate, high tubule formation and low nuclear grade and were also
associated with Luminal A and Luminal B subtypes although this association did not
generate any valuable data on clinical outcomes. In agreement with Callagy et al. we
found a correlation between Bcl-2 and Nottingham grade but could not confirm the

good prognosis as they report. (15)

We could not find any association of p53 expression with early recurrence and
worse overall survival as reported by Al-Moundry et al.(14), neither with RE- tumors,

high grade, HER2 overexpression as reported by others. (25-27)

Unlike we could expect p63 expression was not associated with RE, RP and2
expression this disagree with Ribeiro Silva et al. reporting that There was a strong
relationship between CK5 and p63 expression and both markers were associated
with hormonal receptor-negative high-grade carcinomas with high proliferative rate.
Furthermore, there was coexpression of CK5 and p63 in neoplastic cells, indicating

that p63, like CK5, is a marker of the basal phenotype of breast cancer.(28)

Microarray analyses on breast cancers have identified gene expression
profiles able to separate tumor classes associated with patient survival. Perou et al
(1). and Sorlie et al (2). showed that the expression profiles primarily distinguished
ER+ from ER-tumors and called them luminal and basal subtypes because of their
respective luminal and basal characteristics. van't Veer et al (11) had similar
observation but extended this to gene expression (or genetic profile) associations

with survival in an untreated, node-negative cohort.

Concurrent with recent studies (2-4, 6, 9) we were able to identify in this
cohort, groups expressing a distinct molecular profile: Luminal A subtype (HR+,
HER2-) with 54.9% of the cases (39/71), Luminal B subtype (HR+,HER2-) with
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21.1% (15/71), HER2 subtype (HR-,HER2+) with 2.8% (2/71) and basal or triple
negative (HR-,HER2-) with 21.1% (15/71).

In agreement with current knowledge, in this study the basal subtype seems to
correlate with worse prognosis, showing a significant relationship with larger tumors
(p< 0.01) and undifferentiated grade (p<0.001), while Luminal A subtype correlates

with well differentiated tumors.

In the same way that individual analysis of tumor markers were not
significantly associated with recurrence and death, the molecular subtypes didn’t
show significance too; probably due to small size of the cohort studied. Although in
this study the death rate of the Luminal B subtype (13.3%) was twice the rate of the
basal subtype (6.7%).

Interestingly 71.4% of the local relapses occurred in the Luminal A subtype
with negative axillary status, which could be explained by the omission of adjuvant
treatment for these patients at that time, this observation may play an important role
for refining treatment management in the future, since 30% patients with negative

lymph nodes will relapse. (29).

In this study the axillary status stands out as a strong prognostic factor; but
there was no correlation of any of the tumor markers with positive lymph nodes. A
statistical significant difference with local relapse and systemic relapse (p<0.001) was
observed, and even though not statistical significant, all deaths occurred in patients

with metastatic disease in axillary lymph nodes.

CONCLUSION

Using a molecular profile based upon an immunohistochemical panel with
ER,PR and HERZ2, it's possible to classify breast cancer into a groups representing

molecular subtypes significantly related to the tumor differentiation.
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The basal or triple negative subtype showed high mitotic index, low tubule
formation, high nuclear grade and high Nottingham combined grade, while Luminal A
presents itself with an opposite profile. It was impossible to establish a correlation of
the molecular subtypes with recurrence and death.

Clinical staging and axillary status were the most important prognostic factors,
independent of immunohistochemical analysis and molecular profile. In countries with
limited resorts, the molecular profile may be a valuable tool for managing primary

breast cancer, especially in node negative patients.
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Table 1. Characteristics of 71 patients evaluated with Invasive Breast Carcinoma

Characteristics n=71
Age 50,80 £ 11,55
Race

Caucasian 67 (94,4%)
Afrobrazilian 4 (5,6%)
Age

< 50 years 36 (50,7%)
> 50 years 35 (49,3%)
Tumor stage

T1 31 (43,7%)
T2 37 (52,1%)
T3 3 (4,2%)
Nodal status

0 39 (54,9%)
01-3 27 (28%)
>4 5 (7%)
Nottingham Grade

3-5 22 (31%)

80

6-7 25 (35,2%)
8-9 24 (33,8%)
Tubule Formation

>75% 10 (14,1%)
10 - 75% 34 (47,9%)
<10% 27 (38%)
Mitotic Rate

0-5 21 (29,6%)
6-10 12 (16,9%)
>10 38 (53,5%)
Nuclear Pleomorphism

small and regular uniform cells 13 (18,3%)
moderate nuclear size and variation 40 (56,3%)
marked nuclear variation 18 (25,4%)
Lymphatic Vascular Invasion

present 20 (28,2%)
absent 51 (71,8%)
pTNM

T1NOMO 15 (21,1%)
T1IN1MO 16 (22,5%)
T2NOMO 20 (28,2%)
T2N1MO 17 (23,95)
T3NOMO 3 (4,25)
Clinical Stage

I 15 (21,1%)
A 36 (50,7%)
IIB 20 (28,2%)

Data expressed through frequency analysis
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Table 2. Correlation between immunohistochemical tumor markers

™ @ P o £ o
T & 2 ¥ £ g 4k
RE Pearson Correlation 1
Sig. (2-tailed) NA
N 71
RP Pearson Correlation 0,594 1
Sig. (2-tailed) <0,001 NA
N 71 71
p53 (%) Pearson Correlation -0,03 -0,024 1
Sig. (2-tailed) 0,807 0,841 NA
N 71 71 71
CK8 Pearson Correlation 0,521 0,407 -0,054 1
Sig. (2-tailed) <0,001 <0,001 0,653 NA
N 71 71 71 71
Ki67 Pearson Correlation -0,194 -0,177 0,192 -0,293 1
Sig. (2-tailed) 0,105 0,139 0,108 0,013 NA
N 71 71 71 71 71
Bcl2 Pearson Correlation 0,379 0,379 -0,132 0,21 0,081 1
Sig. (2-tailed) 0,001 0,001 0,275 0,082 0,505 NA
N 70 70 70 70 70 70
HER2 Pearson Correlation 0,163 0,044 -0,053 0,271 0,062 -0,009 1
Sig. (2-tailed) 0,179 0,72 0,663 0,023 0,612 0,941 NA
N 70 70 70 70 70 70 70
p63 Pearson Correlation 0,001 -0,063 -0,054 -0,058 0,197 0,07 0,068 1
Sig. (2-tailed) 0,992 0,604 0,657 0,633 0,102 0,563 0,578 NA

N 70 70 70 70 70 70 70 70




Table 3. Association of the molecular subtypes and histological features

82

Basal Luminal B Luminal A HER2

n=15 n=15 n =239 =2 P *
Nottingham Grade
3-5 1(6,67%) 5 (33,33%) 16 (41,03%) 0 (0%) 0,03
6-7 2 (6,67%) 6 (40%) 16 (41,03%) 1 (50%)
8-9 12 (80%) 4 (26,67%) 7 (17,95%) 1 (50%)
Tubule formation 0,04
> 75% 1(6,67%) 1(6,67%) 8 (20,51%) 0 (0%)
10 - 75% 4 (26,67%) 10 (66,67%) 20 (51,28%) 0 (0%)
<10% 10 (66,67%) 4 (26,67%) 11 (28,215) 2 (100%)
Mitotic rate
0-5 0 (0%) 5(33,33%) 15 (38,46%) 1(50%) 0,04
6-10 1 (6,67%) 3 (20%) 8 (20,51%) 0 (0%)
>10 14 (93,33%) 7 (46,67%) 16 (31,37%) 1 (50%)
Nuclear pleomorphism
small and regular uniform cells 0 (0%) 2 (13,33%) 11 (28,21%) 0 (0%) 0,01
moderate nuclear size and variation 6 (40%) 9 (60%) 25 (64,10%) 0 (0%)
marked nuclear variation 9 (60%) 4 (26,67%) 3 (7,69%) 2 (100%)

