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RESUMO

A classificacdo molecular do cancer de mama estabeleceu que o subtipo Basal6ide,
um carcinoma triplo negativo (receptores hormonais negativos e auséncia de
superexpressdo de HER2) que expressa fenotipo basal, € um tumor de progndstico
reservado e que nao possui terapia alvo direcionada; enquanto o subtipo Luminal A
(positivo para receptores hormonais e negativo para superexpressdo de
oncoproteina HER2) € o de melhor progndstico e responsivo a terapia hormonal.
Publicacbes subsequentes demonstraram que existe heterogeneidade mesmo
dentro dos subtipos propostos. O objetivo deste estudo foi comparar carcinomas
ductais Luminais A (LA) e Triplo Negativos (TN) em relacdo a expressao de fendtipo
basal por imunoistoquimica. As varidveis prognésticas classicas de idade, grau
histoldgico e envolvimento linfonodal foram comparadas nos diferentes subgrupos,
gue expressaram ou nao fenotipo basal. Foram construidos TMAs
(microarranjos de tecido) que continham 40 casos LA e 42 casos TN. Nos cortes
obtidos foi feita a pesquisa dos marcadores basais EGFR, CK5/6 e CK14 através de
imunoistoquimica. A média de idade foi menor em pacientes Triplo Negativo
(p=0,03). O grau histologico | foi mais frequente no LA e o grau lll foi mais
freqiente no TN (p< 0,001). A associagdo entre o envolvimento linfonodal e os
subtipos de carcinoma de mama ndo evidenciou diferenga estatisticamente
significante. Ambos os grupos Luminal A e Triplo Negativo podem expressar fenétipo
basaléide com os marcadores EGFR, CK5/6 e CK 14, sendo que a expressdo de
CK14 predominou no Triplo Negativo (p=0,05). Na dependéncia da expressao
isolada ou combinada dos marcadores estudados, ocorre variacdo na freqiéncia de
casos de Carcinoma Basaloide, sendo que CK14 mostrou maior sensibilidade para
identifica-los. Entre os casos LA e TN, analisados isoladamente, a presenca de
fendtipo basal ndo determinou diferencas significativas em relacdo a média de idade,
ao grau histolégico e ao envolvimento linfonodal. Houveram mais casos de
carcinomas ductais grau lll entre os TN basais do que entre os LA basais (p=0,009)
e também entre os TN ndo-basais do que entre os LA nao-basais (p=0,03),
sugerindo que a condi¢do Triplo Negativo é mais importante do que a presenca de
fendtipo basal na determinag&o de pior prognostico em relagdo ao grau histolégico.
A média de idade foi significantemente menor nos carcinomas com expressao de
fendtipo basal, independente de ser LA ou TN (p=0,03).

Palavras chave: Neoplasias da mama. Imunoistoquimica. Fenotipo basal.



ABSTRACT

The molecular classification of the breast cancer indicates that the Basal-like
subtype, a triple negative carcinoma that express basal phenotype, is a tumor with
poor prognosis that does not have target therapy, while the Luminal A subtype
(positive for hormonal receptors and negative for HER2 overexpression) is of better
prognosis and responsive for hormonal therapy. Subsequent publications had
demonstrated heterogeneity even insaide of considered subtypes. The aim of this
study was to compare invasive ductal carcinomas Luminal A (LA) and Triple
Negatives (TN) in relation to the basal phenotype by imunohistochemistry. The
classic prognostics variables of age, histologic grade and nodal status were
compared in the different subgroups, that expressed or not basal phenotype. TMAs
(tissue microarrays) were designed that contained 40 cases of LA and 42 cases of
TN and were tested by imunohistochemistry for basal markers which included EGFR,
CK5/6 and CK14. Average age was younger in patients with Triple Negative tumors
(p=0,03). Histologic grade | was more frequently observed in LA and grade lll was
more frequent in TN tumors (p< 0,001). There was no statistically significant
difference between nodal status and the subtypes of breast carcinoma. Both Luminal
A and Triple Negative tumors can express basal phenotype with the markers EGFR,
CK5/6 and CK 14. However, CK14 expression was more prevalent in the Triple
Negative population (p=0,05). There was variation in the frequency of Basal-like
carcinomas depending if the defining criterion was positivity for a single or a
combination of markers. As an isolated marker, CK14 proved to be the most sensitive
in identifying the Basal-like population (p=0,05). Between LA and TN, when analyzed
separately, the basal phenotype did not lead to significant differences in average
age, histologic grade and nodal status. There were more cases of ductal carcinomas
grade 1l in the subgroup of basal TN than in basal LA (p=0,009) and also in the
subgroup non-basal TN than in non-basal LA (p=0,03). These data suggest that
Triple Negative status is more significant than basal phenotype in the determination
of prognosis in relation to histologic grade. The age average was significantly
younger in the carcinomas with basal phenotype despite the fact of being LA or TN
(p=0,03).

Key words: Breast neoplasms. Immunohistochemistry. Basal phenotype.
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1 INTRODUCAO

O cancer é um dos maiores desafios da medicina, desde a sua prevengéo no
ambito da medicina social até a mais incessante busca pela descoberta dos
mecanismos biomoleculares envolvidos na sua compreensao e cura. O cancer de
mama € provavelmente o mais temido pelas mulheres, devido a sua alta frequiéncia
e, sobretudo pelos seus efeitos psicolégicos, que afetam a percepcdo da
sexualidade e a propria imagem pessoal.

O cancer de mama € a neoplasia maligna mais freqiiente em mulheres, com
incidéncia mundial crescente. No ano 2000 foram registrados 1.050.000 casos,
expressando 22% de todos os casos de carcinoma no contexto mundial
(TAVASSOLI; DEVILEE, 2003; PARKIN, 2001). Este tipo de cancer representa nos
paises ocidentais uma das principais causas de morte em mulheres. As estatisticas
indicam o aumento de sua frequéncia tanto nos paises desenvolvidos quanto nos
paises em desenvolvimento.

No Brasil, a incidéncia do carcinoma de mama é semelhante a dos paises
desenvolvidos. De acordo com as Estimativas 2010 de Incidéncia de Cancer no
Brasil (INCA), o cancer de mama seria 0 mais incidente entre as mulheres, com
49.240 novos casos e com um risco estimado de 49 casos a cada 100 mil mulheres.
No Parana, a taxa estimada foi de 81,57 casos a cada 100 mil mulheres. E o
cancer que mais causa mortes entre as mulheres brasileiras. (BRASIL. 2010).

A maioria dos tumores mamarios invasores sdo do padrao histolégico ductal,
chamados de carcinomas ductais invasivos sem outra especificagdo (SOE).
Pacientes com este tipo histologico de tumor apresentam diferentes evolucdes
clinicas quando comparadas entre si hum mesmo estadiamento clinico. Por esta
diversividade de comportamento, o cancer de mama tem sido considerado uma
doenca heterogénea, tanto do ponto de vista clinico quanto biolégico. Atualmente,
com o advento de estudos dos perfis génicos dos canceres de mama, a sua
taxonomia tem sido revista (SORLIE et al., 2004; MATOS et al., 2005).

Utilizando-se esta abordagem molecular, Perou et al. (2000) e posteriormente
SORLIE et al. (2001) utilizando os achados de similaridades genéticas entre a célula
tumoral e sua correspondente normal, propuseram classificar os tumores de mama

em 5 grandes grupos: 1) Luminal A, 2) Luminal B, 3) Superexpressdao HER2, 4)
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Basaloide e 5) normal breast-like group. O subtipo Luminal A demonstrou ser o
mais frequente, de prognostico geralmente favoravel e com o beneficio de terapia
alvo dirigida. J4 o subtipo Basaldide € o Unico que ndo apresenta alvo terapéutico
definido.

A partir desta proposta molecular, varios estudos tém testado diferentes
anticorpos para reproduzir a classificacdo por imunoistoquimica, em especial para
caracterizar o subtipo carcinoma basal6ide, e para verificar a correspondéncia
destes subtipos com fatores prognésticos do cancer de mama (SORLIE, 2001,
SORLIE et al., 2003). O receptor de estrogénio foi considerado o principal
discriminador entre os grupos de pior e melhor prognéstico, seguido do grau
histolégico (SOTIRIOU et al., 2006).

Na incessante busca dos pesquisadores em reclassificar os carcinomas de
acordo com as caracteristicas moleculares propostas, observa-se na literatura
diversos artigos demonstrando diferentes casuisticas de carcinoma basal6ide,
sempre enfatizando a busca do perfil de marcadores ideais para a caracterizacao
destes carcinomas em meio a casos triplo negativos. No entanto, recentes estudos
ja vém demonstrando que existe expressao de fenotipo basaldide (expressao de
proteinas que sdo comuns as células basais/mioepiteliais) em meio a casos com
superexpressdo do HER2 (LAAKSO et al., 2006), e poucos artigos discutem, ou
sequer referem, a ocorréncia de fenétipo basaldide dentro do grupo de casos com
receptores hormonais positivos.

Todos esses avangos da patologia molecular no cancer de mama e a
auséncia desses estudos em Curitiba, encorajaram a pesquisa do perfil
imunoistoquimico de carcinomas ductais invasores no nosso meio. Foram
comparados os dois subtipos descritos como mais diferentes entre si do ponto de
vista molecular, de tratamento e progndéstico, os Luminais A (LA) e os Triplo
Negativos (TN), quanto a expressao de fenoétipo basaldide em relacdo a idade e ao
grau histolégico. Seriam os LA e os TN diferentes entre si, em relagdo a idade, ao
grau histolégico e ao envolvimento linfonodal, quando expressam ou nédo fendtipo
basaloide? Este foi o questionamento principal deste estudo. O emprego da técnica
do TMA (microarranjo de tecidos) foi utilizada para que todos o0s experimentos
fossem realizados nas mesmas condi¢fes técnicas com economia de tempo e de

recursos, propiciando também um banco de casos para estudos posteriores.
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1.1 OBJETIVOS

Objetivo geral

- Comparar carcinomas ductais de mama luminais A (LA) e triplo negativos (TN) em

relacdo ao fendtipo basal com marcagdo imunoistoquimica para EGFR, CK5/5 e CK

14.

Obijetivos especificos

1.
2.

Comparar LA e TN quanto a idade, grau histologico e envolvimento linfonodal.
Avaliar a frequéncia da expressao das proteinas EGFR, CK 5/6 e CK14 para
identificar fenétipo basal nos grupos LA e TN.

Nos LA, comparar basais e ndo-basais quanto a idade, grau histolégico e
envolvimento linfonodal.

Nos TN, comparar basais e ndo-basais quanto a idade, grau histolégico e
envolvimento linfonodal.

Comparar LA basais com TN basais quanto a idade, grau histolégico e
envolvimento linfonodal.

Comparar LA ndo-basais com TN nao-basais quanto a idade, grau histoldgico
e envolvimento linfonodal.

Comparar LA ndo basais com TN basais quanto a idade, grau histolégico e
envolvimento linfonodal.

Comparar Carcinomas basais e néo-basais, independente de serem LA ou

TN, quanto a idade, grau histoldgico e envolvimento linfonodal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MAMA NORMAL E CARCINOGENESE

O tecido glandular maméario desenvolve-se a partir da interagdo do epitélio
rudimentar na papila mamaria com o tecido adiposo subjacente na fase pré-pubere.
A penetracéao inicial dos ductos no tecido fibro-adiposo depende de fatores indutivos
locais ainda pouco conhecidos e compreendidos. O alongamento e a ramificacao
dos ductos ocorrem na puberdade, sob estimulos positivos do estrogeno,
progesterona e hormonio de crescimento hipofisario, ou de seu mediador local, o
fator de crescimento IGF-I (insuline-like growth factor-I). A finalizacdo do processo de
diferenciacdo ocorre durante a gestacdo, com o desenvolvimento I6bulo-alveolar,
sob a influéncia de varios hormdnios: prolactina, horménio do crescimento, insulina,
glicocorticéides, estrogeno e progesterona (DICKSON; LIPPMAN 2001).

Durante a puberdade, o crescimento decorrente da estimulacdo pelo
estrogeno e progesterona depende da expansao de uma populacdo de células de
reserva que facilita a ‘invasao’ do tecido fibro-adiposo e as ramificagbes terminais da
rede de ductos. Essas células multipotentes de reserva tém caracteristicas
morfologicas particulares, ficando dispostas na camada basal das unidades ducto-
lobulares mamarias. O estroma adjacente certamente desempenha papel crucial no
desenvolvimento normal da mama bem como na carcinogése, através da interacéo
com as células basais das unidades ducto-lobulares e com a membrana basal
(DICKSON; LIPPMAN 2001).

As mamas da mulher adulta sdo 6rgaos constituidos por 15 a 20 lobos que
sdo formados por glandulas mamarias Iébulo-alveolares que se abrem, de maneira
independente, pelos canais galactoforos em cada um dos mamilos. Cada lobo é
dividido em I6bulos mamarios através de feixes de tecido conjuntivo que permeiam
as glandulas. Feixes interlobulares sdo de tecido conjuntivo mais denso, enquanto o
tecido conjuntivo intralobular é mais frouxo e delicado. H4 também feixes fibrosos
ligados a derme, conhecidos como ligamentos suspensores de Cooper
(STERNBERG,1991).

As glandulas sdo constituidas por uma porcdo secretora e o seu ducto
excretor correspondente, circundados por uma membrana basal, por estroma

colagenoso, vasos sanguineos e tecido adiposo (STERNBERG,1991).
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Os ductos sao revestidos por 1 a 2 camadas de células luminais cilindricas.
A porcao lobular-alveolar é revestida por uma a duas camadas de células cubicas
com capacidade secretora. Uma camada de células mioepiteliais localiza-se em
intimo contato com a membrana basal do epitélio alveolar e dos ductos menores.
Estas células sdo sensiveis a ocitocina, tém citoplasma claro, nacleos ovais e
densos e contém miofibrilas citoplasméticas. Apresentam positividade para
marcadores imunoistoquimicos de origem tanto epitelial quanto mesenquimal como
actina de musculo liso, p63, proteina S100 e citoqueratinas 5, 6 , 14 e 17. Tém
capacidade contractil e sdo responsaveis pela renovacdo do epitélio luminal. As
células mioepiteliais basais possuem altos niveis de colagenase tipo IV, com
provavel participacdo critica nos processos de renovacdo da membrana basal e
remodelacao das glandulas (STERNBERG,1991; MONTEAGUDO et al., 1990).

A mama sofre altera¢des estruturais associadas com o ciclo menstrual,
gestacdo, lactacdo e menopausa. O entendimento destas mudancas estruturais
normais sado necessarias para a distincdo entre um processo fisiolégico e os estados
patolégicos da mama (STERNBERG,1991).

Varios fatores podem influenciar a regulacdo do desenvolvimento normal, da
carcinogénese e da progressao do cancer de mama, sendo os hormonios alguns
dos principais. Os hormdénios com papel mais bem estudado e definido sdo os
esterdides endocrinos, peptideos e outras moléculas produzidas pelos ovarios,
hipofise, pancreas enddcrino, tirdide e cortex adrenal. Esses horménios atuam
através de receptores nucleares ou na superficie celular, e regulam a transcricédo de
grupos especificos de genes (DICKSON; LIPPMAN, 2001).

Tanto o tecido mamario normal quanto o neoplasico sao capazes de produzir
substancias similares aos hormdnios em suas proprias células, que agem
localmente (hormdnios paracrinos), modulando a funcdo das células epiteliais,
estromais ou vasculares / endoteliais adjacentes. As células tumorais sdo capazes
de produzir fatores de crescimento polipeptideos que agem como hormdnios
autocrinos, regulando a transcrigcdo de genes através da agdo em receptores de sua
propria superficie (DICKSON; LIPPMAN, 2001).

No tecido mamario normal existem trés principais grupos de células, a saber,
epiteliais, mioepiteliais/basais e estromais, que utilizam fatores paracrinos em suas
interagbes, sendo que, entre as células epiteliais, os mecanismos autdcrinos

desempenham também papel importante. O cancer € resultado de um processo
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complexo que envolve o desequilibrio destas interacdes e a perda do controle da
acado de fatores que promovem a sobrevivéncia das células, ativacdo de oncogenes,
inativacdo ou perda de genes supressores de tumores, com participacéo dos fatores
hereditarios e a exposicdo a fatores promotores da carcinogénese. Na mama, 0s
carcinomas caracterizam-se pela proliferacdo descontrolada e desregulada das
células epiteliais, pelo desaparecimento das ceélulas mioepiteliais, alteracdes nos
padrées de morte celular programada (apoptose) e, algumas vezes, pela perda de
certas caracteristicas epiteliais, denominada como transicdo epitélio-mesenquimal
(EMT). A transicdo epitélio-mesenquimal, definida como a ocorréncia de ndmero
variavel de células epiteliais tumorais que passam a expressar marcadores
mesenquimais, tais como a vimentina, foi originalmente descrita como um processo
normal do desenvolvimento (HAY, 1995). Posteriormente, foi usada para explicar a
conversdo mesenquimal de alguns grupos de células epiteliais em cultura. No
cancer, a EMT indica um comportamento mais agressivo das células tumorais, que
esta presente em cerca de 18% dos carcinomas mamarios (DANDACHI et al., 2001,
JONES et al., 2001).

