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RESUMO

INTRODUCAOQ: Carcinomas de mama triplo-negativos (CMTN) constituem um grupo
de tumores heterogéneos caracterizados por sobrevida pobre dos pacientes e falta
de terapia-alvo. Receptor androgeno (AR) tem sido descrito no CMTN, mas o
impacto prognostico da expressao nesse subgrupo ndo esta bem claro. OBJETIVO:
Investigar a associacdo do status de expressdao AR analisado por imuno-
histoquimica em casos de CMTN com parametros clinicos (idade, sobrevida) e
variaveis patolégicas (tamanho do tumor, grau do tumor). METODOS: Foram
analisados 62 CMTN por imuno-histoquimica automatizada para receptor
androgeno. A imuno-histoquimica foi avaliada por dois diferentes patologistas e a
expressao do biomarcador foi avaliada por H-Score (intensidade mais percentagem
de coloracdo). Kaplan-Meyer foi o0 método usado para avaliar a sobrevida global,
tendo as diferencas nas distribuicbes sido avaliadas com base na expressao do
marcador. RESULTADOS: 26% dos CMTNs foram AR positivos (n = 16) e 74% AR
negativos (n = 46). Todos os casos de AR positivos ocorreram em mulheres = 40
anos enquanto 13% dos casos de AR negativos foram vistos em mulheres < 40
anos. 93% (52/56) de todos os CMTNSs foram carcinoma ductal invasivo do tipo ndo
especial (ICNST) e 93% (14/15) de AR positivos dos casos de ICNST. O tamanho do
tumor variou de 2 a 4,9 cm na maioria dos canceres AR positivos (n = 8/13; 62%).
60% (n = 9/15) dos casos de AR positivos mostraram grau histologico 3 seguidos de
27% de tumores de grau 2. Nao se observou diferenca entre pacientes AR positivos
e AR negativos quando comparados por idade, tamanho do tumor, grau do tumor e
tipo do tumor (p > 0,17). A positividade imuno-histoquimica para ARs também néo foi
associada com melhor sobrevida (p = 0,737; n = 51) ou sobrevida livre da doenca (p
= 0,552; n = 45) em CMTNs. CONCLUSAO: Sob o ponto de vista do progndstico, a
imunorreatividade do AR tem sido associada com melhor sobrevida das pacientes.
Esse resultado ndo foi confirmado na presente série. Isso poderia estar relacionado
com o pequeno tamanho amostral ou com uma baixa prevaléncia de casos de AR
positivos especificamente nesse subtipo de cancer de mama. Estudos realizados

com maiores amostras sao necessarios para investigar esse biomarcador em CMTNSs.

Palavras-chave: Cancer de mama; Marcadores imuno-histoquimicos; Receptor de

androgeno; Tripo-negativo.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Triple negative breast carcinomas (TNBC) are a heterogeneous
group of tumors characterized by poor patient survival and lack of targeted therapies.
Androgen receptor (AR) has been described in TNBC but the prognostic impact of
the expression in this subgroup of tumors is not clear. OBJECTIVE: To investigate
the association of AR expression status by immunohistochemistry in TNBC cases
with clinical (age, survival) and pathological variables (tumor size, tumor grade).
METHODS: 62 TNBC were analyzed by automated immunohistochemistry for
androgen receptor. Immunohistochemistry was scored by two investigators and
biomarker expression was assessed by H-Score (intensity plus the percentage of
staining). Kaplan-Meier was used to evaluate overall survival, where differences in
distributions were evaluated based on marker expression. RESULTS: 26% of TNBC
were AR-positive (n = 16) and 74% AR negative (n = 46). All AR-positive cases
occurred in women 2 40 years, while 13% of AR-negative cases were seen in women
< 40 years. 93% (52/56) of all TNBC were infiltrating ductal carcinomas of no special
type (ICNST) and 14/15 (93%) of AR-positive cases were ICNST. Tumor size varied
from 2-4.9 cm in the majority of AR-positive cancers (n = 8/13; 62%). 60% (n = 9/15)
of AR-positive cases showed histological grade 3 tumors, followed by 27% of grade 2
tumors. No differences were observed between AR-positive and AR-negative
patients when compared for age, tumor size, tumor grade and tumor type (all
p > 0.17). AR immunohistochemical positivity was also not associated with better
overall survival (p = 0.737, n = 51) or disease-free survival (p= 0.552; n = 45) in
TNBCs. CONCLUSION: From the prognostic point of view, AR immunoreactivity has
been associated with better overall patient survival. Unfortunately, this result could
not be confirmed in our series. This could be related to the relatively small series of
analyzed samples and to the low prevalence of AR-positive cases in this specific
breast cancer subtype. Further studies with bigger samples are needed to investigate
this biomarker in TNBC.

Key words: Androgen receptor; Breast Cancer; Immunohistochemical markers;

Triple negative.
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1 INTRODUCAO

O céancer de mama (CM) é a neoplasia maligna de maior incidéncia e a maior
causa de mortalidade da mulher brasileira, representando 20% dos casos de
neoplasia e 5% das mortes. A maioria dos CMs ocorre entre 45 e 55 anos de idade.
No entanto, tem se verificado um aumento significativo do nimero de casos em
faixas etarias mais jovens, mundialmente. Apesar da crescente incidéncia, a
mortalidade por CM vem diminuindo na maior parte do Hemisfério Ocidental. O CM é

considerado o maior problema de saude publica no mundo (1).

Y

A diminuicdo da mortalidade se deve a introducdo de programas de
rastreamento em massa, em combinagcdo com as melhorias terapéuticas. No CM, a
sobrevida em 5 e 10 anos, apos o diagndstico, € de 88% e 77%, respectivamente.
Assim, parece ldgico considerar fatores conhecidos por desempenhar papel
importante na predicdo de 5 anos de sobrevida de pacientes e questionar a
importancia da sobrevida ap6s 10 anos do diagndstico, ou mais tempo (2). Além
disso, nos ultimos anos houve grandes avanc¢os na definicdo do valor progndéstico de
varios marcadores moleculares, dai a necessidade de incorporar esses dados ao
nosso conhecimento atual. O CM é uma doenca heterogénea. A apresentacao
clinica, o potencial bioldgico, a resposta ao tratamento e o prognéstico podem ser
diferentes (3). A avaliacdo anatomopatolégica do carcinoma primario de mama € um
recurso Util, embora imperfeito, para a predicdo dos desfechos clinicos da doenca e
de sua resposta a intervencdes terapéuticas. Os achados morfoldégicos e imuno-
histoquimicos da patologia tradicional espelham a expresséo de centenas de genes
gue podem ser avaliados em uma simples verificacdo histoldégica associada ao
correspondente estudo imuno-histoquimico (4). Contudo, os fatores prognésticos
anatomopatologicos tradicionalmente utilizados, como o diametro tumoral, o grau
histologico e o numero de metastases nos linfonodos regionais, associados mais
recentemente a determinagéo imuno-histoquimica, tém se demonstrado insuficientes

em alguns casos.
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Ha necessidade de critérios diagndsticos mais refinados, bem como
parametros prognosticos precisos, para que se possa tratar o CM de maneira eficaz
e estabelecer mais claramente a probabilidade de recorréncia, sobretudo quando ha
controvérsia quanto a aplicacdo das diferentes modalidades de tratamento

disponiveis (3).

Na busca de novas formas de classificacdo do CM, no final do século 20 e
inicio do século 21, surgiram varias publicacbes abordando e correlacionando o0s
aspectos genéticos dos tumores mamarios com os clinicos e imuno-histoquimicos ja
estabelecidos, algumas delas trazendo importantes contribuicbes para o
conhecimento cientifico sobre o assunto (5). O estudo da genética tumoral provou a
necessidade real de reclassificacdo do CM, permitindo categorizar diferentes
genaotipos tumorais, com possibilidades concretas de evolugdo em direcédo a provavel

personalizagao das intervengdes terapéuticas.

O estudo dos genes tumorais mostrou que é possivel avancar sobre a atual
classificagcdo dos carcinomas mamarios, permitindo separar tumores que até entao
eram idénticos do ponto de vista histopatolégico, imuno-histoquimico e clinico. O
maior desafio € estabelecer para cada um desses tumores perfis biol6gicos bem
distintos, de onde poderdo ser extraidas importantes deducdes preditivas de
sensibilidade tumoral as terapias disponiveis, bem como informacgfes progndsticas

(5).

A avaliacdo imuno-histoquimica do CM — através de um painel com receptor
de estrogénio (RE), de progesterona (RP) e receptor do fator de crescimento
epidérmico humano 2 (HER2) — tornou-se fundamental. Casos de CM que néo
expressam esses trés marcadores sdo chamados carcinomas triplo-negativos
(CMTN). O CMTN ¢é de conhecido mau prognadstico, e as portadoras desse subtipo
tumoral ndo se beneficiam de importantes modalidades terapéuticas como a terapia

antiestrogénica e a anti-HER2 (6,7).

Os estudos de Perou et al., do inicio dos anos 2000, foram fundamentais no
contexto da genética do CM (8). Nesses trabalhos, surgiu uma nova classificacéo
subdividindo o CM a partir da expressao de diferentes grupos de genes. Essa nova

classificagao redistribuiu os CMs em cinco subtipos, assim chamados: luminal A,
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luminal B, normal breast-like, HER2 e basal-like (5). Dentre esses cinco principais
grupos, o carcinoma mamario basal apresenta o pior progndstico. O interesse por
esse subtipo é ainda maior, pois, a semelhanca do CMTN, a maioria dos carcinomas

basais também ndo responde as terapias antiestrogénicas e anti- (5,9,10).

O tratamento de doentes com CMTN tem sido um desafio devido a
heterogeneidade da doenca e a auséncia de alvos moleculares bem definidos. Os
CMTNSs constituem 10%-20% de todos os CMs, mais frequentemente em pacientes
jovens e mulheres afro-descendentes (11). CMTNs s&o tumores geralmente maiores
em tamanho, de alto grau histolégico, costumam mostrar envolvimento de ganglios
linfaticos no momento do diagnéstico e sao biologicamente mais agressivos (12).
Apesar de taxas mais altas de resposta clinica a quimioterapia neoadjuvante, as
pacientes tém maior taxa de recidiva e pior progndéstico do que as com 0S outros
subtipos de CM (12,13). Menos de 30% das mulheres com CMTN sobrevivem cinco
anos, e guase todas morrem da doenca apesar da quimioterapia neoadjuvante, que

€ a base do tratamento (13).

Estudos de identificacdo de marcadores moleculares para CMTN, tais como
VEGF (14)(fator do crescimento do endotélio vascular), EGFR (15) (receptor do fator
de crescimento epitelial), Src (16) e mTOR (17)(alvo molecular da rapamicina) tém
sido importantes para a criacdo de novos ensaios clinicos com tratamentos
direcionados. Até agora ndo foram estabelecidos regimes de tratamento-padréo para
CMTN. Como resultado, a mortalidade é elevada. Portanto, novos indicadores de

prognostico e abordagens para tratamento de CMTN devem ser desenvolvidos.

Na busca de alvos terapéuticos, estudos clinicos recentes sugerem que
antagonistas do receptor androgeno (RA) melhoram o progndstico de pacientes com
tumores triplo-negativos e RA positivos (18). RAs pertencem a familia de receptores
esteroides e sdo expressos em cerca de 35%-75% de todos os CMs. RA tem sido
implicado na patogénese do CM e na sua progressao (19,20). Estudos recentes in
vitro mostraram que o androgénio exerce efeito proliferativo em linhagens celulares

gue expressam RA, porém nao naquelas com RE ou RP positivas (20).
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Experimentos de transfeccdo celular seguida da anadlise histoldégica das
amostras sugerem que a presenca de RA no tumor indica comportamento menos
agressivo e prediz melhor sobrevida. Aproximadamente 1/3 dos carcinomas ductais
RE negativos de alto grau e carcinomas triplo-negativos expressam RA (20). Apesar
da alta prevaléncia de expressao de RA no tecido normal da mama e nos tumores
primérios, o significado clinico e o papel funcional de expressdo do RA no CMTN

nao estdo bem elucidados.

Recentes evidéncias demonstraram que as mulheres com altos niveis
circulantes de androgénio tém um risco aumentado de CM (21). Além disso, estudos
em CMTN sugerem RA como sendo um marcador de prognéstico no CM (22). Tais
achados sugerem uma conexao entre andrégenos e CM, podendo o RA servir como

um alvo terapéutico para CMTN quando expresso.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMACOES

Esta revisao de literatura considera os carcinomas de mama triplo negativos
(CMTN) um grupo heterogéneo de tumores, ainda sem alvo terapéutico eficaz
identificado. Um dos alvos propostos na literatura € o receptor de andrégeno, ja
descrito e frequente em tumores da mama de outros subtipos moleculares. A
estratégia de busca foi realizada por meio de pesquisa nas bases de dados Pubmed
e SciELO, limitada a humanos e incluiu artigos cientificos publicados no periodo de

1975 a 2014.

As palavras-chave utilizadas foram: breast cancer, immunohistochemistry,
androgen receptor, triple-negative breast cancer. De acordo com associa¢do entre
carcinoma de mama triplo-negativo, receptor androgeno ou associacdes de
palavras-chave, os artigos foram obtidos. Assim, triple-negative breast cancer versus
breast cancer resultou em 3389 artigos; triple-negative breast cancer versus
androgen receptor em 81 artigos; androgen receptor versus breast cancer em 1514
artigos; androgen receptor versus target therapy breast cancer em 72 artigos.