Data expressed through frequency analysis

* Chi Square test
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Table 4. Association of the molecular subtypes with clinical and immunohistochemical

features

Basal Luminal B Luminal A HER2 p *

n=15 n =15 n =39 n=2
Positive marker
RE 0 (0%) 15 (100%) 39 (100%) 0 (0%) <0,05
RP 0 (0%) 15 (100%) 39 (100%) 0 (0%) < 0,05
HER2 0 (0%) 15 (100%) 0 (0%) 2(100%) <0,05
p53 5 (33,33%) 2 (13,33%) 9(23,08%) 1 (50%) 0,49
p63 3 (20%) 4 (26,67%) 9(23,08%) 1 (50%) 0,82
Ki-67 4 (12,12%) 4 (12,12%) 5(12,82%) 1 (50%) 0,35
CK8 6 (40%) 15 (100%) 30 (76,92 0 (0%) < 0,05
Tumor Stage
T1 3 (20%) 6 (40%) 21 (53,85%) 1 (50%) 0,22
T2 10 (66,67%) 9 (60%) 17 (43,59%) 1 (50%)
T3 2 (13,33%) 0 (0%) 1(2,56%)
Nodal status
0 7 (46,67%) 9 (60%) 21 (53,85%) 2(100%) 0,88
1-3 7 (46,67%) 5(33,33%) 15(38,46%) 0 (0%)
>4 1(6,67%) 1 (6,67%) 3 (7,69%)
Clinical Stage
I 0 (0%) 3 (20%) 11 (28,21%) 1 (50%) 0,28
A 9 (60%) 9 (60%) 17 (43,59%) 1 (50%)
IIB 6 (40%) 3 (20%) 11 (28,21%)

Data expressed through frequency analysis

* Chi Square test



Table 5. Association of the molecular subtypes and outcomes
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Basal Luminal B Luminal A HER?2

n=15 n=15 n=239 =2 P
Recurrence
No 13 (86,67%) 9 (60%) 26 (66,67%) 2 (100%) 0,28*
Yes 2 (13,33%) 6 (40%) 13 (33,33%) 0 (0%)
Type of recurrence 0,54*
local relapse 1(6,67%) 1 (6,67%) 5(12,82%) 0 (0%)
bone 0 (0%) 1(6,67%) 5(12,82%) 0 (0%)
pulmonary 1(6,67%) 2 (33,3%) 0 (0%) 0 (0%)
hepatic 0 (0%) 0 (0%) 2 (2,56%) 0 (0%)
brain 1(6,67%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
pulmonary and hepatic 0 (0%) 0 (0%) 1(6,67%) 0 (0%)
bone and pulmonary 0 (0%) 1(6,67%) 0 (0%) 0 (0%)
lost follow up 0 (0%) 1(6,67%) 0 (0%) 0 (0%)
Time to recurrence 3+ 2,65 440+ 1,82 446 + 2,03 0 0,54**
Death
Yes 1(6,67%) 2 (13,33%) 2 (5,13%) 0 (0%) 0,64*
No 13 (86,67%) 12 (80%) 37 (94,87%) 2 (100%)
Lost follow up 1(6,67%) 1(6,67%) 0 (0%) 0 (0%)

Data expressed through frequency analysis

* Chi Square test
** Anova



Table 6. Association between nodal status and outcomes

0 1-3 > 4

Outcomes/Lymph Nodes n= 39 n=27 n=5 P
Local relapse 0,08*
No 0 (0%) 0 (0%) 1 (20%)

Yes 7 (17,95%) 0 (0%) 0 (0%)

Others 4 (21,05%) 6 (22,22%) 4 (80%)

Death 0,13*
Yes 0 (0%) 4 (14,81%) 1 (20%)

No 38 (97,44%) 22 (81,48%) 3 (80%)

Lost follow up 1(2,56%) 1(3,70%) 0 (0%)

Data expressed through frequency analysis
* Chi Square test
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RESUMO

Base tedrica: Nos ultimos anos, subtipos moleculares de carcinoma de mama foram
identificados através de estudos de perfil genético por “DNA microarray”. Esta nova
tecnologia pode melhorar a avaliagdo prognéstica, porém ainda nao esta disponivel
e é de alto custo. A possibilidade de se identificar subtipos moleculares através de
métodos mais simples e de menor custo é particularmente importante em paises
com recursos limitados. A identificagdo de subtipos do céncer de mama é
particularmente importante pelas implicagdes clinicas e pelas op¢des de tratamento.
Métodos: Uma coorte retrospectiva de 71 pacientes consecutivas com carcinoma
primario de mama de estagio clinico | e Il, tratadas no Servico de Mastologia do
HCPA, entre os anos de 1993 e 1997, com um seguimento minimo de 5 anos.
Foram revisados dados sobre caracteristicas clinicas, histopatolégicas, evolugao
clinica e desfechos apresentados no periodo. Foi realizada uma analise
imunoistoquimica de blocos representativos dos tumores, avaliando-se o Receptor
Estrogénico (RE), o Receptor de Progesterona (RP), o HER2, o KI-67, o Bcl-2, o
p53, 0 p63 e o CK8. Os objetivos foram determinar a prevaléncia do perfil molecular
nesta populacéo e seus desfechos clinicos. Resultados: 39 tumores (54,9 %) foram
luminal A; 15 tumores (21,1%) foram luminal B; 15 tumores (21,1) foram basais ou
triplo negativos e somente 2 tumores (2,8%) foram HER2. N&o houve diferenga no
progndstico entre os subtipos de cancer de mama: luminal A (RH positivo e HER2
negativo); luminal B (RH positivo e HER2 positivo); HER2 (HER2-positivo) e basal
(RH negativo, HER2-negativo) em relacao a sobrevida livre de doenga e a sobrevida
global, embora apresentassem uma forte correlagdo com a diferenciagdo e com o
grau tumoral. Provavelmente, isto se deve ao pequeno numero de pacientes e ao
seu progndstico com estagios iniciais da doenga. Conclusdes: Nossos resultados
sugerem que € possivel identificar os subtipos do cancer de mama pela analise
imunoistoquimica de RE, RP e HER2, e que a adi¢do de outros marcadores nao
melhora a estimativa de progndstico. O perfil molecular imunoistoquimico pode ser
um instrumento valioso para 0 manejo do cancer de mama em paises com recursos

limitados.