Ocorrem também instabilidades genbmicas (mutacdes, delecdes,
amplificagcbes e rearranjos cromossomicos), com perda global da organizagao
tecidual normal e, eventualmente, metastases. A estabilidade genémica é mantida
por diversos componentes moleculares de diferentes vias do metabolismo celular
gue tém papel primordial na supressdo do cancer. Mutacdes herdadas dos genes
das 4 principais vias de controle do ciclo celular e de reparacédo de danos ao DNA
celular , BRCA1, TP53 (p53), chk2 e ATM, provocam aumento na suscetibilidade ao
cancer de mama em mulheres portadoras dessas muta¢des, sendo as mutacdes do
gene da p53 as mais freqlientes nos carcinomas esporadicos da mama
(STIEPCICH, M. M. A., 2007).

Existem evidéncias que suportam as hipoteses causais da estimulagcao
mitogénica por proto-oncogenes incluindo c-fos, c-myc, c-myb e c-jun e sua ligacao
com a indugao de processos proliferativos. Alguns desses genes sédo induzidos pelo
estrogeno e pela progesterona (LEROY et al.,, 1991; MURPHY 1991). Os proto-
oncogenes sinalizam multiplas vias intracelulares que estimulam o crescimento
epitelial por ativacdo esteroidal direta, através da proteina MAP-kinase (mitogen-
activated protein), induzida pelos fatores de crescimento, da fosfolipase C-PKC ou

da via JAK-STAT (Janus kinasesignal transducer and activator of transcription). Apos
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estimulos proliferativos exercidos através do EGFR (epidermal growth factor), FGFR
(fibroblast growth factor) e dos receptores de insulina, a ativagdo mais importante é a
da via da MAP-kinase. Ocorre a autofosforilacdo dos receptores da superficie que
desencadeia uma cascata de interacdes das vias de transducdo dos sinais de
ativacdo, que culminam com a saida da condicdo de repouso celular, entrada no
ciclo celular e na proliferacdo das células. A expressdo de algumas oncoproteinas
(ex: c-fos, c-ras) parece desregular os genes que codificam as citoceratinas e
proteinas associadas (JOOSS; MULLER, 1995), e essas alteracfes em seu perfil de
expressao parecem ocorrer precocemente na transformacéo neoplasica (TRASK et
al., 1990; FRANZEN et al., 1996).

A expressédo de CKs varia ao longo das diferentes fases da vida (embrionaria,
infancia, puberdade, fase adulta e senescéncia), e esta correlacionada a
organogénese, desenvolvimento e maturagdo funcional dos diferentes tecidos e
orgdos e ao processo de envelhecimento (PARAMIO; JORCANO, 2002). Na
carcinogénese ha alteracbes na expressdao normal das citoqueratinas (CKs),
observando-se expressdo anbmala ou perda de expressdo de algumas delas, que
parecem estar relacionadas aos diferentes comportamentos biologicos dos diversos
tipos de carcinoma. Nas células transformadas, as CKs interferem no controle do
ciclo celular, favorecendo a proliferacdo, conferindo as células neoplasicas maior
plasticidade e maleabilidade, aumentando sua capacidade de invasao da membrana
basal e estroma adjacente, de penetracdo na parede dos vasos e de geracdo de
metastases a distancia (STIEPCICH, M. M. A., 2007).

2.2 HISTOPATOLOGIA DO CANCER DE MAMA

2.2.1 Tipos histologicos

O carcinoma invasivo de mama € definido como um grupo de tumores
epiteliais malignos caracterizados por invadir o tecido adjacente e ter marcada
tendéncia a metastase a distancia. A grande maioria destes tumores é derivada das
células da unidade ducto terminal do lI6bulo mamario, que séo as células cuboidais
luminais secretoras e as células mioepiteliais e/ou basais (BIRNBAUM et al.,2004;
TAVASSOLI; DEVILEE, 2003).
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Um dos maiores desafios para o estudo e tratamento do cancer de mama é a
resolucdo da heterogeneidade tumoral caracteristica destes carcinomas (SORLIE,
2004). A classificacdo morfologica histoldgica atualmente utilizada tem mostrado
limitacbes em caracterizar os carcinomas de mama, uma vez que tumores com o
mesmo tipo histolégico, grau e estadiamento podem apresentar diferentes
prognosticos e respostas a terapia. Acredita-se que as limitacfes na classificacdo
morfologica sdo devidas a incapacidade de considerar as caracteristicas bioldgicas
destes tumores (ELSTON; ELLIS; PINDER,1999; REIS-FILHO, 2006).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconhece 20 tipos morfoldgicos
diferentes de carcinoma invasor da mama, além das chamadas lesdes precursoras,
gue incluem a neoplasia lobular, as lesGes proliferativas intraductais, o carcinoma
micro-invasor e as neoplasias intraductais papilares (TAVASSOLI; DEVILLE,
2003).

O carcinoma ductal infiltrante sem outra especificagdo (SOE) inclui a maioria
dos carcinomas (70 a 80%) que ndo podem ser classificados em qualquer outro
subtipo por ndo apresentarem caracteristicas especificas em mais de 50% da massa
tumoral. Ainda assim, possui quatro variantes raras: o carcinoma pleomoérfico, o
carcinoma com células gigantes osteoclasticas, o carcinoma com caracteristicas
coriocarcinomatosas e o carcinoma com caracteristicas melanociticas (TAVASSOLI;
DEVILLE, 2003).

Os outros 19 tipos de carcinoma de mama enquadram-se nos chamados tipos
especiais de carcinoma mamario. Vinte por cento deles correspondem ao carcinoma
lobular, seguido pelos carcinomas tubulares e mucinosos; os demais tipos séo vistos
em menor freqiéncia. Para estabelecer um diagnéstico de tipo especial de
carcinoma mamario, o tumor precisa apresentar 90% do seu padrdo caracteristico.
Os carcinomas especiais devem ser distinguidos dos carcinomas mistos, nos quais a
area de carcinoma ductal SOE ocupa de 10 a 49% da area tumoral e no restante
pode-se distinguir um padrao do tipo especial. Os Tipos especiais mais frequentes
encontram-se didaticamente resumidos no quadro 1, constando de algumas
peculiaridades clinico-patoldgicas, ilustracdo microscopica e perfil imunoistoquimico
mais comumente encontrado (TAVASSOLI; DEVILLE 2003).
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CLINICA PATOLOGIA MICROSCOPIA o
LOBULAR - 5-15% dos canceres de | - 90% grau Il '\‘ % X - RE+
mama o Y .
20% bilateral - Macroscopia: irregular, L NN ¢ Ny - RP+
Tendéncia a | pouco delimitado RN S )
multicentricidade RSN - HER2 -
- Metastase para LCR | - Variante pleomorfica )
s’uperficies serosas, OVario, comporta-se CDI SOE
Utero e MO
- Idade mais avancada
TUBULAR - 2% dos canceres de | - Dificil diferencial com - RE+
mama cicatriz radial e adenose
- Faixa etaria mais | esclerosante - RP+
avancada que CDI SOE
- Raras metastases -HER2 -
axilares
- Excelente prognoéstico
CRIBRIFORME - 1% dos céanceres de | - Decaptagéo apical frequente - RE+
mama
- Frequente associacdo - RP+
com carcinoma tubular
- Bom prognéstico - HER2 +/-
MEDULAR - Pouco comum - Macroscopia: margens - RE-
- Prognoéstico melhor que | expansivas R
CDI SOE - Grau lll - RP-
- Alta freqiéncia em | - Crescimento sincicial, y
pacientes com mutacdo | bordos celulares indistintos - HER2 -
BRCA1 - Infiltrado linfocitério =
MUCINOSO - 1% dos canceres de | - Maioria grau |l ou |l PREestma———"2S | -RE+
mama - Macroscopia:  gelatinoso, e g L e L
- Excelente progndstico margens expansivas AT g T o e . | -RP+
L ® ax s
et e s | -HER2 +/-
S A G M
PAPILAR - < 1-2% dos canceres de | - componente invasor - RE+
mama constando de  estruturas
- Pacientes poés- | papilares compostas por eixo - RP+
menopausa conjuntivo-vascular revestido
- Prognostico satisfatorio por células epiteliais malignas - HER2 -
- Frequentemente associado
a carcinoma ductal
MICROPAPILAR - < 2% dos cénceres de | - Macroscopia: lobulado, - RE+/-
mama margens expansivas
- 77% metéstase axilar - RP+/-

-HER2 +
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APOCRINO - Prognostico semelhante | - Células ap6crinas  com - RE-
ao CDI SOE citoplasma finamente granula
PAS+ - RP-
- HER2 —
-MB +
METAPLASICO - < 1% dos canceres de | - Adenocarcinomas puros - RE-
mama com diferenciacdo escamosa/
- incomum metastases | fusocelular ou mistos com - RP-
axilares (mais freqlente | componente mesenquimal
com diferenciacdo | (condréide, 6sseo ou - HER2 -
escamosa ou fusocelular) carcinosarcoma)
- Carcinosarcomas s&o
mais agressivos
ADENOIDE - 0,1% dos canceres de | - histologicamente - RE-
. mama semelhante ao da glandula
CISTICO - baixo potencial de | salivar - RP-
malignidade Origem na célula basal
mioepitelial - HER2 -
SECRETOR - < 0,15% dos canceres de | Macroscopia: nédulo - RE-
mama clrcunscrito
- ocorre em criangas e | Baixo grau histolégico - RP-
adultos jovens Secreta material intra e
- HER2 —

extracelular (Milk like)

- 1Q: Imunoistoquimi
- MO: Medula Ossea

ca

- CDI SOE: Carcinoma ductal invasor sem outra especificacdo
- RE: Receptor de estrogénio
- RP: Receptor de progesterona

Fonte: Fotomicrografias dos sites : atlasgeneticsoncology.org ;_breastpathology.info

2.2.2 Graduacao

histologica

z

O grau histologico € um dos principais fatores prognésticos em cancer de mama,

definido como categoria | pelo Colégio Americano de Patologistas, ou seja, suficientemente

estudado e comprovado quanto a utilidade na pratica clinica (FITZGIBBONS et al., 2000).

Na reunido de St Gallen em 2007, o grau histolégico continuou sendo mantido dentro

das variaveis na avaliagdo das categorias de risco, juntamente com estado linfonodal, o

tamanho do tumor, a avaliacdo dos receptores hormonais e da superexpressao do HER2, a

invasdo vascular extensa e a idade da paciente ao diagnadstico.

O sistema de graduacdo mais comumente utilizado € o de Nottingham (sistema de

graduacgdo de Bloom e Richardson modificado por Elston e Ellis) combina o grau nuclear, a

formacéo de tubulos e a taxa mit6tica (quadro 2). Mais de 80% das mulheres com tumores
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de grau 1 sobrevivem 16 anos, enquanto menos de 60% das mulheres com tumores de grau

Il e grau lll sobrevivem durante o mesmo periodo de tempo (BARROS; BUZAID, 2007).

QUADRO 2 - SISTEMA DE GRADUAGAO DE NOTTINGHAM

Escore 1

Escore 2

Escore 3

Formacao de tubulos

10-75%

<10%

Pleomorfismo Nuclear

Uniformes/ Tamanho/variabilidade | Marcada variagao
regulares moderados
e Pz - -
) & .ﬁgi"._‘ N
Podl B
AP a
o i 44 ;ﬁ
vf;"r‘ ‘\‘&‘,{%‘ 7
2 Nt
a Qg*?’e i

Contagem mitética *

(no.mitoses/10CGA)

GRAU | Somatodria 3 a 5 pontos
GRAU Il Somatodria 6 a 7 pontos
GRAU Il Somatodria 8 a 9 pontos

* Valores ajustados para microscopio Olympus CH30

FONTE: Adaptado de Mayo Clinic - Department of Laboratory Medicine and Pathology; Rochester,
MN. Fotomicrografias do site: breastpathology.info

2.2.3 Envolvimento linfonodal

O envolvimento do linfonodo loco-regional por metastase de carcinoma de

mama, como parametro isolado, € um dos mais importantes fatores prognésticos do

cancer de mama, capaz de predizer a sobrevida livre de doenca e a sobrevida
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global. Somente 20-30% das pacientes com linfonodo negativo poderdao desenvolver
recorréncia da doenca em 10 anos, comparado com cerca de 70% das pacientes
com envolvimento axilar (FITZGIBBONS et al., 2000).

2.3 MARCADORES IMUNOISTOQUIMICOS VALIDADOS PARA APLICACAO
CLINICA

Além dos fatores prognadsticos classicos como estadiamento TNM, tipo e grau
histoldgico, os receptores hormonais de estrégeno (RE) e de progesterona (RP) e a
super-expressdo do HER2 estédo atualmente validados e se consolidaram como alvo
terapéutico (FITZGIBBONS et al., 2000; WOLLF et al., 2007).

2.3.1 Receptores de estrogeno (RE) e progesterona (RP)

Os estrogénios sdo reconhecidos como agentes estimuladores da
proliferacdo celular mamaria. Sua fracdo mais potente, o estradiol, liga-se com 0s
RE e induz a producdo de fatores de crescimento que estimulam a divisdo celular
por efeito autdcrino.

ObservacBes epidemiologicas ressaltaram os efeitos da exposicao
prolongada ao estrégeno e sua associacdo com maior risco de desenvolvimento do
cancer de mama. Contrariamente, a menarca mais tardia, ciclos anovulatorios,
menopausa cirdrgica mostraram ter efeito protetor. Essas observacgdes foram a base
do desenvolvimento das terapias hormonais (OSBORNE, 1998; HORTOBAGY]I,
2004). A descoberta da ativacdo de vias de sinalizagdo a partir da ligacdo do
estradiol aos receptores proporcionou a criagdo dos moduladores seletivos dos
receptores de estrogeno, sendo o tamoxifeno um dos principais representantes até
h& poucos anos.

O RE foi identificado pela primeira vez nos anos 60 e durante décadas a
dosagem de receptores hormonais foi realizada com macerados de tecido tumoral
através de métodos bioquimicos como PCR quantitativo, amplificagdo por Southern
blott e ELISA (MANSOUR; RAVDIN; DRESSLER,1994).

Avancos na técnica para deteccdo dos receptores hormonais possibilitaram a

determinacdo mediante a realizacdo de imunoistoquimica, 0 que trouxe Vvarias
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vantagens a pratica clinica, como a possibilidade de ser realizada nos cortes de
material parafinado, sem prejuizo do exame anatomopatolégico, a identificacdo
precisa da expressdo em células tumorais e ndo em células epiteliais normais
entremeadas ao tumor, além de uso em estudos retrospectivos em material
parafinado arquivado (HENSON et al., 1995; MOLINO et al., 1997; STIERER et al.,
1998) .

O status dos receptores hormonais tem valor progndstico no intervalo livre de
doenca, no intervalo livre de metastases e na sobrevida geral (REINER et al., 1990;
ALLRED et al., 1998). A sobrevida geral das pacientes ap0s uma primeira metastase
também ¢é significativamente maior nos tumores RE positivos em relacdo aos
tumores RE negativos (YAMASHITA et al., 2006). Quando comparado ao TNM e
grau histoldgico, o status hormonal tem menor valor prognéstico, sendo que o maior
interesse permanece como fator preditivo auxiliar na decisdo da conduta terapéutica
adjuvante (BARDOU et al., 2003).

Diversos estudos mostram que ha uma variacdo ampla quanto a definicdo da
positividade dos receptores hormonais. Alguns autores propuseram formas de
qguantificacdo do numero e / ou intensidade de células marcadas (REINER et al.,
1990; ALLRED et al., 1998). Na prética clinica, entretanto, observa-se grande uso da
estimativa percentual, com valores de corte que variam de 1% a 10% de células
marcadas, que mostram boa correlacdo com o0s esquemas de graduacdo que
avaliam simultaneamente a intensidade e o niUmero de células marcadas (GOBBI et
al., 2000; YAMASHITA et al., 2006).

OYAMA et al., (2007), ao comparar os métodos de avaliacdo da expressao
dos receptores hormonais de forma quantitativa (percentual) e a mista (analise de
intensidade e percentual de células marcadas), verificou que a avaliagcdo percentual
obteve melhor consisténcia de resultados.

Ha variacbes no padrdo de expressdao dos receptores hormonais,
observando-se tumores positivos para ambos os receptores (RE+/RP+), positivos
para apenas um dos receptores (RE+/RP- ou RE-/RP+), e negativos para ambos 0s
receptores (RE-/RP-), com diferencas na mortalidade de cada grupo (DUNNWALD et
al., 2007). As pacientes com ambos 0s receptores negativos apresentam poucos
beneficios clinicos quando submetidas a hormonioterapia, principalmente num

cenario de adjuvancia. Num dos estudos (BARDOU et al., 2003), as pacientes que
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apresentaram positividade para RE e negatividade para RP tiveram beneficios
reduzidos com o uso de tamoxifeno adjuvante.