Estudos observacionais, coortes, ensaios clinicos randomizados, revisbes
sistematicas e analises uni e multivariadas subsidiaram esta revisdo. O desfecho de
interesse foi positividade para receptor de andrégeno em céancer de mama e suas
relacbes com variaveis clinico-patolégicas, sobrevida global e livre de doenca e
subtipos do CMTN. Pesquisas referenciadas pelos artigos selecionados também
foram acrescentados. Artigos recuperados, pelos termos de busca associados, que
nao tinham relagdo com o assunto e ndo estavam incluidos no nivel de evidéncia

descrito anteriormente foram excluidos. Ao final, a reviséo foi de 93 artigos.

2.2 EPIDEMIOLOGIA



18

O CM é um importante problema de saude publica tanto no Brasil quanto no
mundo, sendo o tumor de maior incidéncia nas mulheres atualmente. Segundo
nameros da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), no ano de 2010 foram
estimados 1,38 milhdo de casos novos de neoplasia de mama, 0 que representa

23% de todos 0s novos casos de canceres entre mulheres no mundo.

Como podemos observar na tabela 1, o tumor mamario ocupa o primeiro lugar
na lista de incidéncia em numeros absolutos por cancer entre mulheres no Brasil
(23).

Tabela 1 - Incidéncia estimada para todos os canceres em mulheres, exceto pele nédo
melanoma, no Brasil

Tipo de cancer Incidéncia Mortalidade/Incidéncia
Mama 52.680 27,9%
Cérvice uterina 17.540 9,3%
Colorretal 15.960 8,4%
Tireoide 10.590 5,6%
Pulméao, traqueia e bronquio 10.110 5,3%
Estdmago 7.420 3,9%
Ovario 6.190 3,3%
Utero 4.520 2,4%
Linfoma n&o Hodking 4.450 2,4%
Sistema nervoso central 4.450 2,4%

Fonte: GLOBOCAN, 2012 (23)
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O carcinoma mamario apresenta um padrdo discrepante de incidéncia e
mortalidade entre as diferentes regides do mundo, sendo mais frequente em paises
desenvolvidos. As regibes em ascensao econdmica apresentam taxas de incidéncia
e mortalidade por CM em franca elevacdo nas ultimas décadas. Esse fato sugere
que, apesar do enriquecimento das nacdes e da melhoria da qualidade de vida da
populacdo, responséveis pelo aumento da incidéncia dessa enfermidade, ainda
existe baixo investimento para a prevencdo e o tratamento nesses locais, 0 que,
possivelmente, explicaria essa grande taxa de mortalidade (3). O processo de
urbanizacao e o estilo de vida da sociedade moderna, tais como sedentarismo, alta
ingestdo alcodlica e obesidade, sdo os maiores responsaveis pela alarmante

incidéncia de neoplasia mamaria entre os paises com renda mais elevada (24).

Segundo as estatisticas do Instituto Nacional do Cancer (INCA) em 2012,
foram estimados em 52.680 casos-ano e 12.852 mortes-ano, sendo 147 homens e
12.705 mulheres (25).

No Rio Grande do Sul, ha uma elevada incidéncia de CM que pode estar
relacionada a formacao sociodemografica dessa regidao (26). A previsao para 2014 é
de 87,72 CMs para 100 mil mulheres (25).

O CM pode ser explicado por uma conjuncdo bastante complexa de fatores
de risco, os quais incluem mdultiplos componentes pessoais, reprodutivos e até
mesmo ambientais (1). Embora 90% dos tumores da mama sejam causados por
mutacBes somaticas adquiridas e ndo se relacionem a histéria familiar, a avaliagdo
de risco individual inicia pelos fatores genéticos. Esses sdo primariamente
identificados através da historia prévia pessoal e familiar positiva para tumores de
mama e/ou ovario. Alteracbes em inumeros locais do genoma produzem um
fenbmeno complexo de suscetibilidade genética para essa doenca. Nesse contexto,
algumas sindromes oncogenéticas, como a sindrome de Li-Fraumeni e de Cowden,
por exemplo, compreendem importantes fatores predisponentes para mdultiplas

neoplasias, inclusive de mama (27).
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Dentre as sindromes familiares, a sindrome hereditaria de cancer de mama e
ovarios € uma doenca autossdmica dominante responsavel pela maioria dos
tumores de mama de etiologia genética. Os genes supressores tumorais breast
cancer gene 1 (BRCAL) e breast cancer gene 2 (BRCA2) estédo ligados a génese
dessa enfermidade. Esses genes estdo envolvidos no reparo cromossOmico em
resposta ao dano da dupla hélice de DNA. Mutacfes nesses genes podem também

ocorrer na populacao geral na proporgcao de aproximadamente 1/800 pessoas (27).

Diversos fatores de risco reprodutivos estéo relacionados ao CM. Os estudos
indicam que menarca precoce e menopausa tardia estdo relacionadas a maior
incidéncia de CM. A principal hipétese é a de que em cada ciclo menstrual a mama
seria induzida a proliferacdo. Dessa forma, um nimero maior de ciclos aumentaria a
susceptibilidade as mutacdes no tecido mamario (21). A nuliparidade aumenta o
risco para desenvolver essa doenca, ao passo que numero maior de gestacdes tem
efeito protetor. Nessa mesma linha, a idade avancada da primeira gestacdo
corresponde a um relevante componente de predisposi¢cdo ao CM. Esse fato pode
ser explicado pela alteracdo fundamental provocada pela gravidez na arquitetura e

na biologia da glandula mamaria (1).

A amamentacdo representa também importante fator protetor contra o
desenvolvimento da neoplasia mamaria. Atualmente, credita-se esse efeito
antineoplasico a diferenciacao secretora do epitélio da mama induzida pela lactacéo
e a interrupcdo dos ciclos menstruais provocada pelo aleitamento (1). Por fim, a
reposicao hormonal e o uso de anticoncepcionais orais também estao relacionados

com maior incidéncia desse cancer nas mulheres (1).

O Consenso para Controle do Cancer de Mama do INCA considera como
principais estratégias de rastreamento um exame radiografico das mamas pelo
menos a cada dois anos para mulheres de 50 a 69 anos e o exame clinico anual
mamario para a populacdo feminina de 40 a 49 anos. No caso especial de mulheres
pertencentes a grupos populacionais com risco elevado, recomendam-se o exame
clinico de mama e a mamografia, anualmente, a partir de 35 anos. Essas mulheres
sdo as com histdria familiar de CM em parentes de primeiro grau com menos de 50
anos, doenca bilateral ou cancer de ovario, com qualquer caso de CM masculino na
familia bem como a populacdo de mulheres com diagndéstico histopatolégico de

lesdo mamaria proliferativa com atipia ou neoplasia lobular in situ (25).
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2.3 MORFOLOGIA MAMARIA

A neoplasia de mama € considerada atualmente uma doenca heterogénea
com multiplas apresentacfes fenotipicas e biologicas. Para estudar a classificacédo
histomorfoldgica dos tumores mamarios, € importante relembrar a estrutura da

mama.

Esse 6rgdo glandular estad localizado bilateralmente sobre os musculos
peitorais maiores. Ele exerce funcdo apocrina de producédo lactea quando recebe
estimulacdo neuroenddcrina. A estrutura basica dessa glandula sdo as unidades
terminais ductolobulares (figura 1). Os ductos mamarios sdo compostos por trés

zonas distintas: epitélio luminal, mioepitélio e estroma intralobular (figura 2).
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Figura 1 - Estrutura morfolégica da mama
Fonte: NETTER, 2008 (28)
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A maior parte das neoplasias da mama é derivada das unidades terminais
ductolobulares. Carcinoma invasivo da mama é aquele em que as células tumorais
rompem a membrana basal dos ductos e l6bulos e invadem os tecidos vizinhos, ou
seja, 0 estroma mamario. Esse tumor € caracterizado como um tumor epitelial
maligno com alta tendéncia a invasdo de tecidos adjacentes e a disseminacdo de

metastases a distancia (30).

2.4 CARCINOGENESE MAMARIA

O conhecimento sobre a origem biologica das neoplasias e da sua
heterogeneidade (fenotipica e genotipica) esteve represado por muitos anos,

principalmente devido a deficiéncia tecnoldgica (31).
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Os estudos de Stingl & Caldas (32) indicam que os tumores mamarios
derivam todos de um mesmo tipo de célula-tronco de mama. Esse fato € comparado
aos tumores hematoldgicos, cuja classificagcdo se baseia no reconhecimento das
mutacdes pelas quais passaram as ceélulas cancerigenas para se diferenciarem da
linhagem celular original. Dessa forma, alteracdes na expressdo génica dessas
células mamarias precursoras causariam a evolucao fenotipica desses tumores

(figura 3).
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Figura 3 - Desenvolvimento molecular da célula de mama
Fonte: PEROU, 2011 (33)

Esse mecanismo de expressao génica ainda ndo esta totalmente elucidado.
Sabe-se que as células-tronco tumorais da mama expressam as proteinas CD44 e
ALDH1 (aldeido desidrogenase 1) em alta quantidade e subexpressam as moléculas
CD24 (34).
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A suposta relacdo entre as células-tronco e o cancer ndo é nova. Embora tal
conceito tenha sido desenvolvido ha cerca de meio século, limitagdes técnico-
cientificas certamente impediram, durante muitos anos, o desenvolvimento de
estudos que evidenciassem que os tumores malignos ndo se originam a partir de
células sométicas maduras e diferenciadas, mas, sim, a partir de raras células-tronco

localizadas estrategicamente em cada um dos tecidos maduros (35).

As células-tronco apresentam duas caracteristicas fundamentais: a
capacidade de autorreplicacdo e a capacidade de diferenciacdo. Segundo a teoria,
as alteracdes genéticas que hoje identificamos nas células tumorais aconteceriam
inicialmente nas células-tronco teciduais, ocasionando o descontrole de seus
mecanismos de regulacdo e as transformando em células-tronco tumorais (36).
Dentro desse conceito de carcinogénese, a capacidade de autorrenovacao seria
responsavel pela manutencdo tumoral e de diferenciacdo de uma neoplasia. Vistos
sob essa teoria, os tumores malignos devem conter varios tipos de células, desde
células-tronco tumorais, em pequena quantidade, até células cancerigenas em
diversos graus de maturacdo, as quais comporiam a maior parte da massa celular

de uma neoplasia (34).

Nos dias atuais, o tratamento do CM é realizado cada vez mais por meio de
terapias-alvo, portanto é fundamental a identificacdo do perfil genético da amostra
individualizada de cada paciente. Nesse sentido, tém sido utilizadas as técnicas
moleculares com Mamaprint® (Agendia, Amsterdam, Holanda) e OncotypeDX®
(Genomic Health Inc, Redwood City, Estados Unidos) para predizer respostas
terapéuticas e definir risco de recorréncia tumoral antes de iniciar as medidas

guimioterapicas (33).

2.5 CLASSIFICACAO HISTOLOGICA DE TUMORES DA MAMA

Em 2012, a OMS lancou a 42 edi¢do da Classificagédo Histoldégica de Tumores
da Mama (30). As tabelas 2 e 3 apresentam um quadro resumo desse sistema de

classificacao (37).
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Tabela 2 - Classificacdo histolégica de tumores de mama segundo a 42 edicdo da OMS (2012)
Carcinoma microinvasivo

Carcinoma mamario invasivo
Carcinoma ductal invasivo, SOE
Carcinoma tipo misto
Carcinoma pleomoérfico
Carcinoma com células gigantes tipo osteoclasto
Carcinoma com elementos coriocarcinomatosos

Carcinoma com elementos melanéticos

Carcinoma lobular invasivo
Carcinoma lobular classico
Carcinoma lobular sélido
Carcinoma lobular alveolar
Carcinoma lobular pleomorfico
Carcinoma tubulo-lobular

Carcinoma lobular misto

Carcinoma tubular

Carcinoma cribriforme invasivo

Carcinoma com elementos medulares
Carcinoma medular
Carcinoma medular atipico

Carcinoma invasivo SOE com elementos medulares

Carcinoma mucinoso

Carcinoma com diferenciagdo em células em anel de sinete

Carcinoma metaplasico sem tipo especial
Carcinoma adenoescamoso de baixo grau
Carcinoma metaplasico fiboromatose-simile
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma de células fusiformes
Carcinoma metaplasico com diferenciagdo mesenquimal
Diferenciacdo condroide
Diferenciacdo 6ssea
Diferenciacdo em outros tipos mesenquimais
Carcinoma metaplasico misto

Carcinoma mioepitelial

Fonte: GOBBI, 2012 (37)
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Tabela 3 - Tipos tumorais epiteliais raros segundo a 42 edi¢do da classificacdo de tumores da
mama da OMS (2012)
Carcinoma com elementos neuroendécrinos

Tumor neuroenddcrino bem diferenciado
Carcinoma neuroenddcrino pouco diferenciado (carcinoma de pequenas células)

Carcinoma com diferencia¢do neuroendécrina

Carcinoma secretor

Carcinoma papilar invasivo

Carcinoma de células acinares

Carcinoma mucoepidermoide

Carcinoma oncocitico

Carcinoma rico em lipides

Carcinoma de células claras rico em glicogénio

Carcinoma sebaceo

Tumores tipo glandula salivar/anexos cutédneos
Cilindroma

Hidroadenoma de células claras

Fonte: GOBBI, 2012 (37)

Os tumores sao graduados histologicamente de acordo com a similaridade
microscopica das células malignas com o tecido mamario normal. O sistema de
graduacédo subdivide os tumores em bem (grau 1), moderadamente (grau 2) e pouco
diferenciados (grau 3), refletindo que a perda de diferenciacdo esta relacionada a

pior prognostico.