89

Palavras-chave: cancer de mama, neoplasia da mama, subtipos moleculares,

imunoistoquimica



90

INTRODUCAO

O cancer de mama € uma doenga heterogénea composta por uma variedade
de subtipos biologicamente distintos como se demonstra pelos estudos de
expressdo génica dos tumores. Tais estudos, usando microplataformas de DNA,
identificaram varios subtipos distintos. (1) Estes subtipos evidenciam diferencas no
progndstico e nas possibilidades de dirigir o tratamento a alvos especificos. (2-5)
Dentro desta estratificagdo pela expressao génica, sobressaem 2 grupos principais
baseados nos receptores de estrégeno, a saber, os tumores com receptores de
estrégeno negativos (subtipo basal e subtipo HER2+) e os com receptores de

estrogeno positivos (subtipo luminal A e luminal B). (1, 3, 4)

Os tumores basais apresentam caracteristicamente receptores negativos para
0 estrogeno e para a progesterona e expressao baixa para HERZ2, associados a
expressdo de genes caracteristicos do epitélio basal da mama, especialmente

expressando genes para as citoqueratinas 5, 6, 17. (1)

Os tumores HER2+ alocam-se em dois subgrupos: o primeiro, associado a
RE- que tem expressédo génica que os aproxima aos tumores basais (subtipo RE-
/HER+) e um segundo grupo, associado a RE+ eu RP+ que se agrupam aos
tumores com expressao génica das células luminais, compondo o subtipo luminal B.
(3, 4)

Embora os subtipos tenham sido estabelecidos por estudos da analise da
expressdo génica do cancer de mama, foi possivel estabelecer um paralelo,
empregando-se a analise imunoistoquimica dos tumores, a fim de se criar um perfil

molecular com grande correspondéncia a expresséo génica dos tumores. (2, 6, 7)

O perfil molecular assim estabelecido pela imunoistoquimica identifica os
subtipos como: luminal A (RE+ e /ou RP+/HER2-), luminal B (RE+ e /ou RP+/
HER+), HER2 (RE-/HER2+), basal (RE-, RP-, HER2-, citoqueratina 5/ 6+, e /ou
HER1+), subtipo indeterminado — todos marcadores negativos (Carey, Perou et al.

2006). Recentemente Kreike e cols., ao estudarem o subtipo triplo negativo,
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demonstraram que todos os tumores (RE-, RP-, HER2-) podem ser considerados do

subtipo basal, levando-se em conta a sua expressao génica global. (7)

A classificacdo através do perfil imunoistoquimico é de facil execugao e de
baixo custo. Desta forma, devera ser um instrumento valioso no manejo clinico do
cancer de mama, enquanto as sofisticadas e dispendiosas técnicas de expressao
génica nao forem padronizadas e validadas — podera ser especialmente util em
paises com recursos financeiros limitados como o Brasil. Para avaliar a correlacao
entre o perfil molecular imunoistoquimico com os paradmetros clinicos e
histopatoldgicos, realizou-se uma analise imunoistoquimica para RE, RP, HER2, Ki-
67, Bcl-2, p53, p63, CK8.

Os casos foram classificados como: luminal A, luminal B, HER2 e basal ou
triplo negativo, e foram correlacionados com fatores clinicos e histopatologicos.
Avaliou-se também se a associagdo com outros fatores progndsticos conhecidos
reforcaria a impressao prognéstica de acordo com os desfechos de recorréncia e

morte.

MATERIAL E METODOS

Foram revisados 87 casos de pacientes com carcinoma ductal invasor de
mama, tratadas e acompanhadas no Ambulatério de Mastologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), no periodo de janeiro de 1993 a janeiro de 1997 e
acompanhadas por um periodo minimo de 5 anos. Destes, 71 casos apresentavam
blocos de parafina, contendo tumor suficiente para se realizar todas as analises

requeridas pelo protocolo em estudo.

Os dados coletados, a partir da pesquisa em prontuarios no SAMIS, incluiram:
a idade da paciente no momento do diagndstico, a etnia, a historia familiar de
carcinoma de mama em parente de primeiro grau, o tipo de tratamento recebido, o

intervalo livre da doenga, especificando-se o local de metastase e o 6bito. O
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estadiamento clinico TNM no momento do diagndéstico, o tamanho do tumor, o
estado da axila foram extraidos do prontuario médico. O grau histolégico, o grau
nuclear e o indice mitdtico foram determinados de acordo com os critérios de Scarff-
Bloom-Richardson, modificados por Elston-Ellis (8); ainda foram avaliados a
presenca de invasao angiolinfatica e o extenso componente intraductal, conforme

rotina do Servigco de Patologia do HCPA.

O seguimento clinico dos casos foi realizado de acordo com a rotina do
Servico de Mastologia do HCPA que determina revisées clinicas trimestrais e
exames laboratoriais, incluindo-se, aqui, a analise bioquimica do sangue, o Rx de
térax, a ecografia abdominal total, a cintilografia 6éssea, a ecografia mamaria e
mamografia anuais ou a qualquer momento na suspeita de recorréncia ou de doenga

metastatica.

Assegurou-se a privacidade de todos os dados obtidos, visto que essas
informacdes foram utilizadas exclusivamente com a finalidade cientifica expressa no
projeto de pesquisa, com a garantia da preservagao da identidade das pessoas

pesquisadas quando da divulgagéo do trabalho.

Critérios de inclusao

Foram incluidas pacientes com tumores em estadios | (T1NOMO), IlIA
(TON1MO/ T1IN1MO/ T2NOMO) e 1IB (T2N1M0O/ T3NOMO), submetidas a tratamento
cirargico, seguido ou n&o de radioterapia e/ou tratamento adjuvante, acompanhadas
no Ambulatério de Mastologia do HCPA, independentemente do desfecho durante o
periodo de seguimento, isto é, a "cura", o surgimento de metastases ou a morte. O
estadiamento foi realizado conforme as normas recomendadas pela Unido
Internacional Contra o Céancer (UICC/AJCC). Somente foram incluidas pacientes
com registros médicos com informagdes completas a fim de se alimentar o banco de
dados do estudo. Pacientes com carcinomas ductal ou lobular “in situ”, carcinoma

ductal de tipo especial e carcinoma lobular invasor em qualquer estadio ou ductal
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invasor em estadios Ill ou IV e também as submetidas a quimioterapia neoadjuvante

foram excluidas.

Andlise anatomopatoldgica

A analise imunoistoquimica foi realizada no Servico de Patologia do HCPA.
Os marcadores tumorais avaliados foram o receptor de estrégeno (RE), o receptor
de progesterona (RP), o HER2, o p53, o Ki-67, o0 Bcl-2, 0 p63 e o CK 8.

Os espécimes cirurgicos foram fixados em formalina tamponada e
emblocados em parafina, sendo avaliados cortes de 4 micra de espessura, corados
pela hematoxicilina-eosina. Os cortes representativos do tumor foram submetidos a
técnica imunoistoquimica utilizada na rotina do Servigo de Patologia do HCPA, que
consiste na desparafinizagdo e reidratagdo, recuperagdo antigénica, inativacdo da
peroxidase enddgena e bloqueio das reagdes inespecificas. Os anticorpos primarios
foram incubados por 12 horas, a 4°C, nas diluigdes sugeridas pelos fornecedores,
seguido da aplicagao do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (LSAB, Dako) e

revelacdo com diaminobenzidina tetraidroclorido (Kit DAB, Dako).

A revisdo das laminas foi realizada por dois patologistas MIE e DU, sem

conhecimento das caracteristicas clinicas e demograficas da coorte estudada.

Andlise imunoistoquimica

Os receptores de estrogeno e de progesterona foram avaliados pelo método
semiquantitativo proposto por Allred, tendo-se em conta a intensidade (0, ausente; 1,
fraco; 2, moderada; 3, forte) e a expressao (0,ausente; 1+,1/100; 2+, até 1/10; 3+,

até 1/3; 4+, até 2/3; 5+,>2/3); foram considerados positivos quando a soma resultar
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em escore acima de 2 (Harvey, Clark et al. 1999).