Outros autores (DOWSETT et al., 2001) mostraram maior expressao de HER2
nesse grupo de tumores (RE+/RP-) comparativamente aos tumores positivos para
ambos os receptores (RE+/RP+), sugerindo maior beneficio com terapias de
privacdo estrogénica em relacdo ao tamoxifeno. A pior resposta ao tamoxifeno
provavelmente € decorrente de reducdo de suas atividades antagdnicas secundaria
a ativacdo da cascata de sinalizacdo desencadeada pelo fator de crescimento
epitelial HER2 (OSBORNE et al., 2003, 2005).

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

Com o desenvolvimento de resisténcia primaria e secundéaria ao tratamento
hormonal, foram criadas novas substancias e novos esquemas de associacdo com
bloqueadores dos receptores de fatores de crescimento, potencializando o efeito das
drogas e recuperando a capacidade de resposta a quimioterapia. Algumas dessas
substancias sdo os inibidores das aromatases (anastrozol, letrozol), fulvestranto
(antagonista dos receptores de estrégeno e progesterona), pan-inibidores de EGFR
(GW572016), inibidores da mTOR (rapamicina, RADOO1- inibir o controlador central
do crescimento tumoral e da angiogenése), a anti-HER2 (trastuzumab) e os taxanos
(paclitaxel, docetaxel) (MUNSTER; NORTON, 2001).

2.3.2HER 2

Localizado no brago longo do cromossomo 17 (Chr 17g21), o protooncogene
c-erbB-2/HER-2 neu codifica um receptor glicoprotéico transmembranar de fator de
crescimento epitelial com atividade tirosinoquinase (SLAMON et al., 1987; ROSS et
al., 2004). Esse receptor é uma glicoproteina de 185 kD (p185HERZ2) pertencente a
familia dos receptores de fatores de crescimento epidérmico (EGFR - epidermal

growth factor receptors). Aproximadamente 15 a 20% dos carcinomas mamarios
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apresentam amplificacdo do gene HER2neu (SLAMON et al., 1987; YAZIJI et al.,
2004). A expressao aumentada nas pacientes com carcinomas linfonodo-negativos
estd correlacionada com pior prognéstico, negatividade para os receptores de
estrdgeno e progesterona e menor resposta a quimio e hormonioterapia
(YAMAUCHI et al., 2001). Sob condi¢cdes normais, as 2 copias do gene HER-2 em
uma determinada célula produzem uma pequena quantidade do receptor protéico na
superficie celular, designado de p185HER?2 (utilizaremos o termo HER2 neste texto).
Esse receptor protéico desempenha importante papel na transmissao dos sinais do
meio extracelular para o nucleo da célula, exercendo controle sobre a divisdo e
crescimento da célula normal. Quando o gene HER-2 estd amplificado, ha
“‘expressao excessiva do HER-2" (‘HER-2 overexpression’) traduzida pelo aumento
do numero de receptores na superficie celular (SLAMON et al., 1987). Como o
receptor esta intimamente envolvido com a transmissdo de sinais relacionados a
proliferacdo celular, a diviséo celular € estimulada, resultando em um crescimento
celular acelerado, que contribui para o desenvolvimento e progressao do cancer.

Os métodos disponiveis na pratica clinica para a deteccdo da expressao
excessiva de HER-2 estdo relacionados a amplificacdo do gene e a expressao
excessiva de seu produto protéico, a proteina pl85HER2. Para a deteccdo da
amplificacdo do gene propriamente dita ha dois métodos: FISH (Fluorescent in situ
hybridization) e CISH (Chromogenic in situ hybridization). Seu principio consiste na
visualizacdo "in situ" da amplificacdo do gene através de sua identificacdo com
sondas de DNA complementares marcadas com fluorocromo ou cromogeno. Esses
métodos demonstram o nimero aumentado de cOpias do gene, em relacédo as 2
copias encontradas na célula normal (O’GRADY et al., 2003).

A identificacdo do produto do gene, a proteina HER2, através da técnica
imunoistoquimica (11Q), utiliza um anticorpo policlonal obtido em coelhos imunizados
com a oncoproteina humana sintética. O anticorpo apresenta alta afinidade pelo
dominio extracelular da proteina HER2. A expressdo excessiva deste produto é
entdo demonstrada na membrana celular das células tumorais em preparados
histolégicos do tumor. Em uma segunda etapa da reacdo, liga-se ao anticorpo
primario um anticorpo secundario ligado a uma enzima e um polimero de
amplificacdo dos sinais da rea¢do que aumenta a sensibilidade do método. A reacéo
produz um precipitado de coloragdo marrom de padrdao membranoso, sendo a

reacdo semiquantificada visualmente ao microscopio optico comum, divididos em
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grupos: negativo (escores 0 e 1+), duvidoso (2+) e positivo (3+) (STIEPCICH, M. M.
A., 2007).

A partir da utilizacdo de linhagens celulares nas quais o numero de receptores
de HER2 na superficie € conhecido, estabeleceu-se um método imunoistoquimico
padronizado e um sistema de classificacdo dos resultados através de escores.
Células com menos de 20.000 receptores ndo apresentariam marcagdo (escore 0);
células com cerca de 100.000 receptores mostrariam marcacao parcial do contorno
da membrana em menos de 30% das células tumorais (escore 1+); células contendo
cerca de 500.000 receptores poderiam mostrar marcacdo completa de membrana
com intensidade leve a moderada em mais de 10% das células neoplasicas (escore
2+); e células apresentando cerca de 2.300.000 receptores de superficie mostram
marcacdo completa e de forte intensidade da membrana, em mais de 10% das
células neoplasicas (escore 3+). A padronizacdo da fixagdo dos espécimes, 0
processamento com controle de temperatura dos reagentes, e 0 rigoroso controle
técnico da reacdo imunoistoquimica mostraram que ha excelente correlacdo do
namero de copias de genes com o nivel de expressao protéica (SCHNITT; JACOBS
2001; HAYES; THOR, 2002).

A partir desses conhecimentos, foi desenvolvido um anticorpo monoclonal
humanizado recombinante (rhuMab 4D5, trastuzumab, HERCEPTIN®) que
apresenta alta afinidade para p185HER?2 e inibe o crescimento de células do cancer
de mama que tém expressdo aumentada de HER2. Esse anticorpo € dirigido contra
o dominio extracelular da proteina. Ensaios clinicos bem controlados demonstraram
inicialmente a atividade do trastuzumab em casos de cancer de mama avancados
(linfonodos axilares positivos), com expressao aumentada de HER2, constituindo-se
em evidéncia clinica pioneira da utilizacdo de anticorpos dirigidos contra receptores
de fator de crescimento para o tratamento do cancer de mama em humanos
(SLAMON et al., 2001). Posteriormente, com a ampliacdo dos ensaios clinicos e a
utilizacdo do trastuzumab em pacientes com estadios clinicos precoces, comprovou-
se significativa redugdo do risco de 6bitos e aumento da sobrevida livre de doenca
também nesse grupo de pacientes (SLAMON et al.,, 2001; VOGEL et al., 2002;
SLAMON et al., 2005; GOLDHIRSCH et al., 2007).

Somente as pacientes com escore 3+ no exame 11Q sao qualificadas para o
tratamento com trastuzumab. Aquelas com escore 2+ sdo submetidas a pesquisa de

amplificacdo do gene através de FISH e, se for confirmada a amplificacdo, passam a
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ser elegiveis ao tratamento. O guia americano de orientacdo ao tratamento do
cancer de mama da Sociedade Americana de Oncologia Clinica (American Society
of Clinical Oncology - ASCO) tem indicado o teste de identificacdo da amplificacao
de HERZ2 para todos os novos casos de cancer desde 2001 (BAST et al., 2001). A
estratégia de deteccdo da amplificagdo que parece ter a melhor relagdo custo-
beneficio € fazer a pesquisa inicial com o exame imunoistoquimico, com
confirmacédo através de FISH para os casos que tenham escores 2+ (DENDUKURI
et al., 2007). A expressdo da proteina se preserva no tecido incluido em parafina,
tendo sido obtidos resultados fidedignos em material arquivado por até 10 a 15 anos
(FERGENBAUM et al., 2004). Este fator assume relevancia na medida em que
permite a analise retrospectiva de casos submetidos a tratamento com resposta
desfavoravel aos esquemas terapéuticos convencionais, € nos quais se considere o
trastuzumab como opc¢ao terapéutica adicional.

A participacdo em programas internacionais de acreditacdo é recomendada
como parte fundamental do controle de qualidade dos laboratorios que realizam a
imunoistoquimica para pesquisa de superexpressao do HER2 (KAY et al., 2004;
WOLFF et al.,, 2007). Ressalta-se ainda que € de fundamental importancia a
fixacdo, processamento e padronizacdo das reacdes, da parte técnica e da
interpretacdo dos resultados para a melhor correlacdo com o significado biol6gico e
resposta a terapéutica (JOARGENSEN; NIELSEN; EJLERTSEN, 2007;STIEPCICH,
M. M. A., 2007).

2.4 CLASSIFICACAO MOLECULAR DO CANCER DE MAMA

Desde o inicio desta década, o estudo do perfil molecular do carcinoma de
mama vem mostrando um importante avancgo a partir da identificacdo dos perfis de
expressao génica propostos por Perou et al. (2000) que foram baseados em estudos
com cDNA microarrays. Neste trabalho pioneiro, os autores estudaram uma
plataforma de mais de 8.000 genes humanos, pertencentes a 42 pacientes, e
conseguiram definir perfis de expressao diferentes para os carcinomas de mama. O
primeiro nivel de classificacdo separou tumores negativos para o0 receptor de
estrogeno (RE) e tumores positivos para a expressao deste receptor, porgue a maior

diferenca no perfil global de expresséo génica foi observada entre os tumores
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positivos e negativos para este receptor. Subsequientes analises mais refinadas
foram realizadas em modelos propostos por varios pesquisadores (SORLIE et al.,
2001; BERTUCCI et al., 2000). A rigor, correlacionando os subtipos de carcinoma de
mama com parametros clinicos relevantes, como o tempo de sobrevida e o tempo
livre de doenca destas mulheres, foi possivel distinguir os atuais conceitos em que

se baseia a classificagdo molecular conforme a seguir:

- Luminal A (fenoétipos RH positivo/HER2 negativo): Foi caracterizado pela elevada
expressao de genes expressos pelas células epiteliais luminais, como, por exemplo,
as citoqueratinas (CK) 7, 8,18 e 19. A este fendtipo esta associada a assinatura
genética de melhor progndstico, e ndo se verifica expressdo aumentada de HER2 .
A maioria dos carcinomas ndo relacionados a mutacdes genéticas, sao

caracterizados por este perfil (SORLIE, 2004).

- Luminal B (fendtipos RH positivo/HER2 positivo): Foi caracterizado por baixa ou
moderada expressdo de genes expressos pelas células epiteliais luminais, como,
por exemplo, as citoqueratinas (CK) 7,8,18 e 19. A este fendtipo estd associada a
assinatura genética de pior prognéstico, sendo particularmente relacionado a
recidiva tumoral, por apresentar possiveis similaridades com os tumores RE
negativos (subtipo Superexpressdo do HER2 e Basal). Provavelmente, este perfil

esteja ligado a mutacdes genéticas (SORLIE, 2004).

- Superexpressdo do HER2 (fenétipos RH negativo/HER2 positivo): Foi
caracterizado pela expressdao aumentada de varios genes expressos nas ceélulas
progenitoras, células mais indiferenciadas. A amplificacdo do oncogene HER2, e
concomitantemente a superexpressao de sua proteina, € atualmente implicada como
um importante biomarcador de prognoéstico no carcinoma de mama (TANNER et al.,
2000). Provavelmente, este perfil também né&o esteja relacionado a mutacdes
genéticas (SORLIE et al., 2001).

- Basaldide (fendtipos RH negativo/HER2 negativo): Foi caracterizado pela
expressdo de varios genes expressos nas ceélulas progenitoras ou células
basais/mioepiteliais (SORLIE, 2004). De acordo com as mais recentes publicacdes,
este fenotipo mostra positividade para CK5/6, CK14, receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), P-caderina, p63 e CK17 que sao proteinas

expressas nas células basais/mioepiteliais (MATOS et al., 2005; SORLIE et al.,



33

2001, 2004; NIELSEN et al., 2004; VAN DE RIJN et al., 2002; VAN'T VEER, 2002) .
Este perfil esta ligado a mutagcbes genéticas (SORLIE, 2004), e é um dos mais
intrigantes subtipos tumorais, pois tem associacdo com pior prognostico e nao
possui um alvo terapéutico definido como os outros subtipos (BERTUCCI, 2006).
Portanto, ndo responde ao tratamento com drogas anti-estrogénicas nem com o
anticorpo monoclonal anti-HER2 trastuzumab (ROSS; FLETCHER, 1999; TANNER,
2000).

- Normal Breast-Like: Ultimo grupo identificado por Perou et al. (2000) através do
aumento da expressao de muitos genes conhecidos por serem expressos pelo
tecido adiposo e por outros tipos de células ndo epiteliais. Estes tumores também
mostraram forte expressdo para genes epiteliais basais e baixa expressdo para
genes do epitélio luminal. Apesar disso, ainda ndo esté clara sua distincdo e seu
valor clinico (SORLIE, 2004).

Quando comparados os progndsticos destes diferentes subgrupos, observou-
se que o grupo Basaloide e Superexpressdo HER2 mostraram comportamento
clinico mais agressivo, enquanto luminais estavam associados a melhor prognaéstico.

Em estudo de Millikan et al., (2008), analisando o padrao epidemioldgico dos
subtipos moleculares em 1.424 casos de carcinomas in situ de mama, encontraram
0 subtipo luminal A como sendo o mais frequente e exibindo correlacdo com os
fatores de risco tipicamente reportados, como associagdo inversa com paridade e
idade precoce da primeira gestacéo. Ja nos casos Basaldides, as associacfes foram
opostas, com aumento do risco em relacdo a maior paridade e idade precoce da
primeira gestacao.

O principal interesse em caracterizar 0s niveis de expressdo génica do
carcinoma de mama esta na determinacdo do subtipo Basaldide por meio da
verificacdo das citoqueratinas basais (CK5, CK6, CK14 e CK17) (REIS-FILHO et al.,
2003; SORLIE et al., 2004), EGFR, p-63 e P-caderina (MATOS et al., 2005). A
importancia e a grande atencdo neste subtipo de carcinoma de mama vem
aumentando nos udltimos anos devido a frequente demonstragdo de um pior
desfecho e menor sobrevida livre de doenca para as pacientes (NIELSEN et al.,
2004; SORLIE, 2004).

Em revisdo de Sorlie et al., (2004) investigaram se os diferentes subtipos do

carcinoma de mama poderiam representar grupos clinicamente distintos, utilizando
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para tanto andlise univariada, comparando com a sobrevida global e a sobrevida
livre de doenca. A curva de Kaplan-Meier, baseada em quatro subtipos (excluindo o
Normal Breast-Like) mostrou diferencas altamente significantes na sobrevida global
entre as pacientes de subclasses diferentes. Resultados intrigantes foram
observados no subtipo Luminal, revelando diferentes desfechos. A observagao entre
os tipos Luminal A e Luminal B, evidenciou que o subtipo Luminal B pode
representar um grupo clinicamente distinto com pior curso da doenca, sendo
particularmente relacionado a recidiva tumoral, provavelmente por similaridades
deste grupo com o0s tumores RE negativos (Carcinoma Basal-simile e o
Superexpresséo do HER?2).

Em 2006, Sorlie et al. validaram e caracterizaram os dois principais subtipos
do carcinoma de mama, previamente definidos como clinicamente relevantes
(subtipo Luminal A e Basal6ide), em amostras de varios tipos histolégicos de
carcinoma de mama em estagios iniciais, utilizando trés diferentes plataformas em
DNA microarray. A caracterizacdo destes dois subtipos revelou que mecanismos
distintos podem ser pré-programados, em estagios iniciais, nestes diferentes
subtipos da doenca. Os resultados observados produziram maiores evidéncias que
tais subtipos representam entidades biologicamente distintas, e que podem
necessitar de estratégias terapéuticas diferentes.

2.4.1 O fendtipo basal6ide

O subgrupo de carcinoma Basal6ide foi assim designado por estudo de perfil
de expressao génica, por apresentarem genes que sdo identificados em células
basais/mioepiteliais normais dos ductos e acinos mamarios, sendo considerado
padrdao ouro para a identificagdo de carcinomas basaldéides como uma classe
molecular especifica de cancer de mama.