O sistema de graduacdo de Nottingham, desenvolvido h4 mais de 20 anos e
utiizado para a classificacdo do CM, leva em conta a formacado tubular, o
pleomorfismo nuclear e a velocidade de proliferacdo das células malignas (38). Um
escore parcial para cada um dos 3 critérios é conferido e os valores obtidos sao

adicionados para formar um escore final que corresponde ao grau (tabela 4).



27

Tabela 4 - Sistema de graduac¢éo de Nottingham

Pleomorfismo nuclear indice mitético* Formacao tubular
Células pequenas, uniformes 0-9 Mitoses / 10 CGA Maioria do tumor
e regulares (> 75%)
Escore 1 Escore 1 Escore 1
Moderado tamanho nuclear e 10-19 Mitoses / 10 CGA Moderada quantidade
variagdes nucleares (10%-75%)
Escore 2 Escore 2 Escore 2
Marcada variacao nuclear 20 ou > Mitoses / 10 CGA Pouca ou nenhuma
(< 10%)
Escore 3 Escore 3 Escore 3

*O namero de mitoses varia segundo a dimens&o do campo microscépico.

Fonte: TODD et al., 1987 (38)

2.6 AVALIACAO IMUNO-HISTOQUIMICA DOS CARCINOMAS DE MAMA

Os marcadores tumorais (ou marcadores biolégicos) sao substancias
presentes no tumor, produzidos por ele ou secundariamente pelo paciente, em

resposta ao tumor.

A utilizacdo dos marcadores tumorais na avaliagdo do prognéstico do CM tem
crescido muito nos ultimos anos. Muitos deles foram inicialmente identificados
através de estudos bioguimicos ou moleculares e podem agora ser localizados em
cortes de tecido utilizando material parafinado através da imuno-histoquimica. Os
marcadores incluem variedades de proteinas que estdo associadas a oncogénese e
medidores da atividade proliferativa do tumor no CM (39). A avaliacdo imuno-
histoquimica do CM é estabelecida através de um painel com RE, RP e HER2 e
Ki67.

A imuno-histoquimica introduzida nas décadas de 70 e 80 ainda trata a

maioria dos tumores com exceléncia na rotina oncoldgica. Mas observou-se que
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casos com mesmo diagnostico e estadiamento histoldégico apresentavam, muitas

vezes, desfechos clinicos marcadamente diferentes (6).

2.7 CLASSIFICACOES DOS SUBTIPOS MOLECULARES DE CANCER DE MAMA

Foi com o desenvolvimento de novas técnicas de analise molecular, a partir
da década de 90, que se iniciou um processo fundamental para desvendar as
diferencas genéticas existentes entre os diversos tumores originarios do tecido
mamario. A introducdo das técnicas de mapeamento da expressdo genética dos
tumores pela técnica de microarranjo de DNA possibilitaram a detec¢do simultanea
de milhares de genes com o intuito de criar uma matriz molecular dos CM (8).

A caracterizacao do perfil desses carcinomas, por conseguinte, tem avancado
significativamente nos ultimos anos. A separacdo prognostica atual dos tumores
mamarios leva em conta a organizacdo classica dos grupos histolégicos e o0s

subtipos moleculares, descritos inicialmente pelo grupo de Perou ha 14 anos (8).

Os estudos utilizando analise tumoral histogenética por multiplos genes (DNA
microarray) tém permitido a identificacé@o e a classificagdo dos carcinomas mamarios
de uma forma diferente da classica, que é a positividade e a percentagem de RE,
RP, HER2, P53 e Ki67 (5). Essa técnica revela, em parte, por que pacientes com
tumores de mesmas caracteristicas patolégicas (tamanho, tipo, grau e estagio)
podem mostrar evolucdes clinicas diferentes. Os estudos de DNA microarray tém
demonstrado que a heterogeneidade clinica e biolégica do CM pode ser explicada
por diferencas na composicdo genética dessas neoplasias, mesmo que parecam

muito semelhantes a luz dos classicos métodos de diagndstico e estadiamento.

Por meio da analise tumoral pela técnica molecular, é possivel identificar
diferentes carcinomas de mama dentro de um mesmo “tipo histolégico de cancer” e
delinear uma nova classificacdo baseada em grupos de genes expressos a
semelhanca do tecido mamario normal. Os primeiros estudos que utilizaram DNA
microarray demonstraram que € possivel separar carcinomas mamarios em pelo

menos cinco subgrupos, de acordo com a expressao de diversos genes
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relacionados aos receptores hormonais (estrégeno e progesterona), ao crescimento
celular (HER2 e HER1/EGFR), ao ciclo celular e a “origem no tecido mamario”
(9,40). Partindo desses elementos, o grupo de Perou formulou uma nova
classificagdo “molecular” para os carcinomas de mama em cinco subgrupos
principais: luminal A, Iluminal B, normal breast-like, HER2 e basal-like,
permanecendo ainda um grupo menor, de tumores ndo classifichveis pelos genes
testados. Dentre 0s cinco principais grupos geneéticos, o carcinoma mamario subtipo
basal apresentou um dos piores progndésticos e representou 15% dos carcinomas
mamarios estudados (9). Deve-se ressaltar que as publicacdes recentes com DNA
microarray, no inicio dos anos 2000, ndo foram as primeiras a tentar entender o
significado dos “tumores basais de mama’, pois alguns anos antes, por técnica

imuno-histoquimica, ja havia trabalhos nesse contexto (8).

E importante compreender que essa heterogeneidade celular e génica do CM
se relaciona ao grande numero de genes envolvidos no controle do crescimento, no
metabolismo, na diferenciacdo e na morte celular. Os estudos de Stingl & Calda,
sugerem que a expressdao molecular de cada tipo tumoral propicia variacfes
fundamentais de resposta aos quimioterapicos existentes (32). Os subtipos luminais
sdo assim chamados por expressarem genes presentes no epitélio luminal mamario
normal. Esses tumores representam a maioria dos CMs — quase 60% de todos os

carcinomas invasivos mamarios.

O grupo dos luminais A representa aproximadamente 40% dos CMs. Tais
tumores expressam tipicamente altos niveis de receptores hormonais para RE e/ou
RP, HER2-negativo e as citoqueratinas 8 e 18, estas Ultimas caracteristicas das
células normais do epitélio luminal mamario. Os tumores classificados como luminal
A apresentam maior sobrevida quando comparados a outros CMs. Pode-se apontar
como um dos motivos de melhor progndstico desse subgrupo a capacidade de o
tamoxifeno (droga antiestrogénio) agir especificamente nas células tumorais ricas
em RE.
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O segundo subtipo, o luminal B, representa aproximadamente 20% dos CMs
e inclui 2 subtipos: HER2 positivo e HER2 negativo. Os luminais B HER2 positivos
expressam RE, superexpressam HER2 e sao classificados como Iluminais B,
independentemente do Ki67 ou RP. Os luminais B HER2 negativos sdo RE
positivos, HER2 negativos e apresentam pelo menos umas das seguintes
caracteristicas: alto Ki67 (> 14%), RP positivo®4.

Um terceiro subtipo sdo os chamados HER2 superexpressos e representam
até 15% de todos os tumores da mama. Sua composicao é bastante peculiar. Esses
tumores apresentam superexpressao do proto-oncogene do receptor-2 do fator de
crescimento epidérmico humano (HER2) e sdo negativos para o0s receptores
hormonais (9). O prognéstico desses tumores se alterou substancialmente ha
aproximadamente duas décadas. No inicio da década de 1990 foi desenvolvido um
anticorpo monoclonal anti-HER2-humanizado, chamado trastuzumab (Herceptin®), o
qual se liga com grande afinidade ao dominio extracelular do HER2. Essa
medicacédo inibe a transmissao de sinais de estimulacdo ao crescimento das células

tumorais (9).

O outro subtipo molecular chama-se basal-like. Analises preliminares indicam
que essas neoplasias representam de 15% a 20% dos carcinomas mamarios. Sabe-
se que, em geral, esse tipo tumoral ndo expressa citoqueratinas do epitélio luminal,
receptores hormonais, e tampouco expressa HER2. Seu padrdo de expressao
molecular é positividade ao receptor EGFR e/ou as citoqueratinas basais (CK 5/6,
CK14, CK17)(15). Ainda que sejam entidades distintas, ndo estdo plenamente
elucidadas as diferencas entre esses tumores e os chamados triplo-negativos, ou

seja, aqueles que nao expressam RE, RP e HER2 (41).

O chamado grupo normal breast-like ndo é ainda considerado um subtipo,
visto que ndo ha uniformidade no padréo de expressdo desses tumores. Estudos
guestionam a existéncia dessa entidade, pois essas neoplasias podem, inclusive,
representar amostras de tecidos mamarios normais equivocadamente classificadas
nos bancos tumorais. De qualquer maneira, € prudente aguardar os resultados das
muitas pesquisas atuais a respeito do espectro génico e do prognostico desse grupo
de tumores (40,42).
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Os subgrupos moleculares dos carcinomas de mama foram descritos pelos
autores citados na tabela 5 (9,15,40,43,45-46). Ainda permanecem muitas davidas
qguanto a classificacdo molecular desses tumores. Nao existe uma uniformidade na

interpretacdo dos autores a respeito dos resultados de muitos estudos.

Tabela 5 - Subtipos moleculares de cancer de mama com seus respectivos fenotipos

Subtipos Fenotipos Autores

Perou, 2011(40)
Carey, 2007(43)
Nilsen, 2004 (15)

Perou, 2011(40)
Brenton, 2005 (9)

Perou, 2011(40)
Sorlie, 2001 (46)
Cheang, 2009 (45)
Untch, 2013 (44)

Perou, 2011(40)
Sorlie, 2001(46)
Cheang, 2009 (45)

RE-/ RP-/ HER2- ou +/

Basal-like (15%-20%) CK 5. 6. 14.17+/EGFR+

HER2-overexpressed (10%-15%) RE-/ RP-/ HER2+

RE+ e/ou RP+/ HER2-
Luminal B (20%) Ki67 > 14%
RE+ HER2+

RE+ e/ou RP+/ HER2-

Luminal A (40%) Ki67 < 14% CK 8 e 18

Normal-breast-like Sem identificagao Perou, 2011(40)

2.8 CARCINOMAS DE MAMA TRIPLO-NEGATIVOS E BASAL-LIKE

O termo CMTN é utilizado para identificar agueles carcinomas mamarios que
se mostram ao exame imuno-histoquimico negativos para 0s receptores de
estrogénio, progesterona e HER2 (7). Estudos especificos sobre o subtipo triplo-
negativo demonstraram que esse € um grupo heterogéneo de tumores de mau
prognostico, com diferentes fatores de risco, apresentagfes clinicas, padrdes
histopatolégicos, comportamentos clinicos e respostas a quimioterapia, quando
comparados com 0s carcinomas mamarios positivos para estrogénio e progesterona
(7,47).

Estima-se que em torno de 10% a 17% das mulheres com CM apresentam

tumores triplo-negativos. Esses valores variam dependendo dos critérios utilizados
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para definir positividade dos receptores hormonais e do HER2 (7,13). Em sua
grande maioria, 0s carcinomas triplo-negativos desenvolvem-se em pacientes mais
jovens (abaixo dos 50 anos) e sdo mais prevalentes em mulheres afro-descendentes
(11,48,49) e nas portadoras de mutacdes nos genes BRCA 1 e 2 (12). Um estudo de
2010 analisou uma populacéo brasileira com CM, mostrando maior prevaléncia do
fendtipo triplo-negativo em afro-descendentes, quando comparadas com mulheres
brancas (49).

O pico de recidiva dos carcinomas CMTN parece ocorrer entre o primeiro e o
terceiro ano apos o diagndstico, e boa parte dos pacientes morre apés cinco anos do
tratamento inicial, o que é acentuadamente diferente do comportamento clinico
esperado para os casos de carcinomas estrégeno-positivos (13,17,50). Por outro
lado, passados os primeiros cinco anos, o subtipo triplo-negativo parece ter menor

chance de recidiva que os carcinomas estrogeno-positivos (13,51).

A maioria dos carcinomas triplo-negativos do ponto de vista histopatolégico é
de alto grau, grau 3 da classificacdo Nottingham (12,13,52). O indice proliferativo
médio (Ki67) é de 35%, variando de 10% a 90%®®). Pela classificacédo histoldgica,
pode-se, todavia, perceber claramente a heterogeneidade deste grupo, pois
carcinomas metaplasicos, mioepiteliais e adenoidecisticos também sao

preferentemente triplo-negativos (9).

De acordo com o site de pesquisa Web of Science, foram publicados 1.523
artigos a respeito desse grupo de canceres de 1993 a janeiro de 2012 (53). O termo
triplo-negativo pela primeira vez apareceu na literatura médica em um abstract
encabecado por Lysa Carey em 2004, o qual foi apresentado no 27th Annual San

Antonio Breast Cancer Symposium .
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Essa pesquisa foi posteriormente publicada em 2007 e relatou a diferenga de
resposta aos quimioterapicos neoadjuvantes entre os subtipos CMTN e os HER2+. A
maioria dos pacientes que expressavam HER2+ respondeu completamente a
guimioterapia. Ainda assim, aqueles que eram CMTN e HER2-negativos tinham pior

prognosticos (43).

Inicialmente o grupo de neoplasias chamado triplo-negativo foi reconhecido
como sinénimo para fenotipo basal-like, grupo este descrito por Perou et al., no ano
de 2000 (8). Dent et al.,, em 2007, concluiram que a maioria dos tumores triplo-
negativos apresenta fenétipo basal-like e que a maioria dos tumores basal-like era

classificada como triplo-negativa (13,52).

Os tumores basal-like representam 10% a 25% de todos o0s tumores.
Contudo, cerca de 50% a 75% dos tumores de células basais apresentam expressao

molecular triplo-negativa (15).