O HERZ2 foi graduado como positivo quando a forte coloragdo membranosa
moderada estiver presente em mais de 10% das células tumorais, sendo as
amostras positivas graduadas em focal, fraca, coloragédo ndo-continua da membrana
(1+); focal, moderada, reatividade continua da membrana (2+); homogénea, forte e

positividade continua da membrana (3+).
O p53 sera considerado positivo se mais de 10% dos nucleos forem corados.

O bcl-2 sera considerado positivo quando mais de 30% das células tumorais

apresentarem imunorreatividade citoplasmatica.
O p63 pode estar presente ou ausente.

O CKS8 foi avaliado pelo método semiquantitativo proposto por Schaller: a
intensidade (0, ausente; 1, fraco; 2, moderado; 3, forte) multiplicada pelo escore da
percentagem de células coradas (ausente; 1, <10%, 2; até 50%;3, 50-80%; 4,acima

de 80%); o escore é de 0-4 (negativo) e de 5-12 (positivo)(9).

O Ki67 é expresso pela porcentagem de nucleos corados — sera considerado

positivo se > 15% foram esses nucleos .

Sequéncia do estudo

Para se estimar a probabilidade de desfecho desfavoravel, o delineamento do
estudo seguiu quatro etapas. Inicialmente, analisou-se isoladamente a relacdo da
expressado dos receptores de estrogeno, de progesterona e a superexpressao de
HER2 em relagdo aos parametros histoldgicos, ao estado dos linfonodos, ao estado

menopausal e a ocorréncia de recorréncia a toda a populagéo estudada.

Na segunda, classificam-se os tumores de acordo com as suas caracteristicas

imunoistoquimicas em: subtipo luminal A (RE+ e /ou RP+,her2-), subtipo luminal B
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(RE+ e /ou RP+,her2+), subtipo HER2 (HER2+,RE-, RP-) e subtipo basal ou triplo
negativo (RE-,RP-,HER2-), correlacionando-se, aqui, os parametros histoldgicos, o

estado menopausal, o estado da axila, com os desfechos de recorréncia e morte.

Na terceira etapa, associam-se outros marcadores biomoleculares aos grupos
ja estabelecidos, buscando-se identificar as correlagbes tanto positivas como

negativas para os desfechos encontrados.

Na quarta etapa, verificou-se como as intervengdes terapéuticas se

correlacionaram com os subgrupos estudados.

Os dados com as caracteristicas da coorte estudada sdo apresentados na

tabela1l.

Analise Estatistica

As variaveis continuas foram descritas através de valor maximo, valor
minimo, média e desvio padrdo e as variaveis nominais foram descritas através de

analises de frequéncia.

As associagdes entre os grupos foram verificadas através da analise One-

Way Anova.

As demais associagdes entre 2 grupos de variaveis nominais foram
verificadas através do Teste Qui - Quadrado ou Teste Exato de Fischer; entre
variaveis continuas, a associacdo foi testada através do Teste t-Student para
amostras independentes, sendo que, em todos os testes, foram respeitadas as

suposicdes dos mesmos.

A normalidade dos dados foi verificada através do teste ndo-paramétrico de

“One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test”.
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Foi considerado estatisticamente significativo um alfa de 0,05 em todas as

associagoes.

As analises foram realizadas, utilizando-se o SPSS (versao 12.0), Chicago.

RESULTADOS

Receptores de Estrogeno

Observou-se que 54 (76%) dos casos amostrados expressaram RE positivos

e 17(24%) foram RE negativos.

A expressao do RE apresentou relagdo estatisticamente significativa com a
formagao tubular (p<0.007), com o grau nuclear (p<0. 000), com o indice mitético
(p<0.004) e com o Grau histologico de Nottingham (p<0.000), demonstrando-se que
a sua expressao esta fortemente relacionada a diferenciagdo tumoral. Nao houve
relacdo estatisticamente significativa com a invasdo angiolinfatica (p=0.896). A
relagdo com outros marcadores imunoistoquimicos mostrou significancia estatistica
com Bcl-2 (p<0.006) e CK8 (p<0.000), contudo nao apresentou significAncia
estatistica com HER2 (p=0.166), p63(p=0.933), p53 (p=0.209), Ki-67 (p=0.249). Em
relacdo ao estado da axila (0, 1-3, =24 linfonodos comprometidos), n&do houve
correlagdo com significancia estatistica (p=0.943); em relagdo ao tamanho tumoral
(p=0.056), com 87,1% dos tumores T1 apontaram RE+, enquanto 66,7% dos
tumores T3 apresentaram RE-. Considerando-se a idade, ndo houve correlagéo
significativa antes ou apdés os 50 anos. Mostrou-se relagéo significativa com o
tamanho tumoral no momento do diagnéstico, sendo de menores dimensdes quando
RE+ (p<0.003) O tempo médio para a recorréncia foi menor para RE- (3,0 anos) do

que RE+ (4,4 anos), no entanto sem atingir significancia estatistica (p=0.263).

A expressao de receptores estrogénicos nao foi significativa na predigao de

recorréncia (p=0.067) e morte (p=0.671).
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Receptor de Progesterona

Também apresentou relagdo estatisticamente significativa com a formacao
tubular (p<0.007), com o grau nuclear (p<0.000), com o indice mitético (p<0.004) e
com o Grau de Nottingham (p<0.000). Ndo houve relagdo estatisticamente
significativa com a invasdo angiolinfatica (p=0.896). Considerando-se os outros
marcadores imunoistoquimicos, demonstrou relagdo estatisticamente significativa
com o Bcl-2 (p<0.006), com o CK8 (p<0.000) e sem relagdo com o HER2 (p=0.209),
com o p63 ((p=0.933), com o p53 (p=0.209) e com o Ki-67 (p=0.249). Apresentou
relacéo significativa com o tamanho tumoral no momento do diagndstico, sendo de
menores dimensdes quando RP+ (p<0.003). O tempo médio para a recorréncia foi
menor para RE- (3,0 anos) do que RP+ (4,4 anos), porém sem atingir significancia
estatistica (p=0.263). Ndo houve correlacdo do estado dos RP com o desfecho
morte (p=0.671).

HER2

A expressdo imunoistoquimica do HER2 (3+) nao apresentou relagao
estatisticamente significativa com a formacéo tubular (p=0.402), com o grau nuclear
(p=0.498), com o indice mitético (p=0.837), com o Grau histolégico de Nottingham
(p=0.781), com a invasao angiolinfatica (p=0.809) e nem com os marcadores
imunoistoquimicos. Nao mostrou relagdo com o estado da axila (p=0.610), com o
tamanho tumoral (p=0.569) e nem com a idade (p=0.780). O tempo médio para a
recorréncia foi semelhante para HER2+ (4,2 anos) e para HER2- (4,4 anos). N&o

houve correlagéo do estado dos RP com o desfecho morte (p=0.671).

A expressao do HER2 (3+) nao foi preditiva de recorréncia (p=0.481) e morte
(p=0.464).