Considerando que 0s genes para se expressarem, necessitam que o RNA
mensageiro produza suas proteinas, a utilizagdo da imunoistoquimica para
identificacdo dessas proteinas é de inestimavel importancia clinica, ja que podem
ser utilizadas na pratica diaria, estdo disponiveis em larga escala para uso clinico e
proporcionam estudos retrospectivos usando amostras fixadas em formalina e

incluidas em parafina. Portanto, a histopatologia e os “microarrays” génicos ndo sao
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métodos excludentes, nenhum substitui 0 outro e ambos trazem informagfes que se
complementam (NIELSEN et al., 2004).

A importancia da associacdo de métodos moleculares de ponta e a
histopatologia pode ser comprovada também pelas assinaturas genéticas para
cancer de mama, que dividem os tumores de acordo com a sua agressividade. Os
estudos sobre assinaturas genéticas (SOTIRIOU et al., 2006; FOEKENS et al., 2006;
FAN et al., 2006; DESMEDT et al., 2007), apesar de terem adicionado informacdes
prognoésticas independentes, refletem também caracteristicas morfoldgicas,
centralizadas principalmente no grau histolégico que, unido ao tamanho do tumor e
estado nodal, refletem o comportamento bioldégico dos tumores (quadro 3).
Independente dos genes estudados por cada grupo de assinaturas genéticas, 0s
carcinomas que expressam fenotipo basaldide estdo com maior frequéncia

representados nos grupos de pior progndéstico.

QUADRO 3 — VARIAVEIS MORFOLOGICAS ASSOCIADAS AS ASSINATURAS GENICAS NA
DETERMINACAO PROGNOSTICA

PROPRIEDADES INTRINSECAS DO TUMOR SITUACAO DO
TUMOR AO
DIAGNOSTICO
Assinatura com 70 Assinatura de genes
genes de invasibilidade Tamanho do tumor

Assinatura com 76
genes

Grau Histolégico |I‘ Prognéstico Pobre

Grau de Expressao
Classificagdo Génica Estado Nodal

Molecular

recorréncia com 21
genes

N

—

Escore de &
a




36

O fenotipo basaldide estudado por imunoistoquimica teve seus primordios na
década de 80, quando Moll et al (1982) estudaram um catalogo de citoqueratinas
em carcinomas de mama, na mama normal e em cultura de células. Num total de 55
carcinomas, salientaram a identificacdo de 3 deles com expressdo de CKaB6,
entretanto ndo discutiram o significado clinico deste achado.

Posteriormente, Knight et al. (1985) identificaram pela primeira vez CK5
(citoqueratina acida) e CK14 (citoqueratina basica) na camada basal da pele, que
foram entdo denominadas como citoqueratinas basais.

Em 1986, Nagle et al. pesquisaram duas citoqueratinas (CK5 e CK19) em
carcinomas de mama, subdividindo-os em de origem luminal ( CK19 positivas) e
basal (CK 5 positivas), nos quais 7% representavam carcinomas com fenétipo basal.

Em 1990, o grupo de Domagala et al. publicaram 3 artigos onde associaram
marcadores basais e vimentina com comportamento biolégico mais agressivo
(recidiva local, alto grau histoldgico, RE negativo e elevado indice proliferativo).

E, finalmente, no mesmo ano em que Perou et al. (2000) publicaram o estudo
de perfil génico, o grupo de Tsuda et al., (2000) publicaram interessante artigo
descrevendo as caracteristicas morfolégicas dos tumores com diferenciacdo
mioepitelial e sua associacdo com metastases precoces para pulmao e cérebro, que
incluiam carcinomas de alto grau histolégico com zona central acelular.

De fato, os estudos mais atuais confirmaram e refinaram os achados das
décadas de 80 e 90. A expressdo de marcadores basais tem sido observada em 2-
18% de todos os carcinoma ductais e em mais de 25% dos carcinomas grau Ill. A
maioria destes tumores sdo de alto grau histolégico, apresentam necrose central,
por vezes apresentam células fusiformes ou metaplasia escamosa, tém alto indice
proliferativo e sdo negativos para receptores hormonais e HER-2. Foi reportado que
estes tumores estdo associados a alto risco de metastases cerebrais e pulmonares,
e por obito devido ao cancer independente do estatus nodal e do tamanho do tumor
(VAN DE RIJN, 2002; JONES, 2004; ABD EL-REHIM, 2004; NIELSEN, 2004).

Ainda ndo ha consenso nas definicbes de carcinoma basaldide. Tem sido
proposto que a expressao de citoqueratinas de alto peso molecular incluindo CK 5,
14 e 17 podem ser utilizadas para a identificacdo destas lesbes em material fixado
em formalina e parafinado (VAN DE RIJN, 2002; JONES, 2004; ABD EL-REHIM,
2004).
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Nielsen et al. (2004) desenvolveram um painel imunoistoquimico para
identificacdo de carcinomas basaldides. De acordo com a definicAo proposta,
carcinomas basaldides sdo negativos para receptor de estrogeno e HER-2 e séo
positivos para citokeratinas basais, EGFR (ou HER-1) e/ou c-KIT.

Jones et al. (2004) analisaram uma série de carcinomas ductais de alto grau
divididos em basaldéides e nédo-basaléides definidos pela expressao
imunoistoquimica de citoqueratina CK14 utilizando Hibridizacdo Gendmica
Comparativa (CGH). Identificaram um subgrupo com caracteristicas genéticas
moleculares especificas que tinham comportamento biol6gico mais agressivo, onde
estavam incluidos a maioria dos casos de carcinoma RE negativos e CK14 positivos.
N&o realizaram estudo citogenético em relacdo aos RE positivos.

Tendo como base a heterogeneidade dos carcinomas basal6ides do ponto de
vista molecular e o fato de que estes tumores freqiientemente apresentam areas de
células fusiformes e metaplasia escamosa, foi investigado e comprovado por
diversos autores que os carcinomas metaplasicos da mama fazem parte do grupo de
carcinomas basaldides. De fato, 93% de todos os carcinomas metaplasicos
mostraram perfil basaléide em estudo de Reis-Filho et al. (2005).

Além do carcinoma metaplasico da mama, acredita-se que outros tipos
histolégicos de carcinoma mamario também facam parte do espectro de lesdes
basaldides. Os carcinomas secretores, que tém se mostrado negativos para RE, RP
e HER2, também foram estudados de acordo com sua expressao de citoqueratinas
basais e p63. Apesar destes tumores apresentarem caracteristicas morfoldgicas e
perfil molecular genético distintos dos demais carcinomas basalbides, sugere-se
gue eles representem o componente de baixo grau no compartimento destas lesdes.
Estudo de Jacquemier et al. (2005) encontrou alta diferenciacdo basal em
carcinomas medulares da mama aplicando um pool de 18 anticorpos ja descritos em
lesGes basaloides, sugerindo que este tipo especial também pode ser incluido nesta
categoria.

Todos esses dados agrupados sugerem que o0 grupo de carcinomas
basaloides compreende ndo apenas uma entidade Unica, carcinomas ductais de alto
grau citoqueratinas basais positivo e RE e HER2 negativo, mas um espectro de
lesBes variando desde o carcinoma metaplasico até o carcinoma secretor. Mesmo o

grupo de carcinomas ductais de alto grau com fendtipo basal parece ser
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heterogéneo do ponto de vista molecular, genético e de comportamento clinico
(JONES et al., 2004).

Além da implicacdo prognéstica da determinacao do fendétipo basal, estudos
recentes tém também demonstrado que estas lesdes estdo associadas ao cancer
mamario hereditario.

Laakso et al. (2005) mostraram que o uso do anticorpo combinado de
citoqueratinas CK5/14 foi fidedigno para caracterizacdo deste fendtipo quando
relacionado a casos com mutacdo de BRCA 1. Lakhani et al. (2004) utilizando os
marcadores basais CK 14, CK 5/6, CK17 e EGFR encontraram relag&o significante
entre carcinoma basaldide e mutacdo de BRCA 1, afirmando que esta
caracterizacdo tem alta acuracia na predicdo de cancer hereditario por mutacédo do
BRCA 1. A mesma frequéncia ndo foi encontrada para os casos de mutacdo do
BRCA 2. A alta percentagem de casos desse subgrupo que apresenta positividade
para o EGFR indica também um possivel beneficio do uso de terapias especificas
anti-tirosino-quinase. Palacios et al. (2005) utilizaram como marcadores de células
basais em carcinomas de mama os anti-corpos CK 5/6 e P-cadherin, encontrando
também correspondéncia significante entre os casos hereditarios relacionados a
BRCA-1. Estes achados sugerem que a utilizacdo de painel imunoistoquimico para
identificagdo de carcinomas basaloides auxilia na caracterizagdo do cancer familiar
como entidade bioldgica distinta do cancer esporadico, podendo ser uma ferramenta
atil para selecionar mulheres que deveriam submeter-se ao rastreamento de
mutacdes nos genes BRCAL e BRCA2.

Em 2007, Fadare e Tavassoli revisaram o conceito e 0s painéis utilizados por
150 autores sobre carcinoma basaldide de mama. Todos utilizavam critérios distintos
e portanto encontraram percentuais diferentes destes carcinomas, mostrando que o
critério imunoistoquimico para definicdo deste fenotipo ainda é controverso e requer
um consenso entre os pesquisadores.

Rakha et al. (2009) em artigo de reviséo, discutem as varias combinac¢des
imunoistoquimicas propostas para definicdo de carcinoma basal6ide e a falta de
consenso internacional sobre os marcadores que definem um Carcinoma Basalodide.
Ressalta que, a propria definicdo sugerida pelos estudos de perfil génico, €&
incompleta e possui algumas faltas consideraveis. Assim, alguns autores requerem a
nao reatividade para receptores hormonais e a HER2 para considerarem um tumor

como carcinoma basaléide. Estes autores consideram essa definicdo bem
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especifica, mas muito falha em termos de sensibilidade para a detec¢do de tumores
basaléides. Em adicdo, outros marcadores que também servem como requisitos
minimos para a definicdo de um carcinoma basaldide sdo o EGFR, c-kit, P-caderina,
nestina, osteonectina, vimentina e laminina. Citaram o estudo de Tang, Wang e
Bourne (2008), que comparou diferentes definicbes imunoistoquimicas de tumores
basaléides em 195 cénceres de mama e mostraram que as taxas de tumores
definidos como basais variavam de 14%-40%; 19%- 76% para tumores de algo grau
e 1%-7% para carcinomas que ndo fossem de alto grau. Em todas as classificacdes,
carcinomas basalbéides se relacionavam fortemente com a graduac¢do do tumor.
Concluem que essas classificacfes relacionam-se, mas nao sao intercambiaveis.
Consequentemente essa variabilidade nas definicbes imunoistoquimicas criou certo
grau de discordancia e de resultados contraditorios entre diferentes estudos a
respeito de definicdo de classes, seu significado progndstico e seu comportamento.
A esse respeito, o proprio cancer de mama basaldide ndo € Unico, ja que muitas
outras variaveis prognosticas e mesmo diagnosticas ja estabelecidas vém sofrendo
mudancas ao longo do tempo. Por exemplo, ndo se conseguiu um consenso sobre o
indice de positividade para RE, evidéncias recentes levaram a mudanca do critério
para a positividade de HER2 e ndo had um consenso universal a respeito da
avaliacdo de RP em canceres de mama. Portanto é importante mencionar que a
classe basal6ide veio a luz a alguns anos atras e pesquisas estdo sendo feitas com
o objetivo de identificar os melhores critérios para a identificacdo desses tumores, e
quais podem oferecer os melhores significados biol6gicos e clinicos em termos de

biologia, prognoéstico, predicdo de comportamento e resposta a terapia especifica.

2.4.2 EGFR (HER1/c-erbB1)

A familia de receptores conhecidos como “fator de crescimento epidérmico”, é
constituida por quatro receptores da tirosina-kinase, que sao o receptor do fator do
crescimento epidérmico (EGFR/HER1/c-erbB1), o receptor do fator de crescimento
epidérmico humano (HER2/c-erbB2), o HER3 (c-erbB3) e o HER4 (c-erbB4) (REIS-
FILHO et al., 2005).

O gene do EGFR esté localizado no cromossomo 7pl1.2-p12 e compreende
28 exons. Foi o primeiro receptor transmembrana a ser ligado diretamente com o
cancer em humanos (HYNES; LANE, 2005). O EGFR € uma proteina existente na
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superficie celular, que quando ativada pelo fator de crescimento epidérmico (EGF),
desencadeia a atividade da tirosina-quinase. O fator de crescimento epidérmico
(EGF) é um peptideo que induz a proliferacdo celular pela ativacdo do EGFR, o qual
tem um dominio na tirosina quinase citoplasmatica, um dominio Unico
transmembranaceo e um extracelular envolvido na ligagdo do EGF e dimerizacao do
receptor. A amplificacdo deste gene tem sido descrita em diferentes tumores,
principalmente em sistema nervoso central, pulmédo e estbmago (MARQUEZ et al.,
2004; TAKEHANA et al., 2003; GIACCONE et al., 2005) Recentemente, a expressao
da proteina do EGFR foi descrita nos carcinomas de mama (REIS-FILHO et al.,
2005), sobretudo no carcinoma metaplasico, que embora seja menos freqlente,
encontra-se inserido na via de diferenciacdo da célula progenitora/mioepitelial da
carcinogénese maméria (REIS-FILHO et al.,, 2003, 2006). Os carcinomas
metaplasicos de mama sao tumores de subtipo basal que apresentam
superexpressdo da proteina e amplificacdo do gene do EGFR (HER1/c-erbB1), e
ndo exibem do HER2/c-erbB2, em analises de hibridizacdo in situ cromogénica
(CISH) e na imunoistoquimica (REIS-FILHO et al., 2005).

Em 2005, Nielsen e colaboradores estudaram 21 casos de carcinomas
basaléides e encontraram positividade para EGFR tanto pelo perfil de expresséo
génica quanto por imunoistoquimica. A expressao do EGFR mostro positividade
quando corava focal ou difusamente citoplasma e/ou membrana. Encontraram
também 3 casos de carcinoma basaldide com positividade para RE.

A mutacéo ativadora do EGFR, como observada no cancer de pulméo e que
valida o uso de uma pequena molécula com atividade inibidora de tirosino-quinase
anti-HER1 e HER2, lapatinib (Tykerb, GlaxoSmithKline, Philadelphia, PA), para
tratamento ndo foi observada em estudo com carcinoma metaplasico da mama por
Reis-Filho e colaboradores em 2006. Mas os autores questionaram se esses
tumores ndo poderiam ser tratados, ja que alguns céanceres de pulmédo que nao
apresentam mutagcdo ativadora, mas apresentam superexpressdo respondem ao
inibidor de EGFR. Mais recentemente resultados sugeriram melhora na evolucao
clinica de pacientes com doenca avancada da mama quando adicionada ao lapatinib
esquemas com capecitabina (GEYER et al., 2006). Foi posteriormente demonstrado
em 2007 por Katz et al. que Lapatinib poderia inibir o poder metastatico conferido
pela molécula cten nos casos de cancer de mama com superexpressao de EGFR.

Atualmente esta droga ja foi aprovada no Brasil pela ANVISA para uso em
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carcinomas metastéticos de mama que progrediram mesmo apds tratamento com
trastuzumab.

Estas recentes perspectivas de terapia alvo com inibidores do EGFR
requerem que mais estudos sejam feitos na populagéo brasileira para se caracterizar
o perfil das pacientes, com suas peculiaridades regionais e disponibilizar exames
mais acurados para a indicagao destas terapias no Nnosso meio.

2.4.3 Citoqueratinas

O citoesqueleto, uma rede complexa de filamentos intermediarios (FI) que se
estendem do nucleo até a membrana citoplasmatica, possui propriedades estruturais
intrinsecas de auto-organizacdo e reacdo a estimulos externos que Ihe conferem
caracteristicas muito peculiares e versateis, € critico para a mobilidade celular,
sustentacdo da membrana celular, formacao de vias de transporte de organelas e
outros elementos através do citossol, sofrendo constantes rearranjos que podem
produzir movimentos celulares (ALBERTS et al., 2002; LODISH et al., 2000).

Os elementos do citoesqueleto interagem com as forcas mecanicas externas
exercidas sobre a superficie das células, absorvendo parte dos impactos e
transformando sua estrutura molecular, acionando vias de sinalizagéo intracelulares
gue promovem a adaptacdo das células aos agentes externos. Conforme a duracéo,
natureza e intensidade desses agentes externos, as células podem sofrer alteracdes
de maior ou menor intensidade, transformando algumas de suas caracteristicas a
fim de aumentar sua resisténcia e manter sua estabilidade frente as agressodes.
Ainda ndo sdo conhecidos todos o0s mecanismos dessa complexa rede de
sinalizacdes intra, extra e intercelulares que afetam a organizagéo do citoesqueleto,
as funcdes metabolicas e a multiplicacéo celular (STIEPCICH, M. M. A., 2007).