TNs + Basais

Figura 4 - Diagrama esquematico dos tumores triplo-negativos versus basal-like

Admite-se que os tumores basal-like sdo derivados de um tipo de célula em
estagio posterior de desenvolvimento do tecido mamario ao das células-tronco da
mama (32). Sabe-se que essas neoplasias sdo marcadas pela expressao de varios
genes expressos nas células mioepiteliais ou basais e sdo negativos para
receptores: RE-/ RP-/ HER2 e positivos para citoqueratinas basais Ck 5/6, 14,17+/
EGFR+ e/ou c-kit (15). No entanto, analises do subgrupo basal-like revelaram que
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em torno de 15% a 54% desses tumores expressam pelo menos um dos

marcadores hormonais ou HER2 (42).

Estudos indicam que pacientes com tumores triplo-negativos do subtipo
basal-like apresentam tempo de sobrevida livre de doenga menor do que o0s
pacientes que nao expressam o0s marcadores do tipo basal (10). A maioria dos
tumores triplo-negativos exibe histologia ductal invasiva, alto grau histolégico, maior
tamanho tumoral, alto indice de recidiva entre 1 e 3 anos e tendéncia de

desenvolvimento de metastases viscerais (13).

Os estudos de Haffty et al., em 2006, sugerem que, apesar do uso de
quimioterapia neoadjuvante, o prognéstico dos tumores triplo-negativos é ruim. As
figuras 5 e 6 mostram os piores resultados dos carcinomas triplo-negativos quando

confrontados com os demais tumores da mama (12).

100 +
£ 90
©
2
5 80;
2 70 - m— Qthers
% — Triple Negative P =.047
S 601
o
50 T T . . .
0 1 2 ) 4 5]

Cause-Specific Survival (years)

Figura 5 - Mortalidade dos tumores triplo-negativos ao longo dos anos
Fonte: HAFFTY et al., 2006 (12)
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Figura 6 - Tempo livre de metastases dos tumores triplo-negativos ao longo dos
anos

Fonte: HAFFTY et al., 2006 (12)

Os tumores triplo-negativos, por serem agressivos e de pior prognostico,
despertam especial interesse para o desenvolvimento de alternativas de tratamento

menos invasivas e que aumentem a sobrevida das pacientes acometidas (12,17).

Os tumores triplo-negativos respondem a quimioterapia adjuvante em 69% e

ao tamoxifeno em 7,3% (12).

O estudo de Carey et al., em 2007, relatou uma sensibilidade importante
desses tumores aos tratamentos neoadjuvantes — doxorrubicina e ciclofosfamida
(43). A resposta a quimioterapia pré-operatéria foi indicada como um forte fator
preditivo de sobrevida nas pacientes com esses tumores (47).

Ainda ndo ha uma completa diferenciacdo entre os carcinomas triplo-
negativos e aqueles do subtipo basal-like. Aproximadamente 70% dos tumores
basal-like tém expressdo molecular semelhante a dos triplo-negativos. Esses dois
grupos se sobrepdem em alguns pontos, tais como pior progndéstico e mau resultado

as terapias-alvo (15).
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Mais recentemente, Lehmann et al. descreveram seis subtipos de carcinomas
triplo-negativos usando andlise de expressdo génica: basal — 1, basal - 2,
imunomodulador, mesenquima-like, ceélulas-tronco mesenquimais e um luminal
androgénico (54). A importancia translacional dessa subclassificacdo dos CMTNs foi
reportada por Masuda et al., que mostraram gque a determinacéo do subtipo tumoral
através da classificacdo de Lehmann pode servir como preditor independente de

resposta patolégica completa (PCR) em pacientes com CMTN (55).

Em resumo, as neoplasias triplo-negativas constituem um grupo de tumores
marcadamente heterogéneo em sua classificacdo clinica e histolégica. Ainda ha
muitas questdes praticas a serem solucionadas, incluindo os critérios classificatérios
desses tumores. Atualmente, € aceita a ideia de que os tumores triplo-negativos néo

representam um subtipo, e sim uma caracteristica fenotipica (41).

2.9 ACAO DOS ANDROGENOS E RECEPTORES ANDROGENOS NA MAMA

Agonistas de androgenos como a testosterona e a deidroandrosterona (DHT)
tém a funcdo de ligar-se ao RA intracelular (56,57). O RA é localizado junto com
receptores de estrogénio e progesterona nas células epiteliais mamarias, mas néo é
normalmente detectado no estroma mamario ou mioepitelio (58). A co-expresséo do
receptor de RE e RA nas células epiteliais mamarias sugere que os efeitos do

estrogeno e andrégeno de proliferacao epitelial mamaria estao integrados.

O gene do RA estd localizado no cromossomo X, ndo havendo alelo
correspondente em Y, portanto ele funciona como gene de cépia Unica. Isto foi
demonstrado pela completa perda do efeito de andrégenos em individuos XY que
apresentam mutacdo inativadora de RA (59). Curiosamente, o produto do gene
BRCAL1 foi identificado como um coativador de RA (60). A proteina BRCAL vincula-
se ao RA e potencializa os efeitos mediados pelo RA, sugerindo que mutacfes em

BRCAL podem atenuar efeitos androgénicos (61).
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Os sinais dos androgénios e estrogénios sao transmitidos através dos
receptores nucleares. Seus ligantes tipicos sdo os hormonios lipofilicos esteroides,
como a testosterona, progesterona e cortisol. O hormonio testosterona que passa
através da membrana plasmatica, por difusdo passiva, alcanca o receptor DHT e

inicia a transcricdo de certos genes e, portanto, a producgédo protéica (57)(figura 7).

Ha duas formas principais de receptores estrogénicos (ERa e ERP),
transcritos por genes somaticos, e uma forma de receptor androgénico (AR) que é
transcrito a partir de um unico gene localizado no cromossomo X, na regidao Xq 11-
12. Alguns estudos tém demonstrado que receptores do tipo ERa e AR agem mais
como potencializadores de longo alcance do que como promotores de transcricao
génica, podendo atuar na regulacdo e expressdo de RNA ndo codificante e
representando um meio importante através do qual esses receptores atuam na
transcricdo génica durante o desenvolvimento normal e a progressdo de doencas
(59).

cytoplasm

PROTEIN
testosterone @ (androgenic effect)

Figura 7 - Andrégeno e receptor andrégeno
Fonte: Meehan e Sadar, 2003 (62)
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O gene do receptor de andrégeno esta organizado em 8 éxons, separados
por introns que inicia em 5 e termina em 3" (19). Sua regido codificante apresenta,
aproximadamente, 2.757 pares de bases, traduzindo uma proteina de 919
aminoacidos. A proteina AR apresenta trés dominios funcionais: dominio de
regulacao transcricional (aminoterminal TAF), dominio de ligagdo ao DNA (DBD), e
dominio de ligacdo ao esteroide (LBD). O dominio aminoterminal possui repeticdo
dos aminoacidos glutamina, cujo numero pode variar. O dominio de ligacdo do
esteroide representa o local onde ocorre o maior nimero de mutacfes (cerca de
55% das descritas nesse gene). O local situado entre o dominio de ligacdo do DNA
(DBD) e o dominio de ligacéo ao esteroide (LBD) representa uma regido flexivel da

proteina, necessaria para passagem do AR do citoplasma para nucleo (57) (figura 8).

5 B -2-3- 4 -5-6-7-8 3
(CAG)a

1 W TAF DBD LBD 919
(GLn)n

Figura 8 - Desenho esquematico do gene do receptor andrégeno (topo) e da
proteina (abaixo).

[O local de repeticéo trinucleotideo polimérfica (CAG) é indicado em verde a esquerda.
Transativagdo da fungéo (TAF), os dominios DNA-binding (LBD) séao rotulados (9]

Fonte: DIMITRAKAKIS, 2009 (19)

O RA é da familia dos receptores esteroides, que incluem também os
receptores de estrogénio e progesterona. O RA tem um numero de ligantes,
incluindo os ligantes endégenos DHT (deidroandrosterona) e T (testosterona), bem

como uma variedade de agonistas e antagonistas sintéticos (63).

Os estrogénios estimulam, enquanto o0s andrégenos inibem o
desenvolvimento mamario, independentemente do sexo genético (19). Evidéncia

clinica sugere que androgenos normalmente inibem o crescimento da mama e de
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proliferacdo epitelial mamaria. Muitos tecidos femininos, incluindo as mamas,
possuem receptores de androgénio funcionais. Embora grande parte seja
transformada em estrogénios, os androgenos sdo 0s principais hormdnios sexuais
circulantes em mulheres e podem atuar diretamente sobre receptores de

androgénio.

Durante a fase folicular, os niveis de estradiol baixam, enquanto os niveis de
testosterona se mantém constantes, periodo no qual ha a maior taxa de apoptose
nas células mamarias. Na fase IUtea, o nivel sérico do estradiol permanece elevado,
enquanto a testosterona retorna a niveis baixos. A proliferacdo das células epiteliais

da mama é maior durante a fase lutea do ciclo menstrual.

ApOs a menopausa, 0s niveis de estradiol caem quase 10 vezes, enquanto 0s
niveis de testosterona caem aproximadamente 1,5 vez. Na auséncia de estimulacéo
por estrogénio, o tecido mamario pds-menopausico tende a reduzir lenta e
progressivamente devido a atrofia do tecido glandular e fibrose do estroma pela falta
de oposicdo ao androgénio circulante (64). Esse conceito é sustentado pelo fato de
gque uma reducdo acelerada do tecido mamario acontece quando doses
farmacoldgicas de androgénio sdo administradas em mulheres que realizam troca de
sexo (65). O tratamento convencional de estrogénio, aumenta a estimulagdo da
mama e, possivelmente, o risco de cancer. A adicdo de testosterona ao regime de

terapia hormonal normal pode diminuir o estrogénio e o risco de CM (19,21).

Embora a mama sofra influéncia dos hormdnios circulantes, ela possui acéo
enddcrina complexa, ja que algumas células tém a capacidade de metabolizar os
esteroides circulantes, transformando a testosterona em 17-beta-estradiol e DHT
através das enzimas aromatase e 5-alfa-redutase, respectivamente. Portanto, a
influéncia da testosterona circulante no potencial proliferativo das células mamarias
€ dependente, em parte, da expressao dessas enzimas no tecido mamario. A agcao
da aromatose no tecido mamario é particularmente importante em mulheres na pos-
menopausa, sendo a principal fonte de estradiol. A atividade anormalmente elevada
da aromatose pode contribuir para a carcinogénese mamaria. Alguns modelos
animais demonstraram que, ap0s a remocdo dos ovarios para simulacdo de
menopausa, a testosterona tende a ser transformada em estradiol na mama quando

ndo ha administracdo de estrogénio. Ja na administracdo de estrogénio e



40

testosterona, a testosterona acaba sendo convertida em DHT e esta, por sua vez,
tem efeito antagbnico ao estrogénio na mama (66).

2.10 RECEPTOR ANDROGENO E CANCER DE MAMA

O RA é expresso em até 75% dos CMs, embora esse percentual tenha
variado entre os estudos de 35% a 75%. Essas taxas de expressao sao superiores a
da expressao de RE ou RP em pacientes de CM, no entanto o papel do RA no CM
nao foi examinado em detalhes como foi o de RE e o de RP (67).

No inicio de 1970, foi relatada a importancia das a¢cdes do andrégeno no CM
em linhagens celulares (68). Numero crescente de estudos tem examinado e
indicado que as a¢bes do androgeno através do seu receptor expresso nas células
de CM desempenham papel importante na biologia e no comportamento clinico.
Portanto, o potencial da manipulacdo dos androgénicos através do RA em células de
CM poderia desempenhar algum papel terapéutico em pacientes com CM que
expressam RA (67,69).

Uma é&rea de preocupacao continua é a nocao de que a exposicdo de
excesso de andrégenos pode aumentar o risco de CM em mulheres (70). O uso de
androgenos em mulheres aumenta o risco para CM, contra a evidéncia de que
andrégenos protegem a glandula mamaria da estimulagédo induzida por horménio
(70).

O tratamento de mulheres com suplementacao de testosterona para remediar
o desejo sexual hipoativo é uma area de grande interesse neste momento. Embora
pareca evidente que o tratamento com testosterona aumenta a atividade sexual, a
relagdo risco-beneficio desse tratamento ainda ndo esta clara. Receptores
androgenos estao incluidos em tecidos mamarios tanto em homens como em
mulheres. Assim, o tratamento de testosterona para melhorar a funcéo sexual pode

ter efeitos colaterais em diversos tecidos (21).

Dados experimentais sugerem que 0s esquemas de tratamento convencional
com estrogénio, como contraceptivos orais (CO) e terapia hormonal, tém como
consequéncia a proliferacdo epitelial maméaria e, assim, potencialmente, risco de

CM. Isto ocorre devido a supressdo das gonadotrofinas pelo tratamento de



41

estrogénio exdgeno resultando na esteroidogénese ovariana e reduzindo estrégeno
e andrégeno. Além disso, estrégenos estimulam a producdo hepéatica do horménio
sexual globulina (SHBG), que se liga a testosterona, reduzindo a biodisponilibidade
de androgénio. Como resultado desse duplo efeito, os niveis de testosterona total
estdo reduzidos em mulheres que tomam contraceptivos orais ou suplementacgéo de

estrogénio na insuficiéncia ovariana (21).

2.11 PREVALENCIA DO RECEPTOR ANDROGENO NOS CARCINOMAS DE
MAMA TRIPLO-NEGATIVOS

Nos ultimos anos, varios alvos de interesse relativamente aos carcinomas
mamarios triplo-negativos foram estudados, incluindo o receptor de androgénio (RA)
e a E-caderina (71,72).