As correlagdes entre os marcadores sao apresentadas na tabela 2.
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Andlise de grupos conforme o perfil molecular

Quatro grupos de tumores foram formados, correspondendo aos subtipos
moleculares. O primeiro grupo apresenta positividade para, pelo menos, um dos
receptores hormonais e sem superexpressao de HER2 (RE+ e/ou RP+,HER2-) com
39 casos ou 54,9% da amostra que corresponderia ao subtipo luminal A; o segundo
grupo expressa RE+ e /ou RP+,HER2+, representando o subtipo luminal B com 15
casos ou 21,1% da amostra; o terceiro grupo (RE-,RP-,HER2+), subtipo HER2 com
2 casos ou 2,8% e o quarto grupo (RE-,RP-,HER2-), subtipo basal ou triplo negativo
com15 casos ou 21,1% da amostra.

Foi significativa a correlagdo entre os grupos entre a formacao tubular
(p<0.007), o grau nuclear (p<0.000), o indice mitético (p<0.02) e o indice de
Nottingham (p<0.001), demonstrando-se a associagdo com tumores bem
diferenciados com o subtipo luminal A e tumores pouco diferenciados aos subtipos
HER2 (100% GN 2-3)e basal ou triplo negativo (93,3% GN 2-3).

O estadiamento clinico e a classificacdo TNM nao apresentaram relacao
estatisticamente significativa com qualquer grupo em particular, embora
isoladamente o tamanho tumoral evidenciou diferenga significativa entre os

subgrupos (p<0.01), tendo o grupo triplo negativo tumores de maiores dimensdes.

Nao houve diferenga significativa com outros parametros histolégicos, com a

invasao angiolinfatica (p=0.932) e com o extenso componente “in situ” (p=0.644).

Considerando-se o0s outros marcadores imunoistoquimicos avaliados,
somente a expressdo de CK8 mostrou significancia estatistica com os subgrupos

estudados (p<0.006), sendo fortemente relacionada aos subtipos luminal A e B.

A divisdo em subgrupos ndo mostrou significancia quanto a recorréncia
(p=0.295) e também quanto ao tipo de recorréncia (p=0.692), ainda que 71,4% das
recorréncias locais tenham ocorrido no subgrupo luminal A (RH+/HER2-) que
poderia ser explicado pela auséncia de terapia adjuvante nestes casos considerados

de bom progndstico pelos critérios adotados na época. Quando analisada a
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mortalidade, ndo mostrou significancia estatistica entre os subgrupos, se bem que,
no subgrupo luminal B, a taxa de 13,3% (2/15) tenha sido duas vezes a ocorrida no

grupo basal com 6,71% (1/15).

N&o houve correlagdo estatisticamente significativa entre o Grau histoldgico
de Nottingham e a ocorréncia ou ndo de recidiva (p=0.159), mesmo que 47,6%
destas tenham ocorrido no grupo classificado como pouco diferenciado. Nao houve
correlacdo estatisticamente significativa entre o Grau histologico de Nottingham e
morte (p=0.969), embora 60% destas tenham ocorrido no grupo classificado como
pouco diferenciado. As correlacbes conforme o perfil molecular sao apresentadas

nas tabelas 3 e 4.

Analise conforme recorréncia e 6bito

Ocorreram 21 recorréncias (29,6%), sendo 7 do tipo locorregional (9,9%) e 14
a distancia (19,7%); ainda que 6 casos (85,7%) tenham ocorrido apos o tratamento
conservador, isso nao atingiu significancia estatistica (p=0.163). Essas ocorréncias
foram mais frequentes na raca negra (p<0.046) e ndo possuiram relagdo com a
idade (p=0.720)

Todas as recorréncias locais aconteceram em pacientes com auséncia de
comprometimento axilar (p<0.041), e nenhuma destas pacientes recebeu terapéutica
adjuvante com horménio ou com quimioterapia. Nas 18 pacientes (25,4%) que
receberam tamoxifeno adjuvante, n&o houve recorréncia local, embora sem
significancia estatistica (p=0.179). A presenca de componente intraductal extenso
nao foi significativa para a recorréncia local (p=0.337), bem como a presencga de
invasdo angiolinfatica que apenas sinalizou uma tendéncia (p=0.073), estando
presente em 57% dos casos com RL. O grau nuclear foi o unico parametro
histolégico associado a RL com (p<0.050). A ocorréncia de recidiva local nao foi
significativa para morte (p=0.654); ainda, nenhum caso de RL desenvolveu

metastase a distancia no periodo de observagao do estudo.
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Ocorreram 14 recorréncias a distancia (19,7%), ndo havendo diferenca
significativa entre os grupos; porém, houve a distribuicdo percentual para luminal A
(17,9%), luminal B (33,3%), basal (13,3%) e HER2 sem recorréncias a distancia.

A mortalidade observada foi de 7% com seguimento minimo de 5 anos, sendo
que 60% das mortes em pacientes ocorreram com menos de 50 anos no momento
do diagnéstico. O tamanho do tumor nao apresentou correlagao significativa com os

desfechos de 6bito, com o numero de recorréncias e com o tipo de recorréncia.

A presengca de invasdo angiolinfatica n&do teve significancia (p=0.699)

relacionada ao 6bito.

O estadiamento clinico apontou uma tendéncia muito expressiva em relagao
ao obito (p=0.077), no entanto sem significancia estatistica. Nao ocorreu nenhum
obito em pacientes com estadio clinico |, sendo que 80% dos dObitos ocorreram no

estadio IIB.

Nao houve, também, significAncia para os seguintes elementos: Bcl-2
(p=0.646), HER2 (p=0.464), p63 (p=0.464), p53 (p=0.510), ck8 (p=0.728), Ki-67
(p=0.301), RE (p=0.671), RP (p=0.671).

Perfil molecular e comprometimento dos linfonodos axilares

Nao foi observada relagcdo com o nivel de significAncia entre os subtipos
estudados e o grau de comprometimento axilar; também n&o houve relacdo do
estado da axila com o indice mitético, com o grau nuclear ou com o Grau total de
Nottingham. Nenhum dos marcadores imunoistoquimicos associou-se com o estado
patolégico da axila. Observou-se importante relagdo com a recorréncia local e a
distancia (p<0.000); ainda que ndo tenha atingido significancia estatistica para morte
(p=0.136), observa-se que os Obitos ocorreram em pacientes com axila

comprometida.
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Efeito do tratamento

Este grupo de 71 pacientes foi tratado conforme rotina assistencial
empregada no periodo estudado; 40 receberam tratamento sistémico adjuvante com
tamoxifeno, quimioterapia com protocolo CMF ou com a associagcdo destes, e 31

pacientes ndo receberam adjuvancia.

Foram observadas 21 recorréncias (29,6% dos casos), sendo 7 (9,9%) casos
de recorréncia local e 14 (19,7%) casos de recorréncia a distadncia. Nado houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos quanto a mortes e a

recorréncia.

O grupo tratado apresentou 25% de recorréncia (10 casos), sendo 2 (5%)
recorréncias locorregionais, e o grupo nao-tratado apresentou recorréncia em 35,5%

(11 casos) — destes, 5 (16,1%) foram do tipo locorregional.

A recorréncia locorregional ocorreu em 1 (3,2%) dos 31casos de MRM e em 6
(15%) dos 40 casos de cirurgia conservadora, sem apresentar diferenca
estaticamente significativa. A recorréncia a distancia ocorreu em 5 (16,1%) em casos
submetidos a MRM e em 9 (22,5%) em casos de cirurgia conservadora, também

sem apresentar diferenga significativa (p=0.970).