As citoqueratinas (CK) s&o proteinas dos filamentos intermediarios
codificados por genes KRT que estdo agrupadas em regides do braco do
cromossomo 12q (KRT 1-8) e 17q (KRT 9-25) (BIRNBAUM et al., 2004).

Estas proteinas podem ser distinguidas de duas formas, pela massa
molecular em baixo peso e alto peso, e pelo ponto de vista isoelétrico, dividido pelo
tipo | acido (CK 10-20) e tipo Il basico (CK1-9) (BIRNBAUM et al., 2004).

As ceratinas 4cidas (tipo |) e basicas (tipo Il) sdo tipicamente expressas nas

células epiteliais e constituem a classe mais ampla e variada de FI, com numerosas
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isoformas divididas em dois grupos. Cerca de 10 ceratinas sédo especificas dos
epitélios mais resistentes, tais como unhas, cabelos e pélos. Outras 20 ceratinas,
chamadas de citoceratinas (CKs), sdo geralmente encontradas nos epitélios que
revestem as cavidades internas do organismo. Seus pesos moleculares variam de
40 a 68 kD. Doze delas formam a classe de CK &cidas e oito moléculas compdem a
classe das CKs basicas. Essas duas classes de CKs séo constituidas por um grupo
complexo de polipeptidios que formam heterodimeros, agrupados em filamentos
heteropoliméricos de ceratina, onde a CK basica tem maior peso molecular (MOLL,
1992).

As rapidas alteracbes na expressdo das ceratinas nos processos de
cicatrizacdo e metastases, que repetem parcialmente 0s mecanismos do
desenvolvimento epitelial embrionario e fetal, evidenciam a necessidade de estudos
sobre o papel crucial gue desempenham nas vias de controle e regulacéo celular. Se
considerarmos que a forma e as diferentes propriedades das células e tecidos sao
resultado de uma rede de interacdes protéicas, € provavel que as ceratinas, capazes
de se auto-organizar e de interagir com outras proteinas, sejam parte primordial das
vias de sinalizagdo intra e extracelulares (ALBERTS et al., 2002).

As CK sdo empregadas como marcadores especificos para diferenciar os
tipos de células epiteliais. O perfil de expressao de citoqueratinas e outros filamentos
intermediarios tem aplicacao pratica diaria na diferenciacdo de tumores metastaticos
de origem desconhecida e atualmente estdo sendo utilizadas com grande interesse
para marcar as células da glandula mamaria (BOCKER et al., 2002; BIRNBAUM et
al., 2004). Sabe-se que os anticorpos para citoqueratinas do tipo Il (CK5 e 6) e do
tipo | (CK14) coram as células basais e/ou mioepiteliais, ao passo que 0s anticorpos
para citoqueratinas do tipo Il (CK7 e 8) e do tipo | (CK 18 e 19) se associam com as
células epiteliais luminais/glandulares (BOCKER et al., 2002).

Os padrbes de expressao das CK sdo conservados durante a oncogénese,
desta forma, carcinomas de mama podem ser classificados de acordo com a
expressao das suas citoqueratinas (BIRNBAUM et al., 2004). Assim, 0os carcinomas
geralmente expressam o padréao de CKs que, ao menos parcialmente, representa as
células de origem; entretanto, alguns tumores apresentam expressao anémala de
CKs. Nos carcinomas de mama as CKs expressas sao geralmente aquelas do
epitélio luminal, mas a expressdo de CK de padrdo mioepitelial (ou basal) indica

dediferenciacdo tumoral, correlacionando-se com comportamento bioldégico mais
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agressivo (PEROU et al., 2000; SORLIE et al.,, 2001; VAN DE RIJN et al., 2002;
NIELSEN et al., 2004; ABD EL-REHIM et al., 2005; FAN et al., 2006).

Atualmente, muitos trabalhos na literatura tém dedicado atencédo a expressao
dos marcadores epiteliais e sua correlacdo com fatores prognésticos bem
estabelecidos. Foram demonstradas grandes superposicbes dos padrbes de
expressdo génica em linhagens de células de cancer de mama e no parénquima
mamario normal (SORLIE et al., 2001; NIELSEN et al., 2004; ABD EL-REHIM et al.,
2005; FAN et al., 2006).

Entretanto, ainda € necessaria uma maior compreensao dos mecanismos
através dos quais as diferencas na expressao génica atuam nas vias de sinalizacédo
molecular, levando a padrbes diversos de expressdo de citoqueratinas nos tecidos
mamarios normal e neoplasico.

Dessa forma, a andlise do perfil de expressdo das citoqueratinas CK5/6 e
CK14 constitui-se numa interessante proposta de ferramenta adicional para auxiliar
na identificacdo dos casos de carcinomas que apresentam comportamentos
bioldgicos diferentes, dentro dos grandes grupos de carcinomas ja reconhecidos, 0s

RH positivos e os triplo negativos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional, analitico e transversal da avaliacdo da
prevaléncia da expressdo de fendtipo basal por imunoistoquimica nos casos de
carcinomas ductais mamarios Luminais A (LA) e Triplo Negativos (TN) e sua relacao

com a idade, grau histolégico e envolvimento linfonodal.

3.2 DESENHO DO ESTUDO, SELECAO E TAMANHO DA AMOSTRA

Os casos deste estudo sao provenientes da Unidade de Mama do Hospital
Nossa Senhora das Gracas (UM-HNSG), em Curitiba, reconhecida pelo
SenoNetwork, entidade ligada a Sociedade Européia de Oncologia e Sociedade
Européia de Mastologia, por estar de acordo com o “European Guidelines for quality
assurance in breast cancer screening and diagnosis”. Iniciou-se o0 estudo
consultando o banco de prontuarios da UM-HNSG onde foram selecionadas as
pacientes com diagnéstico de carcinoma ductal invasor (SOE) submetidas a
mastectomia ou cirurgia conservadora de mama, sem tratamento quimioterapico
neoadjuvante, constando os dados completos de idade, grau histolégico, estado
linfonodal e exames anatomo-patolégicos e imuno-histoquimicos para receptor de
estrogeno (RE), receptor de progesterona (RP) e superexpressdo de HER2 do
periodo de janeiro de 1996 a dezembro de 2007. A partir desta lista, foram
recuperados dos arquivos do Servico de Anatomia Patologica do HNSG, os
respectivos blocos de parafina disponiveis que pudessem ser utilizados sem que
todo o material parafinado se esgotasse, dando preferéncia aos exames mais
recentes e aos casos triplo negativos, que eram o0 escopo deste estudo. Em parceria
com o laboratorio de Patologia Experimental da Pontificia Universidade Catolica do
Parana (PUC-PR), construiu-se um banco de tecidos pela técnica de Microarranjos
de Tecido Artesanal (TMA) a partir desses blocos doadores. A descrigdo da técnica
de montagem dos TMA encontra-se no apéndice 1 e os mapas de cada TMA
numerados em algarismos romanos de | a X e com as coordenadas de localizacao

de cada caso encontram-se no apéndice 2.


http://ec.europa.eu/health/ph_overview/previous_programme/cancer/pubs_cancer_en.htm
http://ec.europa.eu/health/ph_overview/previous_programme/cancer/pubs_cancer_en.htm
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As 150 amostras contidas nos 10 TMA foram submetidas a imunoistoquimica
para os marcadores EGFR, CK5/6 e CK 14. Para a contagem dos casos de acordo
com o perfil imunoistoquimico, foram desconsiderados os controles de mama
normal, as amostras em duplicata e os casos em que o corte descolou da lamina em
mais de uma reacéo, resultando um total de 115 casos. Estes 115 casos foram
entdo classificados de acordo com o perfil imunoistoquimico previamente realizado
pelo Servico de Anatomia Patolégica do HNSG, resultando em: 42 casos (36,5%)
triplo negativos (RE-, RP-, HER2-), 40 casos (34,7%) Luminal A (RE+ e/ou RP+ e
HER2-), 24 casos (20,8%) Luminal B (RE+ e/ou RP+ e HER2 +) e 9 casos (7,8%)
subtipo superexpressdo HER2 (RE-, RP-,HER2+). A distribuicdo final das 150
amostras dos TMA realizados encontram-se resumidos no quadro 4 para melhor

visualizacéao.

QUADRO 4 - DISTRIBUICAO FINAL DAS 150 AMOSTRAS DOS 10 TMA.

TOTAL CD CM AD LA LB HER TN

150 9 5 21 40 24 9 42

- CD: Cortes que descolaram da lamina em mais de uma rea¢do imunoistoquimica
- CM: Amostras controle de mama normal

- AD: Amostras em duplicatas

- LA: Casos Luminais A

- LB: Casos Luminais B

- HER: Casos de superexpressao do HER-2

- TN: Casos triplo negativos

Os 82 casos de carcinomas ductais invasores (SOE) subdivididos em 40
Luminais A e 42 Triplo Negativos correspondem ao nosso material do tamanho

amostral final para este estudo.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Critérios de inclusao:

- Carcinomas ductais invasores (SOE) Luminais A e Triplo Negativos

Critérios de exclusao:
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- Carcinomas ductais invasores (SOE) Luminais B e do subtipo superexpressao de
HER?2.

3.4 VARIAVEIS E CONCEITOS

1) Luminal A:
Carcinomas ductais com expressao de RE e/ou RP+, e auséncia de

superexpressao de HER2.
2) Triplo Negativo:

Carcinomas ductais com auséncia de expressédo de RE e de RP e auséncia

de superexpressao de HER2.
3) Marcadores de fendtipo basaloide:

Os marcadores EGFR, CK5/6 e CK14 foram classificados, de acordo com a
auséncia ou presenca de expressdo imunoistoquimica, em negativo ou positivo,

respectivamente.
4) Luminais A basais:

Casos de carcinomas ductais Luminais A que expressaram fenétipo basal
pela positividade de um ou mais dos marcadores estudados (CK 5/6 e/lou CK 14
e/ou EGFR).

5) Triplo Negativo basal / Carcinoma Basaloide:

Casos de carcinomas ductais triplo negativos que expressaram fenétipo basal
pela positividade de um ou mais dos marcadores estudados (CK 5/6 e/lou CK 14
e/ou EGFR).

6) Idade:

A idade das pacientes foi classificada em 2 grupos: até 50 anos e mais de 50

anos.
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7) Grau histologico:

Os casos foram classificados em grau | ou Il ou Ill segundo o Sistema de
Graduacdo de Scarff-Bloom-Richardson modificado por Elston e Ellis, 1991
(Nottingham modificado) conforme recomendado e descrito no Manual de
Padronizacao de Laudos da SBP (2005).

8) Envolvimento Linfonodal:

Os casos foram classificados em: 1) negativo quando da auséncia de
metastase para linfonodos e 2) positivo quando da presenca de metastases para 1

ou mais linfonodos.

3.5 METODO IMUNOISTOQUIMICO

Foram utilizados os resultados dos exames imunoistoquimicos para RE, RP e
HER?2 realizados na época do diagnéstico original, pelo método da Estreptavidina-
Biotina-Peroxidase. A expressao imunoistoquimica para os marcadores moleculares
RE e RP foi considerada positiva quando observada marcacdo nuclear de
intensidade fraca, moderada ou forte em mais de 1% das células marcadas. Para a
avaliacdo da marcacdo do HER2 levou-se em consideracdo a percentagem de
células com marcacdo de membrana. A positividade do HER?2 foi avaliada de acordo
com o método recomendado pelo kit Herceptest (DAKO) em quatro categorias (0, +,
++, +++). Foi considerado positivo quando os resultados englobavam a categoria
+++,

Para o estudo imunoistoquimico da expresséo dos marcadores EGFR, CK5/6
e CK14, os casos foram processados de acordo com o método da Estreptavidina-
Biotina-Peroxidase, com anticorpos comerciais conforme as especificacbes no
quadro 5. A técnica foi realizada segundo o protocolo estabelecido e padronizado
pelo setor de imunoistoquimica do Laboratério de Patologia Experimental da

Pontificia Universidade Catoélica do Parana.



QUADRO 5 — ANTICORPOS E PROTOCOLOS DE REAGAO UTILIZADOS.
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Anticorpo Marca Clone Diluicéo Solucéo Método Sistema
recuperante recuperacao amplificacdo

EGFR DAKO H11l 1/40 CITRATO pH | banho maria ENVISION
6,0

CK5/6 DAKO D5/16B4 | 1/50 EDTA/TRIS banho maria ENVISION
pH 9,0

CK14 Biogenex | LLO02 1/100 CITRATO pH banho maria ENVISION
6,0

As laminas foram analisadas por dois patologistas simultaneamente (APMS e
LN),

imunoistoquimicas destes marcadores (EGFR, CK5/6 e CK14) foi feita de forma

em microscopio de multiobservacdo (Olimpus). A avaliacdo das reacdes

semiquantitativa, considerando-se neste trabalho o nimero e distribuicdo de células
marcadas classificadas em focal (1 a 10% de células tumorais positivas) ou difuso
(acima de 10% de células tumorais positivas) e de acordo com o padrdo de

expressao esperado para estes anticorpos (citoplasmatico e/ou de membrana).

3.6 CONSTRUCAO DO BANCO DE DADOS

Foi construido um banco de dados que ndo continha o nome das pacientes e
que foram numerados em ordem sequencial de acordo com a inclusdo no TMA.
Todos os dados que foram progressivamente sendo obtidos pela pesquisadora (lista
das pacientes com respectivas idades, grau histologico, estado linfonodal, nimero
dos blocos doadores, resultados imunoistoquimicos para RE, RP, HER2, CK5/6,
CK14 e EGFR) foram transcritos manualmente. A digitacdo do banco foi realizada
com conferéncia bimanual, na ordem em que foram incluidos, em planilha eletronica
(Microsoft Excel®), conferidos e exportados para posterior analise estatistica

(apéndice 3).
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3.7 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os resultados obtidos no estudo foram expressos por médias e desvios
padrbes (variaveis quantitativas) ou por freqiéncias e percentuais (variaveis
qualitativas). Para o célculo amostral, considerou-se os 42 casos TN com percentual
minimo de 7% da carcinomas basaldides, resultando uma amostra minima de 30
casos TN, com nivel de seguranca de 95%. Para a comparacdo de grupos em
relacdo a variaveis quantitativas considerou-se o teste t de Student para amostras
independentes. Para a comparacdo de grupos em relacdo a variaveis qualitativas
politbmicas considerou-se o teste de Qui-quadrado. Ja para a comparacao de dois
grupos em relacdo a variaveis qualitativas dicotémicas foi considerado o teste exato
de Fisher ou o teste binomial. Para avaliacdo da qualidade de cada uma das
proteinas para a classificacdo de fenoétipo basal, foi estimada a sensibilidade da
proteina e construido intervalo de 95% de confianca. Valores de p<0,05 indicaram
significancia estatistica. Valores de p entre 0,05 e 0,10 indicam que existe tendéncia.
Os dados foram organizados em planilha Excel e analisados com o programa

computacional Statistica v.8.0.
3.8 ASPECTOS ETICOS
O projeto do trabalho utilizando blocos de parafina foi aprovado pelo Comité

de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Pontificia Universidade Catolica do

Parana (anexo).
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4 RESULTADOS

4.1 RESULTADOS QUALITATIVOS

A revisao histologica confirmou o diagnostico de carcinoma ductal invasor em
todas as amostras, seguindo as normas da Classificacdo Internacional dos Tumores
da Organizacéo Mundial da Saude (OMS) (TAVASSOLI; DEVILEE, 2003).
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FIGURA 1- PADROES DE EXPRESSAO DA CK14 NO CARCINOMA DUCTAL INVASOR

A- TMA IV/2C Coloragéo positiva difusa de membrana para CK14 em carcinoma ductal invasor
grau Il -40x

B- TMA X/3E Coloracéo positiva difusa de membrana para CK14 em carcinoma ductal invasor
grau Il -40x

C- TMA VI/1A Coloracéo difusa de citoplasma para CK14 em carcinoma ductal invasor grau Il —
20x

D- TMA I1I/3D Coloragao difusa de citoplasma e membrana para CK14 em carcinoma ductal
invasor grau Il -40x
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FIGURA 2 - PADROES DE EXPRESSAO DA CK14 NO CARCINOMA DUCTAL IN SITU E NO

MIOEPITELIO NORMAL

TMA IV/3E Coloracédo positiva focal de citoplasma e membrana para CK14 no componente in
situ. O componente invasor foi negativo -20X

TMA IV/3E Coloragdo positiva focal de citoplasma e de membrana para CK14 no
componente in situ. O componente invasor foi negativo -40X

TMA VI/3C Coloracao positiva de citoplasma e membrana para CK14 nas células mioepiteliais
normais (seta) em area de hiperplasia ductal atipica. O componente invasor foi negativo -10X

TMA VI/3C Coloragao positiva de citoplasma e membrana para CK14 nas células mioepiteliais
normais (seta) em area de hiperplasia ductal atipica. O componente invasor foi negativo -20X
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FIGURA 3 - PADROES DE EXPRESSAO DA CK5/6 NO CARCINOMA DUCTAL INVASOR

A- TMA 1I/3D Coloragao focal de citoplasma para CK5/6 em carcinoma ductal invasor grau Il - 40x
B- TMA X/3A Coloracgéo focal de citoplasma para CK5/6 em carcinoma ductal invasor grau I1-10x
C- TMA 11/3B Coloracao focal de membrana para CK5/6 em carcinoma ductal invasor grau 1-20x

D- TMA IV/2C Colorac¢éo focal de citoplasma para CK5/6 em carcinoma ductal invasor grau Ill -
40x



53

FIGURA 4 - PADROES DE EXPRESSAO DO EGFR NO CARCINOMA DUCTAL INVASOR

TMA I/1E Coloracéo focal de citoplasma para EGFR em carcinoma ductal invasor grau 1-40x

TMA IV/3A Coloracéo focal de citoplasma para EGFR em carcinoma ductal invasor grau Il -
40x

TMA V/3E Coloracao difusa de citoplasma para EGFR em carcinoma ductal invasor grau Ill-
40x

TMA VI/3E Coloracado difusa de citoplasma e membrana para EGFR em carcinoma ductal
invasor grau Il1-40x



54

4.2 RESULTADOS QUANTITATIVOS

Constituiram a amostra deste estudo 82 pacientes brancas do sexo feminino
com média de idade de 54,6 + 14,2 anos, distribuidas em dois grupos de estudo de
acordo com o subtipo de carcinoma ductal maméario: 40 (48,8%) com fendtipo
Luminal A (LA) e 42 (51,2%) com fendtipo Triplo Negativo (TN), com média de idade
de 58,0 + 15,3 anos e 51,4 + 12,3 anos em cada grupo, respectivamente (p=0,032).