Aproximadamente 10% a 15% dos CMTNs expressam RA (73). Outros
autores identificaram tumores de fendtipo ndo basal RE- RA+ e 0os denominaram
como subtipo molecular apécrino (74).

A frequéncia global de RA nas células de carcinoma varia consideravelmente
entre os estudos, de 0% a 53% de todos os pacientes do CMTN, utilizando um ponto
de corte de 10% para definir a positividade de RA (67,71,75). O critério para
positividade de RA é variavel e diversos autores usaram uma percentagem de
positividade nuclear variando entre > 1% a 75% no nucleo das células (75—
79)(tabela 6). Em outros estudos de CMTN, a expressao de RA parece ser mais
baixa, em torno de 25% e 35% (80,81).

Potenciais fatores de confusdo quanto as diferentes prevaléncias relatadas de
RA no CMTN incluem: o subtipo, a progressao da doenca, estudos de coorte com
problemas metodoldgicos, a preparacdo dos tecidos, métodos de recuperacdo do
antigeno, variacdes de anticorpos e diferentes tipos de coloracdo e critérios de
positividade (67).



Tabela 5 - A percentagem da positividade de receptor andrégeno encontrada por diferentes autores

Autor Referéncia Ano  Tipo de Cancer Proporgéo %RA+CMTN Associacdo entre a Pais Anticorpo Diluicdo Recuperacdo
de mama com CMTN (%total RA+) expressado do RA e os anti AR antigénica
resultados clinicos clone
em cancer CMTN
Tsutsumi 76 2012 CDIS/CDI 51/325 (15%)  41% (85%) _b* Japao Dako 1100 HEAT EDTA
Qi 77 2012 Carcinoma 158/980 (16%) 53% (77%) _b* China Maixin AR441  Produto EDTA-Water
invasivo P/uso Bath
Loibil 75 2011 Na&o especificado 111/673 (17%) 21% (53.2%) Melhor sobrevida Alemanha  Biogenix 1150
(lobular e ductal) Clone 139.4.1
Choi 78 2011 ILC 8/117 (16%) 12% (49%) _b* Coreia Dako AR 441 1100
Park 79 2011 Carcinoma 156/931 (16%) 13% (58%) Sem efeito significativo ~ Coreia Dako AR 441 Microwave
invasivo citrate

* b: N&o foi avaliado
Fonte: McCNAMARA, 2013 (67)

A7
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2.12 EXPRESSAO DO RECEPTOR ANDROGENO EM DIFERENTES TIPOS
HISTOLOGICOS DO CARCINOMA DE MAMA TRIPLO-NEGATIVO

Entre os casos de CMTN, o carcinoma ductal invasivo tipo ndo especial da
OMS tem sido o tipo histologico mais intensamente investigado, variando a
positividade de RA de 1% a 39% (67).

No entanto, a prevaléncia de expressao de RA no carcinoma lobular invasivo
triplo-negativo tem sido escassamente investigada. Uma explicacdo é que o fendtipo
do CMTN no carcinoma lobular invasivo ocorre menos frequentemente do que no
carcinoma ductal, e sdo relativamente baixas as taxas de positividade de RA
(12,5%). Os carcinomas lobulares triplo-negativos apresentam caracteristicas
clinicopatoldgicas distintas dos ductais triplo-negativos, tais como maior frequéncia
em mulheres idosas, maior tamanho e grau histolégico, histologia pleomorfica e

expressédo aumentada de vimentina, CK5, p16, p53 e c-kit (82).

2.13 LINHAGENS DE CELULAS DE CARCINOMA DE MAMA TRIPLO-
NEGATIVAS E A EXPRESSAO DO RECEPTOR ANDROGENO

Desde a publicacdo de Perou et al. sobre os perfis moleculares do carcinoma
de mama em 2000 (8), vérias tentativas foram feitas para caracterizar linhagens de
células de CM usando os mesmos perfis moleculares (83,84). Até 0 momento, ha um
namero limitado de estudos verificando a expressao de RA em linhagens de células
triplo-negativas. Os modelos de linhagens celulares positivas para RA estédo

resumidos na tabela 7.



44

Tabela 6 - Resumo dos modelos de linhagens celulares positivas para receptor androgen

Linha Classificacdo da expresséo génica ) .
) Tumor de origem RA+ Avaliado
celular origem
Subtipo CMTN  Subtipo molecular
MCF10A Doenca fibrocistica + ATTC
HCC1937 Basal(BL1) HER2 Carcinoma ductal + ATTC
HCC1957 Carcinoma ductal + ATTC
) Carcinoma lobular
HCC2185 LAR*(LAR) Luminal A . + ATTC
metastatico

] Carcinoma metastéatico
MDAMB453 LAR*(LAR) Luminal A ) + ATTC
adenocarcinoma

MFM223 LAR*(LAR) Luminal A/B Adenocarcinoma + DSMzZ
SUM185PE LAR*(LAR) Luminal A Carcinoma ductal + Asterand
CAL148 LAR*(LAR) Luminal A Adenocarcinoma + DSMZz
HCC38 Basal(BL1) N&o classificado Carcinoma ductal +Hraco ATTC
- Carcinoma ductal
BT20 N&o classificado HER2 _ ) - ATTC
invasivo

*LAR: luminal androgénico

Fonte: LEHMANN et al., 2011 (54)

Os principais achados sobre o papel do receptor andrégeno no CMTN vieram
dos estudos de linhagens celulares publicados pelo grupo de Lehamnn et al. (54).
Os autores demonstraram que, além da linhagem de células MDA-MB-453, quatro
outras linhagens celulares (SUM185PE, HCC2185, MFM223 e CAL148) tinham um
perfil de gene correspondente ao grupo luminal androgénico (LAR) nos tecidos de
CM. Quantificacdo de RA nessas linhas de células confirmou que todas
expressaram relativamente altos niveis de mRNA e altos niveis de expresséo de
proteinas de RA, semelhantes aos das células de MD-MBA-453 (54). As células
MDA-MB-453 sdo uma das linhagens mais extensivamente usadas no estudo in vitro
do RA. No entanto, apesar da ampla utilizacdo da linhagem celular MDA-MB-453, ha
caracteristicas que néo sdo necessariamente paralelas as das células de pacientes
com CMTN.

Outro estudo utilizando a linhagem celular MDA-MB-453 demonstrou que 0s

androgenos modulam processos biologicos importantes, incluindo proliferacéo
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celular (83). Linhagem celular MDA-MB-453 é receptor andrégeno positiva e triplo-
negativa em relagcdo ao receptor de estrogénio a, progesterona e HER2. Outros
estudos confirmaram os altos niveis de expressao de RA nessa linhagem de células
MDA-MB-453 (83). Em outras linhagens de células triplo-negativas, como HCC1137,
HC1954, BT483, MB-231, BT-549, MCF-10A e, em menor medida, HCC38, os
resultados da expresséo foram inconclusivos (54).

Estudos posteriores nas linhagens de células MFM223 e SUM185PE também
demonstraram o papel dos androgenos na proliferacdo e formacéo de tumores (54).
Esses resultados todos sugerem que andrégenos podem estimular a proliferacédo de
pelo menos duas linhas diferente de células CMTN.

Doane et al., em 2006, fizeram andlise genémica de 99 amostras teciduais de
CM e 8 linhagens celulares com o objetivo de estudar subtipos moleculares e
possiveis novos alvos terapéuticos. Os autores avaliaram um novo grupo de tumores
RE(-)/RP(-) com expressdo paradoxal de genes diretamente relacionados ao RE,
incluindo SPDEF, FOXA1l, XBP1l, CYB5, TFF3, NAT1l, APOD, ALCAM e RA
(p < 0,001). Essa assinatura genética foi identificada na linhagem celular MDA-MB-
453 que demonstrou atividade proliferativa frente a andrégeno, porém independente
do RE (80).

Embora muitas linhagens de células expressando RA estejam associadas a
uma resposta proliferativa apdés estimulagdo androgénica, a administracdo de
androgénio ou acetato de medroxiprogesterona em linhas de células de MFM223

resultou em proliferacédo celular reduzida (85).

Além dos estudos utilizando linhagens celulares RA-positivas, transfeccéo de
genes de RA em linhas de células de carcinoma de mama RE/RP negativas foi
utilizada para avaliar o papel do RA no CMTN (80). Os resultados sugerem inibicao
do crescimento celular em resposta a sinalizagdo do RA, mas, como em outros
modelos celulares, existem limitacdes importantes na inferéncia da sua relevancia

clinica ou biologica em modelos de células transfectadas.
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2.14 ACOES DICOTOMICAS DOS ANDROGENOS EM CARCINOMAS DE MAMA
TRIPLO-NEGATIVOS

A descoberta da classificacdo gendémica do CM (8) despertou o interesse pelo
receptor androgeno no CMTN (7). Esse subgrupo foi definido pela presenca de RA e
negatividade para RE e RP e foi posteriormente denominado subtipo apdcrino
molecular (76). A relevancia biolégica do RA nesse grupo permanece controversa

até hoje.

Numerosas hipdteses tém sido sugeridas para as funcbes do receptor
androgeno, incluindo funcdo supressora ou como um incentivador de crescimento
tumoral (76,83). Diferenciacdo apdcrina (metaplasia) € frequentemente observada
no epitélio mamario, no entanto, carcinomas apdécrinos sao raros, constituindo
menos de 5% de todos os carcinomas da mama. Lesbes apdcrinas da mama sao
caracterizadas pela superexpressao do receptor de androgénio AR, juntamente com
a perda de ER-a e PR (76).

A identificacdo do subtipo apocrino do CM e o reconhecimento de que AR é o
receptor esteroide dominante nesse subtipo (AR+ERa-) fez crescer o interesse sobre
0 papel desse receptor no CM e seu potencial manejo terapéutico. Alguns estudos
demonstraram a similaridade entre CM apdcrino e céancer de prostata,
principalmente pela permutacéo funcional das vias de sinalizacdo de AR e HER2 no
CM e das células androgenodependentes LNCaP no cancer de préstata (66). Esses
estudos demostraram que o RA pode desempenhar um papel oncogénico potencial
em carcinomas de mama estrogeno-negativos e a necessidade da molécula FOXA-
1A como cofator para ligacdo do RA ao DNA (66).

2.14.1 Auséncia de efeito protetor

Varios estudos clinicos analisaram os efeitos da expressao de RA nas células

de CMTN, mas n&o conseguiram detectar quaisquer correlacdes significativas.
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Peters et al.,, em 2009, examinaram uma coorte de 58 carcinomas de mama
negativos para RE utilizando um microarray tecidual (84). Nesse trabalho, o RA nao
teve significado na sobrevida dos pacientes examinados. Esse achado contrastou
com os casos RE positivos, onde a presenca de receptor de estrogénio resultou em

vantagem de sobrevida (84).

Park et al., em 2011, avaliaram o efeito da expressdo de RA em uma série de
casos de CM invasivo (n = 931) entre os quais havia um subgrupo de 176 CMTN. Ao
examinarem esse subgrupo, os autores ndo encontraram nenhum efeito significativo

do RA em resultados clinicos (79).

2.14.2. Efeito protetor

Agoff et al., em 2003, realizaram um estudo para analisar a expressao de AR
em um subgrupo de pacientes com tumores predominantemente RE negativos e
correlacionar com dados clinico-patoldgicos (81). Foram selecionados, entre junho
de 1990 e julho de 2002, 88 casos aleatoriamente, sendo 69 ER negativos e 19 ER
positivos, com painel prognostico semelhante (ER, PR, HER2, Ki67, e p53), a partir
dos arquivos do Departamento de Patologia da Universidade do Washington Medical
Center, Seattle. Os pacientes tinham média de 54,9 anos (26-91 anos), 31 dos 88
(35%) tinham menos de 50 anos e 37 (42%) estavam na pré-menopausa. Dos
casos, 84 foram biopsias de carcinomas primarios de mama e 4 eram amostras de
bidpsia de doenca metastatica. A maioria dos tumores era carcinoma ductal (n = 75),
com alguns lobulares (n = 7) e alguns carcinomas lobulares pleomorfos (n = 4). A
maioria dos tumores (58/86 — 67%) era de alto grau e pouco mais da metade dos
tumores primarios apresentavam metastase linfonodal no momento do diagndstico
(43/76 — 57%). Nos tumores RE negativos, a expressao de AR foi associada com
aumento da idade (p = 0,02), estado pds-menopausa (p < 0,001), menor grau
tumoral (p = 0,03), tumor de menor tamanho (p = 0,03) e superexpressdo de HER2
(p = 0,003). A falta de expressdo AR mostrou uma tendéncia de associagdo com a
alta expressdo de Ki67 e com gravidez (apenas 1 de 6 mulheres gravidas tinha

tumor RA positivo), mas essas tendéncias ndo foram estatisticamente significativas
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(p = 0,06 e p = 0,10, respectivamente). Nos tumores RE positivos, a expresséo de
AR foi associada com positividade RP (p = 0,03) e mostrou uma tendéncia de
associacdo com a falta de superexpressdao de HER2, embora ndo tenha sido
estatisticamente significativa (p = 0,06). A presenca do receptor AR mostrou-se
fortemente correlacionada com positividade para RE: 17 de 19 (89%) canceres de
mama ER positivos foram positivos para AR, em comparacgdo com apenas 34 de 69

(49%) tumores de mama ER negativos (p = 0,002).