DISCUSSAO

O cancer de mama € uma doencga heterogénea, assim sendo, pacientes com
o mesmo perfil clinicopatolégico podem ter desfechos clinicos completamente
distintos. Tais diferengas sdo possivelmente causadas pela limitacdo de uma

classificagdo baseada apenas na morfologia tumoral. (5)

Estudos recentes classificam os tumores de mama dentro de subgrupos

clinicamente relevantes baseados na expressdo génica e em marcadores
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moleculares. O objetivo principal € encontrar formas de se determinar com maior
precisdo os grupos com melhor e com pior prognostico, considerando-se cada
subtipo uma doenga biologicamente distinta, visando aliar fatores que sejam

progndsticos e preditivos para a melhor escolha terapéutica.

A técnica de “microarray”, pelo estudo de varios genes simultaneamente,
permitiu subclassificar o carcinoma de mama em grupos com caracteristicas génicas
distintas e com forte determinismo quanto ao prognéstico. (1, 3-5) Em paralelo,
estudos com marcadores tumorais pela técnica de imunoistoquimica correlacionam
0s seus achados com os grupos determinados pela técnica de “microarray”,
encontrando forte concordancia entre ambas, em especial no fenétipo basal ou no

triplo negativo. (2, 6, 7)

Neste estudo, em concordéncia com estudo conduzido por Carey e cols., o
uso de marcadores tumorais determinados por imunoistoquimica mostra-se

adequado para se estimar a prevaléncia de subtipos tumorais. (6)

A expresséao dos receptores de estrogeno foi o fator mais importante a fim de
se discriminar a expressao dos subtipos, seguido pelo grau tumoral. Os receptores
de estrégeno e de progesterona aparecem como marcadores importantes nao
somente para definir os subtipos tumorais como também possuem forte capacidade
preditiva de resposta a terapéutica hormonal. Neste sentido, aproximadamente 50%
a 60% das mulheres com positividade para RE respondem a terapéutica hormonal,
ao passo que apenas 10% daquelas RE negativas apresentam a mesma resposta.
Essa predigao a resposta terapéutica pode ser aumentada pela combinagcédo de RE e

de RP positivos, tendo-se, assim, uma resposta em torno de 78% .(10-13)

Neste estudo, assim como em outros, o RE ndao aparece como um fator
prognéstico independente para desfechos desfavoraveis, provavelmente devido ao
pequeno tamanho da amostra, pois apresentou forte correlagdo com a formacgao
tubular (p<0,007), com o indice mitético (p<0,000), com o grau nuclear (p<0,004) e
com o Grau de Nottingham (p<0,000), demonstrando, deste modo, forte correlagéo
com a diferenciacdo tumoral. A correlacdo dos RE e RP com outros marcadores
tumorais mostrou-se altamente significativa com Bcl-2 e CK8, que por sua vez foram

fortemente correlacionados com o Grau de Nottingham, com o Bcl-2 (p<0.021) e
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com o CK8 (p<0.007), sugerindo que talvez representem um subgrupo de tumores
com bom prognodstico. (8, 10) Embora sem significancia, o tempo médio de
recorréncia foi menor nas pacientes com RE negativo. Desta maneira, os RE e RP
permanecem como importantes fatores preditores de resposta a terapia hormonal.
(14)

Ainda, observou-se 23,9% (15/70) de HERZ2 superexpresso; porém
diferentemente de Slamon e de outros autores (15-18), ndo houve, aqui, diferenca
estatisticamente significativa com o grau tumoral, com o estado dos linfonodos, com
a recorréncia e com a morte. O HER2 correlacionou-se, pois, significativamente com

Ki-67 e CK8, contudo sem implicacdes clinicas.

Ao contrario do esperado, a expressao de Ki-67 nao se relacionou com o
indice mitético, e ndo se observaram associa¢gdes com outros fatores progndsticos,
tais como o tamanho do tumor, o estado dos linfonodos, o RE negativo, bem como

desfechos clinicos, conforme demonstrado por outros. (19-22)

O Ki-67 correlacionou-se significativamente com o HER2 e com o CK8, de
acordo com o apresentado na tabela 2, no entanto sem produzir qualquer

associacdo com os desfechos estudados.

Como se previu, a expressao de CK8 e de Bcl-2 apresentou forte correlagao
com a expressdo de RE e de RP. (4) Deste modo, evidenciaram-se achados
histologicos favoraveis, como o baixo numero de mitoses, a alta formacé&o tubular e
0 baixo grau nuclear; também se associaram aos subtipos luminal A e luminal B —
mesmo assim, isso nao gerou informacgao valorizavel sobre desfechos clinicos. Em
concordancia com Callagy e cols., encontrou-se, aqui, correlagdo com o Grau de
Nottingham, entretanto ndo se consegue confirmar o bom progndstico por eles
relatado. (23)

Neste estudo, ndo se produziu qualquer associagao de p53 com recorréncia
precoce ou pior sobrevida global, como foi relatado por Al-Moundry e cols., nem com
tumores RE-, com alto grau de superexpressdao de HER2, conforme foi relatado por
outros. (24-26)
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Ao contrario do que esperou aqui, a expressao de p63 nao se associou com
RE, com RP e com a superexpressao de HER2, em desacordo com o narrado por
Ribeiro Silva e cols. que referem uma forte relacdo entre CK5 e p63; ainda, para
eles, ambos os marcadores estavam associados a receptores hormonais negativos,
a carcinomas de alto grau e a altas taxas de proliferacdo. Além disso, a coexpressao
de CK5 e p63 em células neoplasicas indica que a expressdao de p63, como a

expressao de CK5, € um marcador do cancer de mama do tipo basal. (27)

De acordo com o perfil molecular estabelecido por estudos anteriores (2-6),
na amostra de pacientes estudadas, foram identificados quatro subtipos distintos:
luminal A (RE+ e/ou RP+, HER2-), correspondendo a 54,9% dos casos (39/71);
luminal B (RE+ e/ou RP+, HER2+) com 21,1% (15/71), subtipo HER2 (RE- e RP-,
HER2+) com 2,8% (2/71) e basal ou triplo negativo (RE- e RP-, HER2-),
correspondendo a 21,1% (15/71) dos casos. Concordando com a literatura, neste
estudo o subtipo basal parece relacionar-se a um pior prognostico, apresentando
uma associagdo significativa com tumores de maior tamanho (p<0,01) e pouco
diferenciados (p<0,001). Como foi descrito por outros pesquisadores, o subtipo
luminal A correlaciona-se com tumores bem diferenciados, e os tumores basal ou

triplo negativos, com tumores pouco diferenciados.

Da mesma forma que a analise individual dos marcadores tumorais, 0s
grupos formados conforme o perfil molecular ndo foram preditivos de recorréncia ou
de morte, o que possivelmente pode ser explicado pelo tamanho reduzido da
amostra, mesmo que, no subgrupo luminal B, a taxa de mortalidade de 13,3% tenha
sido mais de duas vezes a ocorrida no grupo basal com 6,7%. Apesar de 71,4% das
recorréncias locais terem ocorrido no subgrupo luminal A (RH+/HER2-) — o0 que
pode ser explicado pela auséncia de terapia adjuvante nestes casos considerados
de bom prognostico pelos critérios adotados na época —, esse achado pode
significar, no futuro, um fator a mais nas decisdes ligadas a terapia complementar no
carcinoma de mama, considerando-se que aproximadamente 30% das pacientes

com linfonodos axilares negativos recidivam. (28)

Em estudo anterior, Carey e col. relataram que os tumores basais nao

apresentaram associagdo com comprometimento axilar no momento do diagndstico,
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enquanto o subtipo HER2+ foi significativamente associado a presenca de

metastases axilares. (6)

Neste estudo, o grau de comprometimento dos linfonodos axilares aparece
como fator prognédstico independente, ndo havendo correlagcdo dos marcadores
tumorais com o estado da axila. Uma associagao significativa com recorréncia local
e a distancia (p<0,001) foi encontrada e, apesar de nao ser significativa, todas as

mortes ocorreram nas pacientes com axila comprometida.