No total da amostra, houve predominio de carcinomas ductais invasores grau

Il (45,1%) e de casos com envolvimento linfonodal negativo (52,4%).

4.2.1 Comparacao entre LA e TN em relacao a idade, grau histoldgico e linfonodos

Para cada uma das variaveis idade, grau histolégico e envolvimento
linfonodal, testou-se a hipotese nula de que a distribuicdo sobre as classificacdes da
variavel para o grupo LA é igual a distribuicdo sobre as classificacfes da variavel
para o grupo TN, versus a hipotese alternativa de distribuices diferentes.

Para a idade (quantitativa), testou-se a hip6tese nula de que a média de idade
para o grupo é LA igual a média de idade para o grupo TN, versus a hipétese
alternativa de médias diferentes (TABELA 1).

A associacdo entre idade e os subtipos LA e TN mostrou que a média de
idade foi menor nos TN (p=0,032). A comparacdo do grau histoldégico entre os
subtipos LA e TN mostrou que o grau histoldgico | foi mais freqiente no subtipo LA
e que o grau histologico Il foi mais freqiente no subtipo TN (p< 0,001). A
associacao entre o envolvimento linfonodal e os subtipos de carcinoma de mama

nao evidenciou diferenga estatisticamente significativa.



55

TABELA 1- COMPARAGCAO ENTRE LA E TN EM RELACAO A IDADE, GRAU HISTOLOGICO E

LINFONODOS
LA TN
Variavel Classificacéao Valor de p
n (%) n (%)

Idade Até 50 15 (37,5) 18 (42,9)

Mais de 50 25 (62,5) 24 (57,1) 0,658°
Idade Média + dp 58,0 + 15,3 51,4+123 0,032°
Grau histolégico | 9 (22,5) 1(2,4)

I 22 (55,0) 15 (35,7)

1l 9 (22,5) 26 (61,9) <0,001°
Linfonodos Negativo 23 (57,5) 20 (47,6)

Positivo 17 (42,5) 22 (52,4) 0,387°

% Teste de Qui-quadrado, p<0,05
® Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05
° Teste exato de Fisher, p<0,05

4.2.2 Expressao dos marcadores EGFR, CK5/6 e CK14 nos grupos LAe TN

Para cada um dos marcadores, testou-se a hipotese nula de que a
probabilidade de resultado positivo no carcinoma LA é igual a probabilidade de
resultado positivo no carcinoma TN, versus a hipétese alternativa de probabilidades
diferentes (TABELA 2).

A frequéncia da expressao dos marcadores de células basais detectados por
imunoistoquimica nos subtipos de carcinoma LA e TN mostrou que ha uma
tendéncia das citoqueratinas CK5/6 e CK14 apresentarem maior freqiiéncia positiva
nos casos TN, com nivel de significancia limitrofe (p = 0,06 e p= 0,05,
respectivamente). O marcador EGFR mostrou maior freqiéncia positiva em casos

LA, sem significancia estatistica.



TABELA 2 - FREQUENCIA DA EXPRESSAO DOS MARCADORES EGFR, CK5/6 E CK14 NOS
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LA TN
Variavel Classificacéao Valor de p
n (%) n (%)

EGFR Negativo 36 (90,0) 40 (95,2)

Positivo 4 (10,0) 2 (4,8) 0,427
CK5/6 Negativo 35 (87,5) 29 (69,0)

Positivo 5 (12,5) 13 (31,0) 0,062
CK14 Negativo 33(82,5) 26 (61,9)

Positivo 7 (17,5) 16 (38,1) 0,05004

Testou-se a hipbétese nula de que a probabilidade de fendtipo basal no

carcinoma TN € igual a probabilidade de fendtipo basal no carcinoma LA, versus a

hipotese alternativa de probabilidades diferentes (TABELA 3).

Observou-se que tanto carcinomas ductais LA quanto TN podem apresentar

fendtipo basal, expressando EGFR e/ou CK5/6 e/ou CK14, sendo que a maior

concentracdo deste fenotipo foi encontrada dentro do subtipo TN, mas sem

significancia estatistica.

Os 18 casos de carcinomas ductais invasores TN com fendtipo basal pela

expressdo de EGFR e/ou CK5/6 e/ou CK14, correspondem aos verdadeiros casos

de Carcinoma Basaldide deste estudo.

TABELA 3- FREQUENCIA DE FENOTIPO BASAL NOS GRUPOS LA E TN QUANTO A

EXPRESSAO DOS MARCADORES EGFR E/OU CK5/6 E/OU CK14

LA TN
Fenotipo Valor de p
n (%) n (%)
N&o basal 28 (70,0) 24 (57,1)
Basal 12 (30,0) 18 (42,9) 0,258
Total 40 42
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Os trés marcadores de fendtipo basal utilizados neste estudo ora se
expressaram isoladamente, ora em combinagcdo com outro marcador. Nao ocorreu
nenhum caso com a expressdo simultanea dos 3 marcadores. A associacdo mais
frequente ocorreu entre as citoqueratinas CK5/6 e CK14, responsavel por 11 dos 18

diagnosticos de TN basais/Carcinoma Basal6ide (TABELA 4).

TABELA 4 - DISTRIBUICAO DOS RESULTADOS POSITIVOS E NEGATIVOS DOS MARCADORES
BASAIS EM RELACAO AOS CARCINOMAS LA BASAIS E TN BASAIS

EGFR CK5/6 CK14 LA basais TN basais
n n

+ + + 0 0

+ + - 0 0

+ - + 0 2

. + + 4 11

+ - - 4 0

- + - 1 2

- - + 3 3
Total 12 18

Foi avaliado o desempenho da expresséo isolada dos marcadores EGFR,
CK5/6 e CK14 na determinacdo do fendtipo basal entre os TN, ou seja, na
identificacdo de casos de Carcinoma Basaloide. Nesta avaliagdo foi considerada
como padrao ouro a classificacéo de fenotipo basal caracterizada por ter pelo menos
um dos marcadores positivo (EGFR e/ou CK5/6 e/ou CK14). Desta forma, na anélise
de cada marcador considerou-se a positividade deste marcador (para qualquer
resultado das outras duas) versus o resultado do padrao ouro.

Ao todo, nos carcinomas do subtipo TN, de acordo com o padréo ouro, foram
observados 18 casos de Carcinoma Basaloide. Considerando a proteina CK14,
observamos que em 16 casos houve expressdo deste marcador
(independentemente da expressao observada nos outros dois marcadores, se
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positivos ou negativos). Desta forma, para este marcador, estima-se que 88,9% dos
casos de Carcinomas Basais de acordo com o padrdo ouro, apresentardo resultado
positivo para este marcador. Ha 95% de confianca de que o intervalo de 74,4% a
100% contenha a verdadeira proporcdo de casos classificados como positivos por

este marcador quando o carcinoma é um Carcinoma Basaloide (TABELA 5).

TABELA 5 - AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DOS MARCADORES, ISOLADAMENTE, NA
DETERMINACAO DE FENOTIPO BASAL NOS CARCINOMAS TN

Expresséo do EGFR CK5/6 CK14
marcador

Negativo 16 5 2
Positivo 2 13 16

Total 18 18 18
Sensibilidade 11,1% 72,2% 88,9%

IC 95% 0% - 25,6% 51,5% - 92,9% 74,4% - 100%

4.2.3 Estudo dos carcinomas LA e TN quanto a expressao de fendtipo basal em

relacdo a idade, grau histolégico e envolvimento linfonodal

Para cada uma das varidveis idade, grau histoloégico e presenca de
linfonodos, testou-se a hipotese nula de que a distribuicdo sobre as classificacfes da
variavel para carcinomas LA com fenotipo basal € igual a distribuicdo sobre as
classificagcbes da variavel para carcinomas LA com fendtipo ndo basal, versus a
hipotese alternativa de distribuicbes diferentes. Para a idade (quantitativa), testou-se
a hipétese nula de que a média de idade para os casos de carcinomas LA com
fendtipo basal € igual a média de idade para os casos de fenotipo ndo basal, versus
a hipotese alternativa de médias diferentes (TABELA 6).

Observamos que a média de idade nos LA basais foi menor do que nos LA
nao basais (sem significAncia estatistica) e que houve tendéncia das pacientes

acima de 50 anos ndo expressarem fenotipo basal.
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Em relacdo ao grau histolégico, ambos os subtipos do carcinoma LA
mostraram predominio de casos grau Il, ndo havendo associacdo entre expressao
de fendtipo basal em carcinomas LA e o grau histoldgico.

N&o houve associacdo entre o envolvimento linfonodal e a expressédo de
fenotipo basal em casos LA. Ja os ndo basais apresentaram mais casos linfonodos
negativos, com frequéncia de 60,7%, sem diferenca estatistica significativa.

TABELA 6 - COMPARAGCAO ENTRE LA NAO BASAL E BASAL EM RELACAO A IDADE, GRAU
HISTOLOGICO E LINFONODOS

LA-N&o basal LA-basal
Variavel Classificacéo Valor de p
n (%) n (%)

Idade Até 50 8(28,6) 7 (58,3)

Mais de 50 20 (71,4) 5(41,7) 0,091°
Idade Média + dp 60,6 + 15,0 52,0+ 14,9 0,103°
Grau histolégico I 5(17,9) 4 (33,3)

I 17 (60,7) 5(41,7)

1 6 (21,4) 3(25,0) 0,473°
Linfonodos Negativo 17 (60,7) 6 (50,0)

Positivo 11 (39,3) 6 (50,0) 0,728°

% Teste de Qui-quadrado, p<0,05
® Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05
¢ Teste exato de Fisher, p<0,05

Para cada uma das variaveis idade, grau histologico e presenca de
linfonodos, testou-se a hipotese nula de que a distribuicdo sobre as classificacées da
variavel para o TN fendtipo basal € igual a distribuicdo sobre as classificacdes da
variavel para o fenotipo nédo basal, versus a hipétese alternativa de distribuicdes
diferentes. Para a idade (quantitativa), testou-se a hipétese nula de que a média de
idade para os casos de fenotipo basal € igual a média de idade para os casos de
fenotipo ndo basal, versus a hipotese alternativa de médias diferentes (TABELA 7).

Observou-se que a média de idade nos TN basais foi menor do que nos TN
nao basais (sem significancia estatistica) e que a frequéncia de distribuicdo das

idades entre estes dois grupos foi muito semelhante.
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Em relagdo ao grau histoldgico, entre os casos TN basais predominou o grau
[l enquanto que nos TN néo basais a distribuicdo dos casos entre os graus Il e Il foi
mais homegénea. Observa-se que, proporcionalmente, houve mais casos grau Il no
TN basal (72,2%) do que no TN ndo basal (54,2%), mas sem diferenca estatistica
significativa.

A associagao entre o envolvimento linfonodal e o subtipo do carcinoma TN
evidenciou que o os casos sem fendtipo basal apresentaram maior nimero de casos
com pelo menos um linfonodo comprometido com frequéncia de 58,3%, mas sem

significancia estatistica.

TABELA 7- COMPARAGCAO ENTRE TN NAO BASAL E BASAL EM RELACAO A IDADE, GRAU
HISTOLOGICO E LINFONODOS

TN-N&o basal TN-basal
Variavel Classificacéo Valor de p
n(%o) n(%)

Idade Até 50 10 (41,7) 8 (44,4)

Mais de 50 14 (58,3) 10(55,6) 1°¢
Idade Média + dp 53,0 + 13,0 49,2 +11,3 0,325°
Grau histolégico I 14,2 0 (0)

I 10 (41,7) 5 (27,8)

Il 13 (54,2) 13 (72,2)
Linfonodos Negativo 10 (41,7) 10 (55,6)

Positivo 14 (58,3) 8 (44,4) 0,533°

% Teste de Qui-quadrado, p<0,05
® Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05
° Teste exato de Fisher, p<0,05

Para cada uma das variaveis idade, grau histologico e presenca de
linfonodos, testou-se a hipotese nula de que a distribuicdo sobre as classificacdes da
variavel para o carcinoma TN com fenoétipo basal € igual a distribuicdo sobre as
classificacbes da variavel para o carcinoma LA com fenétipo basal, versus a
hipotese alternativa de distribuicdes diferentes. Para a idade (quantitativa), testou-se

a hipotese nula de que a média de idade para os casos de carcinoma TN com
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fendtipo basal € igual & média de idade para os casos de carcinoma LA com fenétipo
basal, versus a hipétese alternativa de médias diferentes (TABELA 8).

Observamos que a média de idade nos TN basais foi menor do que nos LA
basais (sem significancia estatistica) e que a distribuicdo dos casos por faixa etaria
foi muito semelhante nos dois grupos.

Quando comparamos a expressao de fendtipo basal entre os grupos LA e TN
em relacdo ao grau histolégico, observamos que ha um predominio significativo de
casos grau lll nos TN basais, 0 que ndo ocorre entre os LA basais.

Em relacdo ao envolvimento linfonodal, distribuicdo de casos positivos e
negativos foi semelhante nos dois grupos.

TABELA 8- COMPARACAO ENTRE OS CARCINOMAS LA E TN QUANDO AMBOS EXPRESSAM
FENOTIPO BASAL, EM RELACAO A IDADE, GRAU HISTOLOGICO E LINFONODOS

LA basal TN basal
Variavel Classificacéo Valor de p
n (%) n (%)

Idade Até 50 7(58,3) 8 (44,4)

Mais de 50 5(41,7) 10(55,6) 0,710°
Idade Média + dp 52,0+ 14,9 49,2 +11,3 0,559 °
Grau histolégico I 4 (33,3) 0 (0)

Il 5 (41,7) 5 (27,8)

I 3(25,0) 13 (72,2) 0,0092
Linfonodos Negativo 6 (50,0) 10 (55,6)

Positivo 6 (50,0) 8 (44,4) 1°

? Teste de Qui-quadrado, p<0,05
® Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05
° Teste exato de Fisher, p<0,05

Para cada uma das variaveis idade, grau histologico e presenca de
linfonodos, testou-se a hipotese nula de que a distribuicdo sobre as classificagfes da
variavel para o carcinoma TN néo basal é igual a distribuicdo sobre as classificacdes
da variavel para o carcinoma LA ndo basal , versus a hipétese alternativa de

distribuicdes diferentes. Para a idade (quantitativa), testou-se a hipotese nula de que
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a meédia de idade para os casos de carcinoma TN ndo basal é igual a média de
idade para os casos de carcinoma LA ndo basal, versus a hipétese alternativa de
meédias diferentes (TABELA 9).

Observamos que a média de idade nos TN ndo basais foi menor do que nos
LA n&o basais (p=0,058), com mais casos abaixo de 50 anos no grupo TN néo
basal.

Quando comparamos a auséncia de expressao de fenotipo basal entre os
grupos LA e TN em relacéo ao grau histologico, observamos que ha um predominio
significativo de casos grau Il nos TN néo basais, e de grau | e Il nos LA ndo basais.

Em relagéo ao envolvimento linfonodal, hd mais casos com comprometimento
de linfonodos nos TN ndo basais do que nos LA ndo basais, sem diferenca

estatistica significativa.