O seguimento foi completo para 66 mulheres (75%), incluindo 57 de 69 (83%)
com tumores ER negativos. O acompanhamento apds o tratamento variou de 4 a
120 meses, com média de 25 meses. Durante esse periodo, 21 de 25 (84%)
pacientes com tumores ER negativos e AR positivos permaneceram livres da
doenca, enquanto que apenas 17 de 32 (53%) mulheres com ER negativos e AR
negativos foram livres de doenga. Das 57 mulheres com tumores ER negativos, 19
(33%) apresentaram recidiva da doenca: 15 das 32 (47%) com tumores AR
negativos, mas apenas 4 de 25 (16%) com tumores AR positivos. Nenhuma das
mulheres com tumores ER negativos AR positivos morreram da doenca, mas 4 com
tumores ER negativos AR negativos morreram da doenga. Os dados de
acompanhamento de mulheres com tumores ER positivos eram muito escassos (9
de 19 pacientes) para afirmar conclusfes. Na andlise de regressdo univariada de
Cox para sobrevida livre de doenca em pacientes com tumores ER negativos, as
com tumores AR positivos tinham apenas 33% do risco de recorréncia em
comparacao com as pacientes com tumores AR negativos (p = 0,049; ODDS ratio,

intervalo de confianga de 95%, 0,1-1,0).

N&o est4 claro se essa diferenca na sobrevida livre de doenca € indicativa de
uma natureza mais indolente dos tumores AR positivos ou se ela reflete a
sensibilidade ao tratamento, mas nenhum desses pacientes recebeu terapia

antiestrogénica ou antiandrogénica (81).

Luo et al., em 2010 (86), em um estudo de caso - controle, avaliaram 137
pacientes com CMTN, submetidas a resseccdo cirdrgica e que ndo realizaram
quimioterapia nem radioterapia pré-operatoria- Todas eram mulheres de 25 a 80
anos (média de 49). O objetivo do estudo foi investigar a expressao de RA no CMTN

e verificar sua correlagdo com as caracteristicas clinicas, patoldgicas e prognéstico.
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A expressdo de RA nos casos de CM foi avaliada através da porcentagem de
células positivas (< 1% obteve escore 0; > 1 -< 25%, escore 1; > 25 -< 50% escore 2,
> 50 - < 75% escore 3; > 75%, escore 4) e intensidade da coloracdo (expresséo
fraca (+) com coloracédo fraca em amarelo obteve escore 1; expressao forte (+++)
com coloracdo amarelo-forte a marrom, escore 3; expressao, moderada (++) com
coloracdo entre amarelo e amarelo-forte, escore 2). O escore integrado representa
o produto entre os escores de coloracdo e a percentagem de células positivas (= 2
representa um resultado positivo, <1 representa um resultado negativo). Trinta e oito
das 137 pacientes CMTN apresentaram moderada expresséo de RA, enquanto 110
das 132 pacientes ndo CMTN apresentaram expressdo de AR de forte intensidade
(p < 0,001). A expressao de AR mostrou correlacdo com o estado pos-menopausico,
grau histologico 3 e auséncia de metastases linfonodais em pacientes com tumores

triplo-negativos, achados nao encontrados no grupo controle (86)(tabela 8).



Tabela 7 - A relagao entre RA e caracteristicas clinicopatolégicas em pacientes CMTN e ndo CMTN

Caracteristica CMTN Ndo CMTN
clinicopatolégica Casos . AR _ p Casos . AR _ D
Idade (anos) 0,390 0,483
<50 73 18 55 63 51 12
<50 64 20 44 69 59 10
Estado menstrual 0,009 0,310
Pré-menopausa 75 14 61 64 53 8
P&6s-menopausa 62 24 38 71 5 14
Tamanho do tumor 0,702 1,000
T1+T2 83 24 59 102 85 17
T3+ T4 54 14 40 30 25 5
Metastases linfonodais 0,005 0,483
N&o 71 24 44 69 59 10
Sim 66 11 55 63 51 12
Estagio 0,423 0,468
| 28 10 19 29 25 4
1] 54 16 38 58 50 8
1] 55 12 43 45 35 10
Grau tumoral 0,023 0,099
I+ 48 19 29 57 44 13
] 89 19 70 75 66 9
Necrose tumoral 0,406 0,713
Nao 113 33 80 117 100 17
Sim 24 5 19 15 10 5
Invaséo vascular 0,403 0,095
Nao 117 34 83 116 99 17
Sim 20 4 16 16 11 5
VEGF 0,460 0,115
Negativo 58 18 40 56 50 6
Positivo 79 20 59 76 60 16
P53 0,397 0,342
Negativo 57 18 39 54 47 7
Positivo 80 20 60 78 63 15
Ki67 0,311 0,230
Negativo 52 17 35 51 45 6
Positivo 85 21 64 81 65 16

Fonte: LUO, 2010 (86)

0s
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Nesse estudo, foi demonstrado, em analise univariada, que a expressao de
AR, invasao vascular, tamanho do tumor priméario, metastases linfonodais e estagio
tumoral correlacionaram-se com sobrevida livre de doenca e sobrevida global em
cinco anos em pacientes com CMTN. A analise univariada demonstrou que a
expressdo de AR, tamanho do tumor e metastases linfonodais correlacionaram-se

com sobrevida livre de doenca e sobrevida geral em cinco anos (tabela 9).

O efeito da expressao de AR na sobrevida livre da doenca condiz com o
encontrado por Agoff et al., na sobrevida geral, difere no CMTN (negativo para RP e

HERZ2), piorando o comportamento do cancer e o prognostico da doencga (81).

Tabela 8 - Andlise univariada das caracteristicas clinicopatoldgicas e prognéstico em CMT

g:a_lracterl's'gicgs Casos Sobrevida D
clinicopatoldgicas 5 anos (%)
Tamanho do tumor 0,017
T1+T2 83 85,5
T3+T4 54 68,5
Matéstases linfonodais 0,035
Nao 71 85,9
Sim 66 71,5
Estagio 0,043
I 28 85,7
Il 54 85,1
1] 55 69,1
Invasao vascular 0,026
Nao 117 82,1
Sim 20 60,0
AR 0,018
Negativo 99 73,7
Positivo 38 92,1

Fonte: LUO, 2010 (86)

A expressao de AR teve relacdo positiva com aumento de sobrevida livre de

doenca e sobrevida geral em pacientes com tumor triplo-negativo em 5 anos, néo
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havendo essa correlacdo no grupo controle carcinoma de mama néo triplo-negativo
(86)(tabela 10).

Tabela 9 - Correlacéo entre RA e diferentes subtipos de caAncer de mama e sobrevida

Item Casos .\ AR X? p
CMTN
DFS (anos) 5,012 0,025
>5 96 32 64
<5 41 6 36
0S (anos) 5,552 0,018
>5 108 35 73
<5 29 3 26
N&do CMTN
DFS (anos) 0,941 0,332
>5 97 79 18
<5 35 31 4
OS (anos) 2,138 0,144
>5 110 94 16
<5 22 16 6

DFS = Sobrevida livre de doencga
OS = Sobrevida geral

Fonte: LUO, 2010 (86)
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Hu et al. (87), realizaram um estudo retrospectivo que teve como obijetivo
determinar a associagédo da expressao de RA com sobrevida em pacientes com CM
(87). Dentre 1.467 casos de CM, 79% eram RA-positivos. A maioria dos tumores RE
positivos eram também RA positivos (88%). A positividade do RA foi associada a
uma reducdo de mortalidade por CM (HR, 0,68; ClI 95%, 0,47-0,99) e menor
mortalidade global (HR, 0,70; CI 95%, 0,53-0,91). Os autores concluiram que a
expressdo de RA estava associada a um prognoéstico mais favoravel entre mulheres

com tumores RE positivos (87).

Loibil et al. (75), em 2011, realizaram um estudo de casos e controles que
investigou a prevaléncia da expressdo do AR por imuno-histoquimica em varios
subtipos de cancer primario de mama tratados com quimioterapia neoadjuvante.
Outros objetivos foram determinar o impacto preditivo do AR sobre a taxa de
resposta patodlogica completa apds quimioterapia neoadjuvante, bem como o seu
papel potencial como marcador de prognostico em pacientes que ndo alcangcaram
PCR. Tecidos tumorais de biopsias de mama de 673 pacientes foram selecionados
em um banco de tumores. As pacientes receberam dois ciclos de 3 semanas de
TAC (doxorrubicina 50 mg/m?, ciclofosfamida 500 mg/m? e docetaxel 75 mg/m?). Se
a resposta clinica fosse positiva, a terapia era continuada por mais quatro a seis
ciclos. Se nenhuma resposta fosse identificada (se o tamanho do tumor diminuisse
< 50%), a paciente recebia aleatoriamente mais quatro ciclos de TAC ou quatro
ciclos de 3 semanas de vinorelbine 25 mg/m? no 12 e 82 dia, mais capecitabina
1.000 mg/m?, duas vezes por dia, nos dias 1-14. Os niveis de expressdo de RA
foram categorizados em escores (0-3). De acordo com essa classificacao, 358 de
673 (53,2%) pacientes foram classificadas como positivas para a expressao do RE.
A analise para a correlacdo dos fatores prognosticos classicos para o CM revelou
associacao significativa entre a expressdao de RA e idade (p = 0,028), subtipo
histolégico (p = 0,002), grau do tumor (p < 0,0001) e RE/RP status (p < 0,0001). A
taxa de resposta completa (PCR) em todas as pacientes avaliadas foi de 18,7% (IC
95%, 15,8-21,6%). As pacientes com AR positivo (n = 358) obtiveram uma PCR de
12,8% (IC 95% 9,3-16,3%) e 25,4% (IC 95% 20,6-30,2%, p < 0,0001) nos pacientes
com tumores AR negativos (n = 315). Em uma analise multivariada, RA, HR e HER2
foram preditores significativos independentes de PCR (AR [IC 95%, 1,16-2,79]
p = 0,0086)(75).
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Havia 111 (16,5%) casos de CMTN disponiveis para analise. Nesse
subgrupo, 71% (n = 87) foram RA negativos e 29% (n = 24) RA positivos. A taxa de
PCR em todos os CMTNSs foi de 32,4%; 29,2% para CMTN AR+, comparados com
33,3% para os CMTN AR- (p = 0,699). A analise multivariada nos CMTNs revelou
apenas a idade como fator preditor independente para PCR (p = 0,015, IC 95%,
1,24-7,35). O RA gerou informacédo prognéstica no grupo CMTN. Pacientes que
conseguiram uma PCR tiveram uma sobrevida melhor em comparacdo com aquelas
gque nao alcancaram. As pacientes com CMTN que ndo atingiram PCR tém um

prognostico desfavoravel e necessitam de opgdes de tratamento adicionais (75).

Novos compostos antiandrogénicos tém sido aventados como tratamento
adicional em pacientes com CMTN e AR+ (75,88). Uma opc¢do é bicalutamida,
atualmente investigada por um grupo no Memorial Sloan Kettering Cancer Center,
em CMs metastéticos, com receptores AR+ (22).

2.15 CARCINOMAS APOCRINOS NO ESPECTRO DOS CARCINOMAS DE
MAMA TRIPLO-NEGATIVOS

Tsutsumi et al. (76), em 2012, analisaram o significado do carcinoma apdécrino
(RE-/RP-/AR+) como parte do espectro dos tumores triplo-negativos. As expressdes
de receptores RE, PR e AR foram encontradas em 75%, 63% e 55% dos 440 casos
de CM estudados, respectivamente. Entre os 324 casos de carcinoma ductal
invasor, 72%, 60% e 53% demonstraram RE, RP e AR, respectivamente. Dos 173
CDI AR+, 25% eram RE-/RP- e caracterizados como carcinoma apocrino pela IHQ.
Quanto aos carcinomas ductais in situ, 13 foram considerados do tipo apocrino. Os
carcinomas apocrinos exibiram maior frequéncia de superexpressao do p53, menor
Ki67 e menor frequéncia de tumores de grau histoldégico 3 quando comparados com

0S nao apocrinos.

O carcinoma apdécrino mostra comportamento clinico relativamente favoravel.
Do ponto de vista clinicopatolégico, incluindo progndstico, patogénese e resposta a
terapia, os autores acreditam que o CMTN apdcrino precisa ser distinguido do tipo

nao apocrino. A terapia hormonal utilizando AR como alvo pode ser usada no tumor
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tipo apocrino. Além do mais, a resposta clinica a terapia anti-EGFR pode ser
diferente entre os CMTNs apdcrinos e os tumores quadruplos-negativos, o que deve

ser avaliado em estudos futuros.

Os marcadores RE, RP, HER2, p53, EGFR, CK5/6 e CK14 nao distinguem o
carcinoma tipo apocrino do ndo apécrino e, como o carcinoma apocrino demonstrou
ser bastante frequente entre as neoplasias de mama, 0s autores recomendam que 0
AR seja incorporado ao painel imuno-histoquimico para avaliacdo de CM. Os
autores também acreditam que os critérios histolégicos de diagndstico do carcinoma

apocrino sejam subjetivos e patologista dependentes.

Estudos prévios sobre perfil de expressdo génica demonstraram que o
carcinoma apécrino possui um perfil genético diverso do carcinoma basal-like, sendo
recomendado que seja considerado um CMTN, mas que haja uma distincdo entre o
carcinoma apocrino e o basal-like devido aos diferentes progndsticos. Analises
adicionais devem ser feitas para avaliar se o carcinoma basal-like pode ser

considerado um CMTN AR-, ou quadruplo-negativo (77)

2.16 RECEPTOR ANDROGENO COMO ALVO TERAPEUTICO NOS
CARCINOMAS DE MAMA TRIPLO-NEGATIVOS

O uso clinico de androgénio ou antagonistas esta no inicio para pacientes de
CM. Em um ensaio clinico particular, bicalutamida como antagonista de androgénio
foi usada para estudar se haveria efeitos na progressdo da doenca de pacientes
com CMTN. A avaliacdo estd em curso, mas 0s primeiros relatos sugerem que
bicalutamida pode ter efeito clinico positivo, porém a fisiopatologia por tras desse

efeito ndo esté clara (87,88).