CONCLUSAO

Empregando-se o perfil molecular baseado no estudo imunoistoquimico de
RE, de RP e de HER2, é possivel classificar os tumores em subtipos distintos,
significativamente relacionados a diferenciacdo tumoral. Os tumores subtipo basal
(triplo negativos) apresentam alto indice mitético, baixa formagdo tubular,
pleomorfismo acentuado e alto Grau total de Nottingham. Nao foi possivel,
entretanto, estabelecer relagdo dos subtipos com os desfechos de recorréncia e de
morte. O estadiamento clinico e o estado da axila foram os fatores prognosticos
mais importantes, independentemente da analise imunohistoquimica dos tumores e
de seu perfil molecular. Em regides com recursos limitados, podera ser efetivamente
um instrumento para orientar o manejo do cancer de mama, especialmente nas

pacientes com linfonodos negativos.
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Tabela 1 - Caracteristicas dos 71 casos da populagao em estudo

Caracteristicas n=71
Idade 50,80 + 11,55
Raca

Branca 67 (94,4%)
Preta 4 (5,6%)
Idade

< 50 anos 36 (50,7%)
> 50 anos 35 (49,3%)

Tamanho do tumor
T1

31 (43,7%)

T2 37 (52,1%)
T3 3 (4,2%)
Linfonodos

0 39 (54,9%)
de 01 a 03 27 (28%)
>4 5 (7%)
Grau de Nottingham

03a05 22 (31%)

de 06 a 07

de 08 a 09
Formacéao tubular
> 75%

de 10 a 75%

25 (35,2%)
24 (33,8%)

10 (14,1%)
34 (47,9%)

108

<10% 27 (38%)
NUumero de mitoses

de 0a05 21 (29,6%)
de 06 a 10 12 (16,9%)
>10 38 (53,5%)
Pleomorfismo nuclear

nucelo pequeno e regular 13 (18,3%)
moderado aumento nuclear 40 (56,3%)
marcada variagdo de tamanho nuclear 18 (25,4%)
Invasédo angiolinfatica

presente 20 (28,2%)
ausente 51 (71,8%)
pTNM

T1NOMO 15 (21,1%)
T1IN1MO 16 (22,5%)
T2NOMO 20 (28,2%)
T2N1MO 17 (23,95)
T3NOMO 3 (4,25)

Estadiamento

| 15 (21,1%)
A 36 (50,7%)
IIB 20 (28,2%)

Dados expressos através de analises de freqiiéncia
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Tabela 2 - Correlagcédo entre marcadores imunoistoquimicos

¢ & %2 % B % § 8
RE Pearson Correlation 1
Sig. (2-tailed) NA
N 71
RP Pearson Correlation 0,594 1
Sig. (2-tailed) <0,001 NA
N 71 71
p53 (%) Pearson Correlation -0,03 -0,024 1
Sig. (2-tailed) 0,807 0,841 NA
N 71 71 71
CK8 Pearson Correlation 0,521 0,407 -0,054 1
Sig. (2-tailed) <0,001 <0,001 0,653 NA
N 71 71 71 71
Ki67 Pearson Correlation -0,194 -0,177 0,192 -0,293 1
Sig. (2-tailed) 0,105 0,139 0,108 0,013 NA
N 71 71 71 71 71
Bcl2 Pearson Correlation 0,379 0,379 -0,132 0,21 0,081 1
Sig. (2-tailed) 0,001 0,001 0,275 0,082 0,505 NA
N 70 70 70 70 70 70
HER2 Pearson Correlation 0,163 0,044 -0,053 0,271 0,062 -0,009 1
Sig. (2-tailed) 0,179 0,72 0,663 0,023 0,612 0,941 NA
N 70 70 70 70 70 70 70
p63 Pearson Correlation 0,001 -0,063 -0,054 -0,058 0,197 0,07 0,068 1
Sig. (2-tailed) 0,992 0,604 0,657 0,633 0,102 0,563 0,578 NA

N 70 70 70 70 70 70 70 70
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Tabela 3 - Associacao entre os subtipos moleculares e fatores histolégicos

Basal Luminal B Luminal A HER2

n=15 n=15 n=39 n=2 P
Grau de Nottingham
3ab 1(6,67%) 5(33,33%) 16 (41,03%) 0 (0%) 0,03
6a7 2 (6,67%) 6 (40%) 16 (41,03%) 1 (50%)
8a9 12 (80%) 4 (26,67%) 7 (17,95%) 1(50%)
Formacéo tubular 0,044
> 75% 1(6,67%) 1(6,67%) 8 (20,51%) 0 (0%)
10a75% 4(26,67%) 10 (66,67%) 20 (51,28%) 0 (0%)
<10% 10 (66,67%) 4 (26,67%) 11 (28,215) 2 (100%)

Namero de mitoses
0ab

6a10

>10

Pleomorfismo nuclear

nucleo pequeno e regular
moderado aumento nuclear

marcada variagdo de tamanho nuclear

0 (0%)
1 (6,67%)
14 (93,33%)

0 (0%)
6 (40%)
9 (60%)

5 (33,33%)
3 (20%)
7 (46,67%)

2 (13,33%)
9 (60%)
4 (26,67%)

15 (38,46%)
8 (20,51%)
16 (31,37%)

11 (28,21%)
25 (64,10%)
3 (7,69%)

1 (50%) 0,04
0 (0%)
1 (50%)

0 (0%) 0,01
0 (0%)
2 (100%)

Dados expressos através de analises de frequiéncia
* Teste de Qui-quadrado
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Tabela 4 - Associagao entre os subtipos moleculares e fatores clinicos e imunoistoquimicos

Basal Luminal B Luminal A HER2 p*
n=15 n=15 n=39 n=2
Positividade para marcador
RE 0 (0%) 15 (100%) 39 (100%) 0 (0%) <0,05
RP 0 (0%) 15 (100%) 39 (100%) 0 (0%) <0,05
HER2 0 (0%) 15 (100%) 0 (0%) 2 (100%) <0,05
p5 5 (33,33%) 2 (13,33%) 9 (23,08%) 1 (50%) 0,49
p63 3 (20%) 4 (26,67%) 9 (23,08%) 1 (50%) 0,82
Ki-67 4 (12,12%) 4 (12,12%) 5(12,82%) 1 (50%) 0,35
CK8 6 (40%) 15 (100%) 30 (76,92 0 (0%) <0,05
Tamanho do tumor
T1 3 (20%) 6 (40%) 21 (53,85%) 1 (50%) 0,22
T2 10 (66,67%) 9 (60%) 17 (43,59%) 1 (50%)
T3 2 (13,33%) 0 (0%) 1(2,56%)
Linfonodos
0 7 (46,67%) 9 (60%) 21 (53,85%) 2 (100%) 0,88
1a3 7 (46,67%) 5 (33,33%) 15 (38,46%) 0 (0%)
>4 1(6,67%) 1(6,67%) 3 (7,69%)
Estadiamento
| 0 (0%) 3 (20%) 11 (28,21%) 1 (50%) 0,28
A 9 (60%) 9 (60%) 17 (43,59%) 1 (50%)
1B 6 (40%) 3 (20%) 11 (28,21%)