TABELA 9 - COMPARAGCAO ENTRE OS CARCINOMAS LA E TN QUANDO AMBOS NAO
EXPRESSAM FENOTIPO BASAL, EM RELAGCAO A IDADE, GRAU HISTOLOGICO E

LINFONODOS
LA néo basal TN néo basal
Variavel Classificacéo Valor de p
n (%) n (%)

Idade Até 50 8 (28,6) 10 (41,7)

Mais de 50 20 (71,4) 14 (58,3) 0,388°
Idade Média + dp 60,6 £ 15,0 53,0+ 13,0 0,058°"
Grau histolégico I 5(17,9) 14,2

I 17 (60,7) 10 (41,7)

1] 6 (21,4) 13 (54,2) 0,033°
Linfonodos Negativo 17 (60,7) 10 (41,7)

Positivo 11 (39,3) 14 (58,3) 0,266°

? Teste de Qui-quadrado, p<0,05
® Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05
° Teste exato de Fisher, p<0,05
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A associacdo entre idade e os subtipos LA e Carcinoma basal6ide mostrou
que a média de idade foi menor nas Carcinomas Basal6ides (p=0,032).

Na comparacao do grau histolégico, os LA tiveram predominio de casos grau |
e Il enquanto os carcinomas basaldides tiveram predominio de casos grau Il
(p=0,001).

A associacgdo entre o envolvimento linfonodal e os subtipos de carcinoma de

mama néo evidenciou diferenca estatisticamente significativa (TABELA 10).

TABELA 10- COMPARACAO ENTRE OS CARCINOMAS LUMINAIS A E CARCINOMAS
BASALOIDES EM RELACAO A IDADE, GRAU HISTOLOGICO E LINFONODOS

LA n=40 TN basal n=18
Variavel Classificacéo Valor de p
n (%) n (%)

Idade Até 50 15(37,5) 8 (44,4)

Mais de 50 25 (62,5) 10 (55,6) 0,773°
Idade Média + dp 58,0 + 15,3 49,2 +11,3 0,032°
Grau histolégico I 9 (22,5) 0 (0)

Il 22 (55,0) 5 (27,8)

I 9 (22,5) 13(72,2) 0,001?
Linfonodos Negativo 23 (57,5) 10 (55,6)

Positivo 17 (42,5) 8 (44,4) 1°

? Teste de Qui-quadrado, p<0,05
® Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05
° Teste exato de Fisher, p<0,05

Observamos que a média de idade nos carcinomas com fendtipo basal,
independente de serem LA ou TN, foi menor do que nos néo basais (p=0,036).

A associacao entre a expressao de fenotipo basal em carcinomas ductais LA
e/ou TN com o grau histolégico e envolvimento linfonodal ndo evidenciou diferenca

estatisticamente significativa (TABELA 11).
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TABELA 11- COMPARACAO ENTRE OS CARCINOMAS QUE NAO EXPRESSARAM FENOTIPO
BASAL (LA + TN) E OS QUE EXPRESSARAM (L A + TN) EM RELACAO A IDADE,
GRAU HISTOLOGICO E LINFONODOS

Nao basal Basal
Variavel Classificacao Valor de p
n=52 n=30
Idade Até 50 18 (34,6) 15 (50,0)
Mais de 50 34 (65,4) 15 (50,0) 0,242°
Idade Média + dp 57,1+ 145 50,3+ 12,7 0,036°
Grau histolégico I 6 (11,5) 4 (13,3)
I 27 (51,9) 10 (33,3)
1] 19 (36,5) 16 (53,3) 0,251°2
Linfonodos Negativo 27 (51,9) 16 (53,3)
Positivo 25 (48,1) 14 (46,7) 1°

% Teste de Qui-quadrado, p<0,05
® Teste t de Student para amostras independentes, p<0,05
° Teste exato de Fisher, p<0,05
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5 DISCUSSAO

O desafio em estudar cancer de mama reside no fato de serem tumores muito
heterogéneos e com caracteristicas moleculares que variam de um caso para outro,
dificultando o estabelecimento de uma classificacdo onde todos o0s casos se
enquadrem dentro de uma determinada categoria. Por isso a abordagem de
pacientes com carcinoma de mama deve ser tao individualizada quanto possivel.

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

A validacao desses achados em grandes séries de casos tem sido testada por
diferentes grupos de pesquisa (VAN'T VEER et al., 2002; SORLIE et al., 2003;
SORLIE et al., 2006; RAKHA et al., 2007; SORLIE, 2007). Entretanto, estes estudos
incluem casos com diferentes tipos histol6gicos, ndo apenas ductais invasores, mas
casos de carcinomas lobulares, carcinomas in situ, carcinomas mucinosos,
carcinomas metaplésicos, entre outros. SO recentemente, o0s artigos tém
guestionado que, mesmo a classificagdo molecular, apresenta limitacdes e excecbes
na identificacdo de grupos de pacientes com riscos diferentes. Inclusive, no altimo
simpdésio da Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO) em San Francisco
(2009), a oncologista Martine Piccart-Gebhart palestrante da sessao de abertura ,
fez referéncia a classificagdo molecular : “muito se pesquisa, mas ha tanta
controvérsia e tanto viés nos estudos que, do ponto de vista pratico, pouca evolugéo
ocorreu”.

Com o advento desses estudos genéticos, o papel do patologista ndo se
restringe a classificar morfologicamente o tumor dentro dos 20 tipos descritos pela
OMS (TAVASSOLI; DEVILEE, 2003). E necessario informar fatores prognésticos e
preditivos que tenham relevancia, para consequentemente orientar no melhor
entendimento da biologia do tumor e no planejamento terapéutico.

Os fatores prognosticos sdo determinados pelas caracteristicas clinicas das
pacientes (como a idade ao diagndstico) e pelos aspectos patologicos/biolégicos dos

tumores, que permitem prever a evolugcao clinica da doenca ou a sobrevida da
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paciente no momento do diagndstico inicial. Por outro lado, os fatores preditivos sdo
as caracteristicas clinicas, patologicas e biologicas utilizadas para estimar a
probabilidade de resposta do tumor a um tipo especifico de terapia adjuvante.

Dentro deste intuito, procurou-se estudar dois grupos de carcinomas ductais
invasores de relevancia definida, os Luminais A (“hormone-expressing“) e os Triplo
Negativos e a influéncia da expressao dos marcadores basais EGFR, CK5/6 e CK14
nestes carcinomas utilizando como parametros de comparacdo a idade, o grau
histolégico e o envolvimento linfonodal. N&o utilizamos como parametro, neste
momento, o tamanho tumoral, por ser considerado um fator de progndstico tempo
dependente (ELSTON; ELLIS; PINDER, 1999), que reflete apenas parcialmente as
caracteristicas intrinsecas da leséo.

O trabalho foi iniciado com a comparacéo dos LA e TN quanto a idade, grau
histoldgico e envolvimento linfonodal, sem a interferéncia do fendétipo basaléide.
Avaliou-se como os marcadores basais em estudo se distribuiam nestes dois
grupos, definindo quatro novos subgrupos, LA com e sem fendtipo basal, TN com e
sem fendtipo basal. Dessa forma, foram encontrados os casos de Carcinomas
Basal6ides da nossa amostra, que corresponderam ao TN com fenétipo basal.
Estabelecemos qual dos marcadores era mais sensivel para identificar este
subgrupo. Posteriormente foram comparados os 4 subgrupos com a idade, o grau
histolégico e o envolvimento linfonodal, para sabermos qual a influéncia do fenétipo
basaldide sobre estes parametros prognosticos ja estabelecidos.

O ponto de corte para estratificacdo das idades das pacientes foi de 50 anos
por ser proxima a idade média da menopausa relatada pela Organiza¢do Mundial de
Salde através de estudos que demonstraram que nos paises industrializados a
idade média da menopausa é de 51 anos (WHO, 1994). Estudos nacionais relatam
médias de 51,2 (Pedro et a.l, 2003) e de 48,6 anos (Aldrighi et al., 2005). A literatura
refere que o estado menstrual é importante fator progndstico clinico: melhor
progndéstico na pds-menopausa e inferior na pré-menopausa (BARROS; BUZAID,
2007).

5.1 AMOSTRA E METODO

Foi objetivo do estudo a comparacdo entre os subtipos Luminais A e Triplo

Negativos devido as divergéncias moleculares, clinicas, terapéuticas e prognoésticas
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descritas entre eles. Portanto, durante a selecdo dos casos, procurou-se enfatizar a
procura de triplo negativos, o que resultou numa amostra equilibrada entre os dois
grupos do estudo, com 42 casos TN e 40 LA. Nao foi objetivo deste estudo
reclassificar casos consecutivos de carcinomas de mama dentro da proposta da
classificagdo molecular. Por este motivo, a amostra de 115 casos do TMA néao foi
considerada como uma casuistica da Unidade de Mama do HNSG, e sim, como
amostras para testar marcadores para este estudo e posteriores.

A validacédo de todos os achados dos estudos biomoleculares pelas técnicas
convencionais de imunoistoquimica é trabalhosa, cara e demorada.Dado o seu alto
grau artesanal e as dificuldades para manter sua realizagcdo em condi¢cOes idénticas
de temperatura, concentracdo de reagentes, mesmo com a automacgao de algumas
das etapas envolvidas, ha inUmeros resultados conflitantes nos relatos de literatura.
O uso dos arranjos teciduais em matriz (tissue microarrays - TMA) tem facilitado
muito a verificacdo rapida e reprodutivel da relevancia dos genes e moléculas
candidatos a marcadores preditivos e progndsticos em amostras constituidas por
grande nimero de casos. E uma técnica relativamente simples, cuja validacdo em
relacdo as técnicas convencionais tem se consolidado cada vez mais, tendo
rapidamente se difundido nos grandes centros mundiais de pesquisa (VAN DE RIJN;
GILKS, 2004; STIEPCICH, M. M. A., 2007).

Um dos parametros que pouco se pode alterar, tanto na analise convencional
guanto nos TMA, € a fixacao inicial das amostras originais dos tecidos e tumores.
Cada paciente é operado em tempos diferentes, e as condi¢cbes de fixacdo e
manipulacdo das pecas cirirgicas acabam tendo uma grande variabilidade
(concentracdo do formol, tamponamento da solugéo, tempo de fixagcdo, tempo de
processamento, qualidade dos alcodis e xilol no processamento histolégico,
qualidade e temperatura da parafina, tempo de armazenamento nos blocos)
(STIEPCICH, M. M. A., 2007). A homogeneidade do tipo histolégico no nosso
estudo, assim como a procedéncia comum dos casos (UM-HNSG, mesmo grupo de
cirurgides e mesmo laboratorio, portanto submetidos as mesmas condi¢bes de
fixacdo e processamento) permitiu uma avaliagdo mais acurada e homogénea da
expresséo imunoistoquimica, além de excluir o viés de agrupar nas analises tumores
que freqientemente tém perfil basaldide, porém apresentam comportamento
biolégico menos agressivo, tais como 0s carcinomas adendide cistico, o medular e

0s secretores. Também excluiu as variaveis técnicas chamadas de pré-analiticas,
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que sdo a causa de muitas discordancias imunoistoquimicas entre laboratérios e os
centros de referéncia para qualificacdo como College of American Pathologists
(CAP) e 0 UK Neqgas (GOBBiI et al., 2008).

Os TMAs deste estudo foram montados com fragmentos de 4mm de
didmetro. Isso propiciou uma amostra continua maior de tumor, que permitiu melhor
avaliacdo da expressdo dos marcadores imunoistoquimicos (focal/difuso).

A validacdo da técnica e da comparabilidade dos resultados da
imunoistoquimica com uso de TMA com o0s cortes convencionais ja foi estabelecida
em diversos estudos (TORHORST et al., 2001; VAN DEN EYNDEN 2004; RUIZ et
al., 2006) e tem mostrado valor substancial na agilizacdo da analise, correlacdo e
aplicacao das novas informacdes geradas pelos estudos gendmicos e protedmicos
nas pesquisas e na pratica clinica. A escolha prévia de areas mais representativas
do tumor pelo patologista aumenta a qualidade da amostragem nos TMA. A
realizacdo das reagdes 11Q em diferentes niveis de cada cilindro nos cortes seriados
(ou em duplicata) tem mostrado excelente correlacdo dos resultados obtidos com os
TMA com aqueles das reacdes em cortes convencionais (TORHORST et al., 2001;
ZHANG et al.,, 2003), minimizando os efeitos da heterogeneidade tumoral e da
amostragem relativamente reduzida dos TMA.

Durante a realizacdo das reacbGes imunoistoquimicas pode ocorrer
descolamento do tecido das laminas, tanto nos preparados convencionais quanto
nos TMA, sendo que na literatura sao referidas perdas de 5 a 20% dos cortes dos
cilindros dos arrays (TORHORST et al., 2001). No total da nossa amostra estudada
(150 amostras) a porcentagem de perdas por descolamento foi de 7,3% (11/150).
Houve representacdo adequada de células tumorais no corte para controle
histolégico pela hematoxilina-eosina e nos cortes para as reagles
imunoistoquimicas realizadas, reforcando a qualidade técnica dos TMA montados
manualmente por este autor de acordo com a técnica orientada pelo Laboratério de
Patologia Experimental da Pontificia Universidade Catdlica do Parana.

N&o consideramos necesséria a repeticdo dos marcadores RE, RP e HER2
ja que estes haviam sido lidos pelo mesmo patologista (LFBT) devidamente titulado
pela Sociedade Brasileira de Patologia e que o Servico de Anatomia Patolégica do
HNSG é regularmente certificado para a realizagdo deste procedimento. Aliado a
esses motivos devemos considerar que estas pacientes ja haviam sido tratadas a

partir destes resultados.
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Neste trabalho, foram analisadas apenas caracteristicas morfologicas
(carcinomas do tipo ductais e seus respectivos graus histolégicos) e caracteristicas
imunoistoquimicas. E preciso ressaltar que, embora néo haja correspondéncia exata
e consensual entre os perfis geneticamente estabelecidos por microarranjos de DNA
e a imunoistoquimica, existe uma boa aproximacédo entre eles (NIELSEN et al.,
2004; LIVASY et al., 2006). Podemos constatar que na pratica, para fins
terapéuticos, a abordagem dos carcinomas mamarios é feita discriminando-os nos 3
perfis imunoistoquimicos: 1) RH positivos, 2) HER2 positivo e RH negativos e 3) TN.
Estes perfis refletem de certa maneira o subtipo genético intrinseco. Neste contexto,
o estudo foi iniciado baseado em imunoistoquimica, a principio esperando um
predominio estatisticamente significativo de expressédo de fendtipo basaldide entre

os triplo negativos, o que observamos que nao ocorreu.

5.2 A EXPRESSAO QUALITATIVA E A AVALIACAO SEMI-QUANTITATIVA DOS
MARCADORES DE FENOTIPO BASAL EGFR, CK5/6 E CK14

Para a definicdo de fenétipo basal de um carcinoma de mama, a maioria dos
estudos preconiza como critério de positividade “qualquer positividade”
citoplasmatica das citoqueratinas, pois significam que a célula possui tais filamentos
intermediarios no seu citoplasma e que esta distribuicdo pode ser irregular
(KORSCHING et al.,, 1991; ABD EL-REHIM et al., 2004; NIELSEN et al., 2004).
Outros autores estabelecem critérios semiquantitativos mais apurados, exigindo
positividade em pelo menos 5% (MALZUHN et al., 1998), 10% (OTTERBACH, 2000)
ou 20% (LAAKSO, 2005) das células tumorais. Van de Rijn et al. (1996)
consideraram coloracdo citoplasmatica e membranar como critério de positividade
para expressdo de CK5/6 e CK17, identificando grupo de pior prognostico e
descrevendo que a expressao mostrou sempre ser focal.

No presente estudo considerou-se como critério de positividade para as
citoqueratinas basais e para o EGFR qualquer marcacdo citoplasmatica ou de
membrana no componente invasor, acima de eventual coloragdo de fundo. A
positividade para CK5/6 foi focal em 6/18 casos (33,4%) e difusa em 12/18 (66,6%)
enquanto que para CK14 foi focal em 11/23 (48,8%) e difusa em 12/23 (52,2%),
sendo que a marcacao por CK14 demonstrou ser a mais consistente, pois foi mais

intensa e homogénea (figura 1A).
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O uso de CK5/6 pode complementar a andlise morfoldgica e ser utilizada
como ferramenta de ensino no reconhecimento de lesdes mamarias proliferativas
intraductais (Mac Grogan et al, 2008). Este marcador tem mostrado positividade
difusa e intensa nas proliferaces intraductais floridas sem atipias, enquanto que,
nas hiperplasias atipias e no carcinoma in situ de baixo grau nuclear podem se
mostrar ausentes ou com positividade focal (Figura 2 A,B,C e D). No entanto, alguns
carcinomas in situ de alto grau nuclear tém demostrado positividade difusa para
citoqueratinas basais, sugerindo ser a lesdo precursora dos carcinomas basaloides
da mama (LIVASY et al., 2007).