Mais estudos clinicos devem ser executados em uma ampla gama de etnias e
sob cuidadosa classificacdo dos varios grupos tumorais presentes no CMTN, para
descobrir qual a acdo desse andrégeno entre esses diversos subgrupos. Tal
abordagem permitird terapia mais personalizada. Além disso, as fungbes do

metabolismo de andrégeno intratumoral sdo também uma area potencial de
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interesse no CMTN. Até hoje nenhum estudo avaliou especificamente as enzimas
androgénicas no CMTN e suas possiveis funcdes bioldgicas no metabolismo
intratumoral em RE / RP +. A determinacdo da expressdo enzimatica, além do status
do receptor, poderia selecionar um subgrupo de pacientes que tém sobrevida

favoravel.

As expressbes das enzimas de metabolizagcdo esteroides parecem ser
diferentes entre carcinoma ductal in situ (DCIS) e carcinoma ductal invasivo,
sugerindo que essas vias possam desempenhar papel importante na progressédo do
CM. Se as enzimas de metabolizacdo esteroides androgénicas provarem ser um
alvo potencial, hA um numero de drogas que foram desenvolvidas anteriormente

para cancer de prostata (87).

O papel da interacdo tumor-estroma e sua relacdo com qualquer acao
enddcrina ou apdcrina no CMTN néo pode ser menosprezado. O uso de agonista de
androgénio ou antagonista poderia afetar profundamente o estroma e o tecido
tumoral e estudos devem esclarecer o papel do estroma de CM no CMTN. Estudos
limitados sugerem que um alto volume estromal nho CMTN esta associado a
resultados clinicos adversos e que um marcador do metabolismo de estroma
também estd associado a resultado pior®9. Pesquisas adicionais sobre as acées do
androgénio sobre o metabolismo no compartimento estromal do CMTN esclarecerao

0 seu papel na etiologia e progressao desse subtipo particular de CM (89,90).

H& décadas sabe-se que os andrdgenos influenciam o desenvolvimento
mamario normal e a carcinogénese, mas somente nos Ultimos anos 0s mecanismos
envolvidos vém sendo elucidados. Até o presente, a maioria dos estudos sobre acao
androgénica na mama esta centrada em linhagens celulares, no entanto esses
sistemas séo artificiais e ndo necessariamente refletem a biologia celular, molecular
e ambientes hormonais dos tumores in vivo. Dai a importancia de estudar modelos
in vivo que refletem o microambiente tumoral. Isto facilitard o entendimento e
possivel aplicagdo de terapia de modulacdo hormonal em casos indicados. H&
evidéncias de que o RA pode servir como alvo terapéutico e biomarcador de
prognostico do fenotipo CMTN (77,81).
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3 JUSTIFICATIVA

O céancer de mama é considerado o maior problema de saude publica no
mundo por ser a neoplasia com maior mortalidade. A busca por novos e especificos

tratamentos é de relevante importancia.

A escolha de condutas terapéuticas individualizadas proporciona uma
abordagem mais eficaz e efetiva. Além disso, 0 estudo dos genes tumorais mostrou
que é possivel avancar sobre a atual classificacdo dos carcinomas mamarios,
permitindo separar tumores com perfis bioldégicos bem distintos, de onde poderao
ser extraidas importantes decisfes preditivas de sensibilidade tumoral as terapias

disponiveis, bem como informac¢des progndsticas.

Os subtipos tumorais ja estabelecidos direcionam o tratamento e o
progndéstico das pacientes. Porém o tratamento das portadoras de carcinoma triplo-
negativo tem sido um desafio devido a heterogeneidade da doenca e a auséncia de

alvos moleculares bem definidos.

O receptor androgeno estd implicado na patogénese do CM e na sua
progressao, e foi identificado um padréo alterado de expressdo nos tumores triplo-
negativos. Diversos estudos tém demonstrado diferentes expressdes dos receptores
andrégenos nos carcinomas de mama triplo-negativos, buscando associa-las com

caracteristicas clinicopatolégicas e progndsticas.

O papel do receptor andrégeno na carcinogénese da mama néo esta claro até
0 momento. Porém o receptor andrégeno pode tornar-se um potencial terapéutico

como um alvo de tratamento.

Mais estudos clinicos devem ser executados em uma ampla gama de etnias e
cuidadosa subclassificacdo de varios grupos de tumor presentes no CMTN,

permitindo a identificacdo dos papéis de androégenos nos diversos grupos.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO PRIMARIO

Investigar a associacdo da expressdo do receptor de androgénio com
variaveis clinicopatoldgicas e fatores progndsticos, em uma série de tumores de

mama triplo-negativos (RE-, RP- e HER2-), na populacéo do Rio Grande do Sul.

4.2 OBJETIVO SECUNDARIO

Comparar os padrbes de expressao do receptor de androgénio quanto aos
seguintes fatores: idade, tipo e grau histolégico, tamanho do tumor,

comprometimento axilar, tempo livre de doenca, sobrevida geral, metastases e oObito.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Embora o nosso estudo ndo tenha demonstrado que o AR € um marcador de bom
prognostico, consideramos esta linha de pesquisa promissora pela necessidade de
encontrar novos alvos moleculares para o tratamento do cancer de mama,
perseguindo a tendéncia atual da Medicina Personalizada. Apesar de importantes
avancos ja terem sido alcancados, a Oncogenética € uma area em que apenas
estamos comec¢ando. Na historia do manejo dessa neoplasia, antes do advento dos
receptores estrogénicos e do tamoxifeno, os androgénios, em altas doses, eram
utilizados no controle de metastases 6sseas com resultados clinicos satisfatérios. E
de se antever que estudos maiores, com amostragem bem mais expressiva e
incluindo outras variaveis clinicas, talvez consigam identificar um sub-grupo de
pacientes, dentro deste sombrio quadro do triplo-negativo, para as quais, possamos,
realmente oferecer alternativas terapéuticas objetivas e efetivas.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Triple negative breast carcinomas (TNBC) are a heterogeneous
group of tumors characterized by poor patient survival and lack of targeted therapies.
Androgen receptor (AR) has been described in TNBC but the prognostic impact of
the expression in this subgroup of tumors is not clear. OBJECTIVE: To investigate
the association of AR expression status by immunohistochemistry in TNBC cases
with clinical (age, survival) and pathological variables (tumor size, tumor grade).
METHODS: 62 TNBC were analyzed by automated immunohistochemistry for
androgen receptor. Immunohistochemistry was scored by two investigators and
biomarker expression was assessed by H-Score (intensity plus the percentage of
staining). Kaplan-Meier was used to evaluate overall survival, where differences in
distributions were evaluated based on marker expression. RESULTS: 26% of TNBC
were AR-positive (n = 16) and 74% AR negative (n = 46). All AR-positive cases
occurred in women 2 40 years, while 13% of AR-negative cases were seen in women
< 40 years 93% (52/56) of all TNBC were infiltrating ductal carcinomas of no special
type (ICNST) and 14/15 (93%) of AR-positive cases were ICNST. Tumor size varied
from 2-4.9 cm in the majority of AR-positive cancers (n = 8/13; 62%). 60% (n = 9/15)
of AR-positive cases showed histological grade 3 tumors, followed by 27% of grade 2
tumors. No differences were observed between AR-positive and AR-negative
patients when compared for age, tumor size, tumor grade and tumor type (all
p > 0.17). AR immunohistochemical positivity was also not associated with better
overall survival (p = 0.737, N = 51) or disease-free survival (p= 0.552; N = 45) in
TNBCs. CONCLUSION: From the prognostic point of view, AR immunoreactivity has
been associated with better overall patient survival. This result was not confirmed in
our series. This could be related to the relatively small series of analyzed samples
and to the low prevalence of AR-positive cases in this specific breast cancer subtype.
Further studies with bigger samples are needed to investigate this biomarker in
TNBC.

Key Words: Androgen receptor; Breast Cancer; Immunohistochemical markers;

Triple negative.
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INTRODUCTION

The classification of invasive breast cancer currently involves criteria based on
histology, morphology and immunohistochemistry. Traditional pathologic parameters,
such as tumor size, axillary invasion and histologic grade have been correlated with
immunohistochemical markers estrogen receptors (ER), progesterone receptor (PR)
and human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) in determining the prognosis
and choice of treatment (1-3). Hormone receptor-positive breast cancers account for
around 75-80% of all cases. In contrast, HER-positive tumors are identified in around
15-20%, nearly half of these co-expressing hormone receptors (4). The remaining
10-15% are triple-negative breast cancers (TNBC), defined by the absence of

expression of hormone receptors and HER2 (5-7).

Regarding cancer therapy, there are specific modalities for women with
hormone receptor and HER2-positive carcinomas; however, for women with TNBC,
chemotherapy is the only treatment available. As this is an aggressive cancer (31-
32), with poor prognosis and lack of therapeutic options, TNBC has been the target

of major interest in medical investigation.

Although classifying breast tumors based on histologic criteria has shown to
be useful over the years, it presents relevant number of constraints. Firstly, there is
considerable variation in the response to clinical therapy, even for tumors with
apparent similarities in their clinical and pathologic features. Secondly, this
classification provides a limited view of breast cancer regarding the biology and
molecular pathways of disease progression. Over the last years, the knowledge
about gene expression has provided a new classification method for breast tumors
based on the identification of clinically relevant molecular subtypes: luminal A,
luminal B, HER2 overexpression, normal breast tissue-like and basal-like (8—11). The
difference in gene expression patterns between the subtypes reflects basic changes
to the cell biology of tumors. In addition, molecular differences between tumor
subtypes have been associated with significant variation in the clinical outcome
(11,12).
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The treatment of patients with TNBC has been a challenge due to the
heterogeneity of the disease and absence of well-defined molecular targets (13—-15-
38). TNBC often affects young patients and is more prevalent among women of
African ancestry (16). TNBC usually is a large tumor, of high grade, showing
involvement of lymphatic ganglia at the time of diagnosis and being biologically more
aggressive (17). Despite higher rates of clinical response to neoadjuvant therapy,
patients have a higher relapse rate and worse prognosis than women with other
breast cancer subtypes (17-18). Less than 30% of women with TNBC survive for 5
years and almost all of them die from the disease in spite of adjuvant chemotherapy,
which is the basis for treatment (18).

Studies identifying molecular markers for TNBC, such as VEGF (19), EGFR
(20), Src (21) and Mtor (mammalian target of rapamycin) (22) have been important
for the creation of new clinical trials with guided treatments. No treatment regimen
has been established so far for TNBC. As a result, mortality is high (23). Therefore,
new prognostic indicators and approaches for the treatment of TNBC should be
developed. Over the last years, several targets of interest have been studied,

including androgen receptor (AR) and E-cadherin (24-27).

Recent studies demonstrate that triple-negative tumors actually do not form a
discrete molecular category, but rather a heterogeneous group of tumors. Lehmann
et al. described six subtypes of triple-negative carcinomas using gene expression
analysis: basal-1, basal-2, immunomodulatory, mesenchymal-like, mesenchymal
stem-like and luminal androgen (30). AR belongs to a family of steroid receptors and
is expressed in around 35-75% of all breast cancers. In addition, AR has been
implied in the pathogenesis of breast cancer and its progression (28-29-35). In triple-
negative tumors, AR expression has been observed in 25-35% of the cases (33,34).
A previous study conducted on AR expression in triple-negative carcinomas has
shown that a negative status for AR is associated with lower disease-free survival
and lower overall survival, suggesting that AR may serve as a therapeutic target and
prognostic biomarker for this subset of triple-negative breast cancer types (36-41-
46). However, similar studies should be conducted in populations of different ethnic
compositions, using careful sub classification of tumors in TNBC. This approach
could reveal the role of androgens in the development of various TNBC. In this study,

the association of AR expression with clinicopathological characteristics and
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prognostic factors were investigated in 62 TNBC samples obtained from Southern

Brazilian women.

MATERIALS AND METHODS

Samples

Triple-negative tumor samples were selected from a sequential series of
pathology reports obtained from patients who were subjected to diagnostic
procedures or surgery or immunohistochemistry (IHC) reactions at Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Southern Brazil, between January 2001 and
December 2006.

This study was previously submitted to and approved by the Research and
Postgraduate Studies Group Research Ethics Committee, (GPPG 110263) of HCPA.
The original group consisted of 133 paraffin tumor blocks; however, 24 samples were
excluded because their triple-negative nature was not confirmed (ER + =1, PR+ =1,
undetermined HER2 = 9, HER2 + = 13), 17 samples were excluded due to technical
and pathologic reasons (no tumor = 14, carcinoma in situ = 1, artifact =1, bone
marrow = 1), and 12 samples were excluded due to lack of data. The final study
group comprised 80 triple-negative breast carcinoma cases. Of these, 18 did not

show tumor tissue, resulting in the final 62 case sample.

Clinicopathogical data

Information on histologic type, tumor size, histologic grade, lymph node status
was obtained from anatomopathological reports. Information on age, date of primary
treatment and clinical follow-up was obtained from the Hospital and from private

medical records, as well as from telephone contacts with patients.

Tissue Microarray

Original tissue microarrays (TMA) were built containing 62 formalin-fixed

paraffin-embedded tumor samples. All samples were reexamined histologically, and
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tumor regions of interest were selected for perforation yielding cylinders with 2 mm in

diameter.