Dados expressos através de andlises de frequiéncia

* Teste de Qui-quadrado
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Tabela 5 - Associagao entre os subtipos moleculares e desfechos

Basal Luminal B Luminal A HER2
n=15 n=15 n=39 =2 P
Recorréncia
nao 13 (86,67%) 9 (60%) 26 (66,67%) 2 (100%) 0,28*
sim 2 (13,33%) 6 (40%) 13 (33,33%) 0 (0%)
Tipo de recorréncia 0,54*
locorregional 1(6,67%) 1(6,67%) 5(12,82%) 0 (0%)
ossea 0 (0%) 1(6,67%) 5(12,82%) 0 (0%)
pulmonar 1(6,67%) 2 (33,3%) 0 (0%) 0 (0%)
hepatica 0 (0%) 0 (0%) 2 (2,56%) 0 (0%)
cerebral 1(6,67%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
pulmonar e hepatica 0 (0%) 0 (0%) 1(6,67%) 0 (0%)
Ossea e pulmonar 0 (0%) 1(6,67%) 0 (0%) 0 (0%)
perda de seguimento 0 (0%) 1 (6,67%) 0 (0%) 0 (0%)
Tempo entre diagnostico e recorréncia 3+ 2,65 440+ 1,82 4,46+ 2,03 0 0,54**
Obito
sim 1(6,67%) 2 (13,33%) 2 (5,13%) 0 (0%) 0,64*
nao 13 (86,67%) 12 (80%) 37 (94,87%) 2 (100%)
perda de seguimento 1(6,67%) 1(6,67%) 0 (0%) 0 (0%)

Dados expressos através de analises de freqiéncia
* Teste de Qui-quadrado

** Anova



Tabela 6 - Associacao entre estado dos linfonodos e desfechos

0 1-3 >4

desfecho/linfonodos n=39 n=27 n=5 P
Recorréncia local 0,08*
sem recorréncias 0 (0%) 0 (0%) 1(20%)

sim 7 (17,95%) 0 (0%) 0 (0%)

outras 4 (21,05%) 6 (22,22%) 4 (80%)

Obito 0,13*
sim 0 (0%) 4 (14,81%) 1(20%)

nao 38 (97,44%) 22 (81,48%) 3 (80%)

perda de seguimento 1(2,56%) 1(3,70%) 0 (0%)

Dados expressos através de analises de freqiiéncia

* Teste de Qui-quadrado
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Sobrevida

Analise de sobrevida — intervalo livre de doenca
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Grafico 1 - Tempo para a recorréncia conforme perfil molecular
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Anexo 1- Ficha para coleta de dados
VALOR PROGNOSTICO E PREDITIVO DOS MARCADORES IMUNOISTOQUIMICOS NO

CARCINOMA INVASOR DE MAMA
FICHA PARA COLETA DOS DADOS Ficha Namero

ATENCAO: Pacientes com tumores estadios | (T1INOMO), 1A (TON1MO0/ TIN1M0/ T2NOMO) e IIB

(T2N1MO/ T3NOMO)

NOME: PRONTUARIO:

Data de nascimento:

Cor:obranca opreta oparda Sexo: feminino

Peso:  Altura: __ IMC:

Histéria familiar CA de mama: o mde oirma(s) o filha(s)

Historia familiar CA de ovario o e/ou outros osim ©néo
Idade menarca: __ anos Idade menopausa: _ anos

Uso de contraceptivo oral: o sim o n&o

Uso de TH: osim o nao oEisolado oE+P Tempo de uso: anos
Paridade: G___ A P Idade primeira gestacao: anos
Amamentou: o sim ondo Soma dos meses amamentando: meses

DATA DO DIAGNOSTICO:

Local CA — Mama: o Direita o Esquerda

oQSE oQIE o QSI o Qll o Central nao-determinado
DATA DA CIRURGIA:

Cirurgia: ot MRM o Setor + EA o Hemimastectomia + EA

RECONSTRUCAO no mesmo tempo cirdrgico: osim o ndo

Sim —» o TRAM o GRANDE DORSAL o com prétese o sem protese
LAUDO EXAME ANATOMOPATOLOGICO: Numero AP:
Tamanho do tumor invasor: ___ mm
Tipo histologico: CARCINOMA DUCTAL INVASOR
o Com extenso componente intraductal o Com Doenga de Paget

Invasdo angiolinfatica: o sim ondo o indeterminada

Grau histolégico (Nottingham ou outro sistema de graduagéo — especificar: )

oGrau1l oGrau2 oGrau3 o Grau nao pode ser determinado

Distancia da margem mais proxima: ____ mm Nos linfonodos: Total _ / Com metastase ____
pTNM:pT __ pN___ pM__ Estadio

TTO COMPLEMENTAR:

o Radioterapia o QT Adjuvante o QT Neoadjuvante o Hormonioterapia

RECORRENCIA: osim  ondo Data:

o Locorregional  Metastase o 6ssea o pulmonar o hepatica o cerebral
OBITO: osim ondo Data: Causa:




Anexo 2- Ficha de avaliacdo dos achados histopatologicos

Protocolo aplicado para carcinoma de mama invasor (Baseado na 6. ed. AJCC/UICC, jan 2003)

Protocolo CAP (College of American Pathologists)

MICROSCOPIA

Tipo histolégico

N. Prontuario:

O Carcinoma ductal invasor

O Carcinoma ductal invasor com extenso
componente intraductal
O Carcinoma ductal invasor com Doencga

de Paget

Grau histologico
(Nottingham Histologic Score)

Formacé&o tubular

O > 75% do tumor (score 1)
0 10 a 75% (score 2)

O < 10% do tumor(score 3)

Pleomorfismo nuclear

O Nucleo pequeno e regular (score 1)
O Moderado aumento de tamanho (score2)

O Marcada variagao do tamanho, nucléolo,

cromatina, etc (score 3)

NUimero de mitoses (*HPF = high power
fields)

(Para uma objetiva 25x com uma area de
0,274mm?)

O < 10 mitoses por 10 HPF* (score 1)
O 10 a 20 mitoses por 10 HPF* (score 2)

O 20 mitoses por 10 HPF (score 3)
ou

(Para uma objetiva 40x com uma area de
0,152mm?)

O 0 a 5 mitoses por 10 HPF* (score 1)

N. Ficha:

O 6 a 10 mitoses por 10 HPF* (score 2)
O 10 mitoses por 10 HPF (score 3)

Grau total de Nottingham: O Graul: 3-5
pontos

O Grau ll: 6 - 7 pontos
O Grau lll: 8 — 9 pontos

O Grau nao pode ser determinado

Invasao angiolinfatica

O Ausente
O Presente

O Indeterminada

Microcalcificagcbes

O Nao- identificadas

O Presente no CDIS

O Presente no carcinoma invasor

O Presente no tecido ndo-neoplasico

O Presente tanto no tecido tumoral como néo-

neoplasico

OBSERVACOES