Immunohistochemistry

The immunohistochemical reaction was performed using the automated
BenchMark ULTRA (Roche) system on 3-pm thick sections obtained from the TMA
blocks, following a specific protocol for the Androgen Receptor antibody (AR) (clone
SP 107, Cell Marque). The automated immunohistochemistry protocol included
antigen retrieval (HIER) with ultra CC1 buffer (pH8) at 95°C for 64 minutes, AR
antibody incubation (1:200 dilution) for 32 minutes, detection with multimeter and
DAB labeling. Counterstaining was performed with Mayer's hematoxylin and lithium

carbonate.

Immunohistochemical evaluation of androgen receptor expression

The slides were assessed by two independent pathologists experienced in
breast pathology. Staining intensity was scored as: 1 (+, weak); 2 (++, moderate);
3 (+++, intense). The percentage of staining was scored as: 1 (< 1% of the cells);
2 (1- 9.9%); 3 (10-29.9%); 4 (30-69.9%); 5 (= 70%). The H score, similar to the
estrogen and progesterone hormone receptor Allred score, was obtained by adding
the intensity and the staining grades; tumors with H = 3 were considered positive for

androgen receptor (26).

Statistical analysis

For description of variables, means and range were used for continuous and
percentage for categorical variables. The difference between androgen receptor
positive and negative tumors was tested using the Mann-Whitney test for continuous
variables and Fisher’s exact test for categorical variables. For prognostic inference,
Kaplan-Meier (KM) survival curves were obtained from the date of surgery or biopsy

to the date of the last follow-up record or death and compared using the log-rank test.
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SPSS for Windows v. 18.0, was used for data analysis. A p value of 0.05 was
considered the threshold for statistical significance.

RESULTS

Patients and pathological characteristics. The clinicopathological
characteristics of the patients are summarized in Table 1. The mean age of patients
was 55.4 (range 26-82) years. For the other characteristics, sample size varied due
to data availability. 93% of 56 samples were invasive ductal carcinomas. Most of the
samples were grade 3 tumors (66% out of 50), tumors with 2 cm or more (77% out of
51) and stage Il tumors (62% out of 48). Nodal status was positive in 29 (57% out of

51) cases. The mean follow-up time for 51 women was 71 months (range 2 — 305).

Age at diagnosis, histological type and grade, tumor size and stage, and nodal
status did not differ between AR (+) and AR (-) cases (all p = 0.20). Follow-up data
could not be obtained for all patients.

Expression of Androgen Receptor in TNBC. Table 2 describes the results for
the expression of the androgen receptor in 62 cases of TNBC. Positive expression (H
score = 3) was observed in 16 (26%) of the cases. About one third of these cases
showed weakly positive AR tumors (H score = 3), whereas strongly positive
carcinomas (H score = 6 or higher values) were observed in 31% of the tumors.
Figures 1 and 2 are representatives of TNBC tumor slides observed. All AR-positive
cases occurred in women = 40 years, while 13% of AR-negative cases were seen in

women < 40 years.

Clinicopathological correlation and multivariate analysis. The median survival
time was 119 months and 93 months for AR (+) and AR (-) patients respectively, but
the Kaplan Meier survival curves did not differ statistically [p = 0.737; n = 51, figure
3]. The overall median survival time was 96 months (0.95 confidence interval: 57-135
months) and the survival probability in 60 months (5 years) was 0.645. Disease-free
survival did not differ between AR(+) and AR(-) patients also (p = 0.552; n = 45;
figure 4).
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This study was initiated to determine the prevalence of AR positivity when
assessed uniformly among 62 triple-negative invasive breast carcinomas and
correlate AR positivity with clinicopathological characteristics. Our major interest was
to determine the frequency of tumors that are AR+ as this could provide a new

therapeutic option for the so-called “triple negative” carcinomas.

The frequency of AR positivity among triple negative breast carcinomas
(TNBC) varies from 6.6% to 75% (14-34-40): In our series we found 26% of AR
expression in TNBC. This relatively high prevalence of AR+ tumors among 62 triple
negative carcinomas is an important finding in support of routine assessment of AR
in at least all TNBCs and apocrine carcinomas as a potential target for therapy. A
recent paper by Safarpour et al. (2014) has shown a 36% prevalence of AR positivity

in 400 consecutive invasive mammary carcinomas (45).

Expression of AR has been considered as prognostically favorable (14-46-47-
48). Until the 1970s, breast cancer was treated mostly with non-aromatizable
androgens such as dihydrotestosterone or fluoxymesterone (49-50). AR is the most
highly expressed receptor in breast cancer with more than 75-95% of ER-positive
and 40-70% of ER-negative breast cancers expressing AR (43-51-52-53-54). Other
studies found inverse correlation between AR expression and progression-free
survival both in ER positive and triple-negative breast cancers (39-44). A recent
paper by Tsutsumi et al. (2012), recommends the use of AR as one of the three
proteins to classify breast cancers and should be incorporated into the
immunohistochemical panel for evaluation of breast cancer, as apocrine carcinoma
(AR +) is quite frequent in breast cancers. This study proposes the term quadruple-

negative for TNBC and AR-negative cancers (non-apocrine type) (42).

In our series, AR positivity was not associated with increased overall survival
or disease-free survival in TNBC. This result could be related to the relatively small
number of analyzed samples, or as a consequence of low prevalence of AR positive
cases in this specific breast cancer subtype. In keeping with our negative results,
Park et al. (2011) reported that AR was positively related to survival in ER-positive

but not in ER-negative tumors (44).
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It is difficult to compare the characteristics of the triple among different studies,
since the definition of triple negative is not well established. Some authors consider
the triple negative subtype as part of the basal-like subtype (15-24), and some
consider it an independent group (18-36). In the present study the triple negative
classification used was ER(-), PR(-) and Her2(-) cases, as described by Sorlie et al.
(2003), and Gucalp et al. (2010) (10-29). The prevalence of TNBC depends on the
threshold for positivity of biomarkers used in various studies. The latest CAP/ASCO
guideline for ER and PR assessment (55) has recommended a threshold of 1% for
positivity. The threshold for HER2 positivity has been reduced from 30% to 10%
when using the immunohistochemical (IHC) approach and for in situ hybridization,
the HER2/CEP17 ratio required for gene amplification is now = 2 (reduced from 2.2)
or a HER2 copy number of = 6 signals per cell (56)

For AR, we used the same threshold (= 1%) proposed by the 2011
ASCO/CAP guidelines (53) for ER and PR, but more evidence would be valuable to
determine the optimal approach for interpretation of positivity for all these markers
rather than switching from 10% to 1% in cases of ER/PR and to 30% for HER2 in the
2011 guidelines; the latter has been changed back to 10% in the 2013 ASCO/CAP,
HER2 guidelines (56) At least some of the Her2 negative cases by the 2007
ASCO/CAP standards (57) would qualify as positive by the current 2013 guidelines
(56). It is very important to correlate the threshold of positivity with the level of
response in order to optimally select the threshold that provides a certain level of
response to a given therapy; one may have to use different thresholds for treatment

of primary versus recurrent or metastatic tumors.

Patients in our series present different characteristics when compared to other
studies (17,18,37). For example, in the sample studied by Carey et al. (2006),
patients were a decade younger, had a higher prevalence of grade 3 tumors (81%)
and a lower frequency of positive nodal status (41%) than in our series . On the other
hand, Haffy et al. (2006) studied cases in which tumor size < 2cm were more
frequent (58%) and positive nodal status less than observed (25%). In both studies,
IDC histological type was observed in lower percentage of cases (84-85%) than in
our series (95%). The most comparable sample is that of Dent et al. (2007), which
showed similar average age, and percentages of histological grade 3 and positive

nodal status. But the frequency of small tumors (< 2 cm) was higher than in our
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sample (37% vs 23%). These differences can be explained by partial inefficiency of
breast cancer screening programs in Brazil, where patients arrive for treatment when
the disease is already in a more advanced stage. The mean age at the diagnosis of
the primary disease in our series is at least 2 years higher than in other studies, and
the profile is worse in all aspects observed, which confirms that in our country
patients are diagnosed in more advanced stages of the illness.

The results of our study can be also compared with those of the study by Luo
et al. (14) (2011), who studied clinical and pathological characteristics and the
expression of AR in a series of 137 TNBC and 132 non-TNBC. In both studies grade
[l tumors (> 60%) prevailed, although in the study by Luo this frequency was lower
in AR-positive cases (21%) compared to AR-negative cases (78%); TiT2 tumors
prevailed in both studies, but the frequency was greater in the Brazilian sample;
lymph node positivity was similar in both studies occurring respectively in 61% and in
66% of cases. In the Chinese study, stage Il was less frequent and was observed in
42% of 38 patients with AR-positive tumors and in 38% of 100 AR-negative cases.
The authors found an association between AR expression and survival in breast
cancer patients: the expression of AR is related to increased disease-free survival
after 5 years and overall survival in patients with triple-negative tumors. However, our
results are not in agreement with these findings, which may be due to the smaller

sample size or population differences.

Despite the several studies described, there is yet to be a consensus on an
association between AR expression and greater survival. Further studies are
expected to elucidate the relevance of AR in triple-negative breast cancer and the

possibility of blocking its proliferation through targeted therapy.
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Table 1 - Clinicopathological characteristics of the triple negative series studied

AR(-)

. + -
Variable o :AlFé() %6% (n7z 026) (nTgtglz) Tesvta?ll;lg p

Age, years n=15 n=38 n=>53 Ma;nz'\é\_/r'gtgey

Age, years- Mean (range) 58.8 (41-78) 54.1 (26-82) 55.4 (26-82)
Histological type
Ductal Carcinoma Invasive 14 (93%) 38 (93%) 52 (93%) FET p=0.724
Lobular Carcinoma Invasive 0 1 (2%) 1 (2%)
Atypical Medullary Carcinoma 0 1 (2%) 1 (2%)
Metaplastic Carcinoma 0 1 (2%) 1 (2%)
Mixed Invasive Carcinoma 1 (7%) 0 1 (2%)
NA 1 5 6
Histological Grade
1 2 (13%) 1 (3%) 3 (6%) FET p =0.398
2 4 (27%) 10 (28%) 14 (28%)
9 (60%) 24 (69%) 33 (66%)
NA 1 11 12
Tumor Size
Less than 2 cm 3 (23%) 9 (24%) 12 (23%) FET p = 1.000
2-4.9cm 8 (62%) 22 (58%) 30 (59%)
5 or more 2 (15%) 7 (18%) 9 (18%)
NA 2 4 6
Stage
I 3 (25%) 7 (19%) 10 (21%) FET p = 0.906
A 2 (17%) 10 (28%) 12 (25%)
1B 5 (42%) 13 (36%) 18 (37%)
11 2 (17%) 6 (17%) 8 (17%)
NA 4 10 14
Nodal Status

Negative 5 (39%) 17 (45%) 22 (43%) FEF p =0.755
Positive 8 (61%) 21 (55%) 29 (57%)
NA 3 8 11
Follow-up time, months n=14 n=237 n=>51
Mean (Range) 60 (3-119) 75 (2-305) 71 (2-305)
Deaths 5 (36%) 17 (46%) 22 (43%)
No deaths 9 (64%) 20 (54%) 29 (57%)

NA- Not avaliable. FET: Fisher’s exact test.
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Table 2 - AR intensity, percentage of staining and H scores in 62 triple-negative

invasive breast tumors

AR(+) tumors All tumors
(n = 16) (26%) (n =62)
AR- intensity
0 0 46 (74%)
1 7 (44%) 7 (11%)
2 3 (19%) 3 (5%)
3 6 (37%) 6 (10%)
AR- percentage of staining
0 0 46 (74%)
2 7 (44%) 7 (11%)
3 4 (25%) 4 (7%)
4 1 (6%) 1 (2%)
5 4 (25%) 4 (7%)
H score

0 0 46 (74%)
3 5 (31%) 5 (8%)
4 2 (13%) 2 (3%)
5 4 (25% 4 (7%)
6 1 (6%) 1(2%)
8 4 (25%) 4 (7%)

Intensity: 1+ weak, 2++ moderate, 3+++ intense.

Percentage of staining: 1 (< 1% of the cells); 2(1- 9.9%); 3(10- 29.9%); 4(30- 69.9%); 5(= 70%).

H score: intensity score plus percentage score.
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Figure 1 - Immunostaining of a positive androgen receptor expression in a

H- Score 8 (staining intensity score 3 +

negative breast tumor:
5) sample (400 x).

triple

percentage score
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Figure 2 - Immunostaining of a positive androgen receptor expression in a triple-
negative breast tumor: H-Score 8 (staining intensity score 3 + percentage score = 5)

sample (400 x).
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8.1 FICHA DE COLETA DE DADOS

Nome:

Prontuario: N° na pesq.: Data Nasc:
Telefone:

Contato: Data: Encontrada: Nao( ) Sim( )
Contato Recidiva: Sim, Local ( ) Adistancia( )
Telefonico: N&o ()

Morte: Nao( ) Sim( ) Outracausa ()
cTNM: ]Data: nao consta ()
Procedimento: | Data:

Qual: Biopsia ( ) Cirurgia ( )

Mastectomia ( )Setorectomia (_ )

Tipo Histologico:

Grau histolégico: |1 ( ) (¢ ) m (¢ )
Necrose: Sim () Nao ( )
Linfonodos: Retirados () Acometidos ()
Infiltrac@o Nenhuma () Pouca ( )
Linfocitica: Moderada ( ) Intensa( )

pTNM: Data: nao consta ( )

IHQ: p53: Ki67:

Tratamento: Quimio NeoAdj () Quimio Adj ( ) Radio ()
Cirurgia ()

Recidiva Nao( ) SeSim, Local ( ) Adistancia ( )

Pront:

Morte Pront:
|

Morte: Nao ( ) Sim( ) Outracausa ()
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