5.3 RESULTADOS QUANTITATIVOS

Ao compararmos as idades das pacientes ao diagnostico, observamos que no
grupo TN a média de idade das pacientes é significativamente menor (p=0,032) do
gue no grupo LA (tabela 1). Este achado corrobora o proposto na literatura, de que
pacientes jovens tém baixa positividade para RE e sobrevida livre de doenca inferior
ao das pacientes idosas (ANDERS et al., 2008).

Carcinomas RE negativos tém mostrado comportamento clinico mais
agressivo, 0 que pudemos constatar quando observamos que dentre os triplo
negativos predominam carcinomas grau lll (61,9%) e que quando comparado com
os LA (22,5%) este achado é significativo. A maioria dos casos TN mostrou
metastases para linfonodos (52,4%) enquanto a maioria dos LA foi negativo (57,5%),
evidenciando a maior agressividade das lesdes em que os RH s&o negativos (tabela
1).

Quando testamos os marcadores basais, observamos uma tendéncia de que
as CK 5/6 e CK14 ocorram com mais frequiéncia entre os carcinomas triplo negativos
(tabela 2). Ja o EGFR mostrou positividade maior entre os LA (10%) do que entre
os TN (4,8%). Dentre os casos LA, 1 foi grau histologico |, 2 casos foram grau Il e 1
caso foi grau Ill.

A partir destes resultados observamos que tumores com RH positivos podem
também expressar fenotipo basal, o que ocorreu em 30%, quando consideramos a
positividade de pelo menos um dos marcadores EGFR e/ou CK5/6 e/ou CK14
(tabela 3).
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Jumppanen et al. (2007) também relataram o achado de positividade para
citoqueratinas basais em casos RH positivos por imunoistoquimica. Em 48 casos
positivos para um coquetel de CK5 e 14, 13 deles eram RE positivo, mas a
positividade estava significativamente relacionada com negatividade para o status
hormonal.

Ainda pudemos identificar os verdadeiros carcinomas chamados de
“basaldides” na literatura, os que séao triplo negativos e expressam algum marcador
basal. Apesar de termos encontrado maior expressao de fenétipo basal entre os TN
(42,9% versus 30%), este achado nédo foi estatisticamente significativo (tabela 3).
Cabe ressaltar também que, a maioria dos casos TN ndo expressaram fendtipo
basaloide, e que nenhuma diferenca estatistica foi encontrada na comparacéao entre
TN basais e ndo basais (tabela 7).

Analisando a distribuicdo dos resultados positivos e negativos dos
marcadores (tabela 4), a combinagéo de positividade de CK5/6 e CK14 foi a mais
frequente entre os TN e se igualou a positividade isolada do EGFR nos LA. Esta
variacdo na positividade dos marcadores é uma das causas de viés encontrados na
literatura e que resultam em resultados tdo conflitantes. Quando o critério para
carcinoma basaléide inclui apenas um marcador, a porcentagem de casos aumenta.
Quanto mais aditivo for este critério, menos casos séo identificados. Por exemplo,
em nosso estudo se tivéssemos utilizado o critério de Ersahin et al. (2009) que
condiciona o conceito de carcinoma basal6ide apenas aos casos positivos para
EGFR e pelo menos duas citoqueratinas basais positivas, n6s ndo teriamos nenhum
caso na nossa amostra. Este refinamento no critério e a correlacdo com fatores
prognosticos e sobre vida é essencial para que a classificagdo molecular possa
realmente ser aplicada na rotina.

O EGFR foi um dos genes testados junto com um rol de outros e que
mostraram associacdo com prognostico quando agrupados com as citoqueratinas
basais. Nos ultimos anos, esta familia de receptores, conhecidos como “fator de
crescimento epidérmico”, teve grande destaque (REIS-FILHO et al., 2005), e tem
sido estudada em varios tipos de tumores, entretanto este marcador raramente
encontra-se expresso em estudos experimentais de carcinoma de mama
(BHARGAVA et al.,, 2005; REIS-FILHO et al., 2006). Por conseguinte, nossos
resultados s&o concordantes com estudos que demonstram a inativacdo do gene
EGFR no carcinoma de mama (BHARGAVA et al., 2005 ; REIS-FILHO et al., 2006;
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VIEIRA, D. S. C., 2007 ). Por outro lado, este gene tem manifestado expressao nos
carcinomas metaplasicos, considerados um tipo de carcinoma basal6ide e estudos
mais amplos sdo necessarios para elucidar a via da carcinogénese mamaria
dependente do EGFR (REIS-FILHO et al., 2006). Em nossa amostra, tivemos baixa
positividade para EGFR, ocorrendo marcacao isolada em 4 casos LA e em nenhum
caso TN. Este marcador foi positivo também em mais 2 casos, associado a CK14, no
grupo TN. Observamos que em 4 dos 6 casos EGFR positivos do nosso estudo,
ocorreram metastase para linfonodos (apéndice 3), sendo que 3 deles eram LA.
Acreditamos que a positividade para EGFR seja indicativo de maior agressividade e
que alerte para a possibilidade de terapia alvo direcionada, entretanto, em nosso
estudo este marcador pareceu nao contribuir na identificacdo de casos de
carcinomas basaldides.

Quando testados os 3 marcadores deste estudo quanto a sensibilidade em
identificar um carcinoma basaldide em meio aos TN (TABELA 5), detectamos a
CK14 como o mais sensivel (88,9%). Este seria 0 marcador de escolha em nossa
unidade para ser utilizado nos casos TN como um recurso inicial para identificacao
de possiveis Carcinomas Basaloides. N&o avaliamos a especificidade dos
marcadores porque, pelo padrdo ouro, se as 3 proteinas sdo negativas entdo o
carcinoma é classificado como ndo basal. Portanto, todos os ndo basais pelo padréo
ouro terdo CK14, CK5/6 e EGFR negativos, o que levara a especificidade igual a
100%. Por exemplo, para a CK14, ocorreram 52 casos negativos nos carcinomas
nao basais; pela formula de especificidade 52/52=1 ou 100%.

Particularmente, h& grande interesse no estudo dos casos com negatividade
para os receptores hormonais e para a proteina HER2, onde as opg¢fes terapéuticas
Sao mais restritas.

Quando comparamos a expressao de fendtipo basal entre os triplo negativos
(tabela 7), observamos que a média de idade é menor entre os casos de carcinoma
basaloide, nos quais também ocorreram mais casos de carcinomas graus Il (72,2%
versus 54,2%), sem significancia estatistica. J& em relacdo ao envolvimento
linfonodal, os TN sem fendtipo basal apresentaram mais metastases para pelo
menos um linfonodo, sem significancia estatistica.

Seriam os Carcinomas Basaldides agressivos por serem negativos para
receptores hormonais ou por expressarem fenétipo basal (CK basais e/ou expressao

de EGFR)? Apesar de termos detectado diferencas entre os grupos, estas nao foram
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significativas, sugerindo que a maior agressividade destes tumores esta realmente
mais associada a negatividade dos RH. Esta idéia também é fortalecida em outras
duas situacbes 1) quando, ao compararmos Carcinomas Basal6ides (TN basais)
com LA basais (tabela 8), encontramos predominéncia de grau Il entre os
carcinomas basaldides, com significancia estatistica; 2) quando, ao compararmos LA
ndo basais com TN ndo basais, também evidenciarmos a mesma predominancia
entre TN ndo basais, com significancia estatistica (tabela 9). Estes nossos achados
séo também suportados por estudos com resultados semelhantes. Jumppanen et al.
(2007) encontraram diferencas da sobrevida em carcinomas basais e ndo-basais na
populacdo em geral, mas isto ndo foi verdadeiro dentro do grupo RE negativo.
Sugerem que a expressao de citoqueratinas basais ndo € um fator progndstico
independente. Malzahn et al. em 1998 e Potenski et al. em 2005 também né&o
encontraram nenhuma diferenga na sobrevida entre carcinomas basais dentre casos
RE negativos. Compartilhamos da conclusédo destes autores de que, todos os
carcinomas RE negativos podem ser classificados como tendo um progndstico
relativamente pobre, independente da composicéo das citoqueratinas.

Ersahin et al. (2009) enfatizaram o achado de 23 (23/91) casos de carcinoma
ductal invasor de alto grau histolégico com fenétipo basaléide em mulheres brancas
acima de 40 anos e a importancia do seu reconhecimento nesta faixa etaria, por
fornecer informacdo progndstica relevante. O comportamento biolégico também foi
diferente quando comparadas as pacientes acima de 40 anos e as abaixo de 37
anos, onde as primeiras mostraram tumores maiores e mais linfonodos positivos; e
0S casos estavam associados com mutacédo do BRCAL.

Outro ponto relevante a ser discutido é o conceito de carcinoma basaldide, o
gual tem como principal parametro a negatividade para receptores hormonais e para
superexpressao do HER2. Ou seja, casos de carcinomas positivos para receptores
hormonais ou para superexpressdao do HER ndo podem entdo ser chamados de
carcinoma basaléide. No entanto, a positividade destes marcadores associada a
positividade de citoqueratinas basais jA vem sendo descrita mas o seu significado
clinico ainda permanece uma incégnita. Laakso et al. (2006) descreveram um tipo de
carcinoma basal que chamaram de basoluminal, devido a coloragédo parcialmente
positiva da membrana celular para CK5 e 14; muitos destes casos mostraram
amplificacdo do HER2.
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Comparamos carcinomas LA com e sem fenoétipo basaléide pela positividade
de EGFR e/ou CK5/6 e/lou CK14 com 3 fatores importantes para o prognéstico, a
idade, o grau histolégico e o envolvimento linfonodal, na busca de uma possivel
correlacdo. Os LA que expressaram marcadores basais tiveram uma tendéncia de
ocorrer em pacientes mais jovens, abaixo de 50 anos (58,3% nos que expressaram
fendtipo basal versus 28,6% nos ndo basais), mas ndo conferiram maior
agressividade em relacéo ao grau histolégico e ao envolvimento linfonodal (TABELA
6). Pesquisar fendtipo basal em casos LA parece nao trazer nenhuma informacéao
prognaostica adicional, exceto pelo fato de ocorrer em pacientes mais jovens.

Bori e Czerni (2009) encontraram propor¢do maior de linfonodos negativos
em casos de carcinoma com fendtipo basal do que sem fendtipo basal, mas sem
significAncia estatistica, utilizando como critério de fenotipo basal a negatividade
para RE e HER2, e a positividade para CK5 e/ou EGFR e/ou CK14 e/ou p63. Em
nosso estudo encontramos pequena propor¢cdo de linfonodos positivos nos
carcinomas basaloides quando comparados com luminais A (44% versus 42,5%).

Encontramos diferencas estatisticamente significativas em relacdo a média de
idade e a presenca de grau histolégico Il quando comparamos 0s grupos LA (sem
considerar a expressdo de fenétipo basal) e o grupo de carcinomas basaldides
(tabela 10). Carcinomas basal6ides ocorrem em pacientes com média de idade
menor e sdo carcinomas pouco diferenciados. Estes carcinomas tém tendéncia a dar
metatases para cérebro e pulmdo mais precocemente e independente do
envolvimento linfonodal. Talvez este seja o motivo de ndo termos encontrado
diferencas em relacéo a presenca de metastases para linfonodos entre os grupos.

Laakso et al. (2005), Lakhani et al. (2004) enfatizam a relag&o significante
entre carcinomas basaldides em pacientes jovens e mutacdo de BRCA 1, afirmando
gque esta caracterizacdo tem alta acuracia na predicdo de cancer hereditario por
mutacdo do BRCA 1. Estes dados nos sugerem que a relacédo entre o fator idade
precoce e fendtipo basaldide tem significado quando as pacientes sdo portadoras
da mutacdo do BRCAL, sendo este um grupo mais homogéneo do ponto de vista
tanto morfolégico quanto prognostico. Na auséncia desta mutacdo, o fenotipo
basaloide pode se expressar em qualquer idade, num grupo heterogéneo de
carcinomas ductais, mas que carregam um prognoéstico também mais reservado e

limitacGes de terapias alvo-direcionadas.
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Ao compararmos as tabelas 1 e 10, estes mesmos achados se repetem,
novamente enfatizando que, a presenca de receptores hormonais é o grande
discriminador de classes diferentes de carcinomas de mama.

A relevancia dos receptores hormonais como fator prognaostico e preditivo foi
amplamente estudado e evidenciado. Para a adequada avaliacdo destes receptores
na pratica clinica, deve-se priorizar a exceléncia do processamento
anatomopatolégico, desde a fixacdo em tempos adequados, com formol
corretamente diluido, representacdo adequada do tumor para 0 exame
microscoépico, disseccao cuidadosa dos linfonodos axilares, avaliagcdo microscopica
minuciosa, relatando todos os achados em laudo que siga o0s protocolos
recomendados pela maioria dos servicos de referéncia mundiais em cancer de
mama.

Finalmente, a Unica variavel em que a presenca de marcadores basais
mostrou relevancia, foi em relacdo a média de idade, quando, a0 compararmos
todos os casos que ndo expressaram fenoétipo basal (independente da expressao de
receptores hormonais) com 0s casos que expressaram esse fenotipo, encontramos
média de idade significativamente menor entre 0os casos com expressao de fendtipo
basal (tabela 11).

Van de Rijn et al. (2002) demonstraram que a expressao de CK 17 e/ou CK
5/6 em 600 casos testados com TMA correlacionou-se com comportamento clinico
desfavoravel, independentemente do tamanho e grau histolégico do tumor nos casos
sem metastase nodal.

Millikan et al. (2008) em estudo com énfase epidemioldgico, utilizando
imunoistoquimica, ao observar carcinomas in situ com fenétipo basal, sugeriu que o
fendtipo é estabelecido numa fase precoce da carcinogénese, refletindo diferentes
etiologias para os grupos luminal A e basaldide. Encontraram que a prevaléncia de
fendtipo basalodide é maior entre americanas afro-descendentes, na pré-menopausa,
enquanto que o luminal A foi mais comum entre mulheres brancas na pos-
menopausa. O painel utilizado neste estudo para definir o subtipo LA foi RE e/ou RP
positivo e HER2 negativo e para o basal-simile foi RE negativo, RP negativo HER2
negativo, EGFR e/ou CK5/6 positivo. Ndo comentou o significado epidemioldgico
das les@es triplo negativas isoladamente, ou seja, aquelas que nao expressaram
também nenhum dos marcadores EGFR e CK5/6. Também ndo comentou o achado

de positividade para RH e HER2 na vigéncia de positividade para EGFR e/ou CK5/6.
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Acreditamos que o papel da expressao de fenotipo basal ainda é uma
controversa devido as diferentes metodologias aplicadas na literatura, o que dificulta

a comparacao adequada dos resultados.
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6 CONCLUSOES

1- A média de idade foi menor em pacientes com carcinoma ductal Triplo

Negativo do que Luminal A. O grau histologico | foi mais frequente em
Luminais A, assim como o grau lll foi mais frequente nos Triplo Negativos.
N&o houve diferenca significante entre os grupos Luminal A e Triplo Negativo
em relacdo a classificacdo das idades e a presenca de envolvimento

linfonodal.

2- Ambos os grupos Luminal A e Triplo Negativo expressaram fendtipo

basaldide com os marcadores EGFR, CK5/6 e CK 14, sendo que houve
tendéncia maior de ocorrer expressao de CK5/6 e de expressado significante
de CK14 no grupo Triplo Negativo. Na dependéncia da expresséao isolada ou
combinada dos marcadores estudados, ocorreu variagdo na frequéncia de
casos de Carcinoma Basaloide, sendo que a CK14 mostrou maior

sensibilidade para identifica-los.

Entre os casos LA, houve tendéncia de que pacientes maiores de 50 anos
apresentassem carcinoma ductal luminal A ndo-basal. A presenca deste
fendtipo ndo determinou diferencas significantes em relacdo a média de

idade, ao grau histoldgico e ao envolvimento linfonodal.

Entre os casos TN, a presenca de fenétipo basal ndo determinou diferencas
significantes em relacdo a idade, ao grau histolégico e ao envolvimento

linfonodal.

Houve mais casos de carcinomas ductais grau lll entre os TN basais do que
entre os LA basais, sugerindo que a condi¢cao de Triplo Negativo (presenca
de receptores hormonais negativos) foi mais importante do que a presenca de
fendtipo basal na determinacdo de maior agressividade em relacdo ao grau
histologico. A média e classificacdo das idades, o grau histolégico e o
envolvimento linfonodal n&o apresentaram diferencas significantes entre os

grupos.
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Houve mais casos de carcinomas ductais grau Ill entre os TN nao-basais do
que entre os LA néo-basais, sugerindo novamente que a condi¢cdo de Triplo
Negativo (presenca de receptores hormonais negativos) foi mais importante
do que a presenca de fenotipo basal na determinacdo de maior agressividade
em relacdo ao grau histologico. A média e classificacdo das idades, o grau
histolégico e o envolvimento linfonodal ndo apresentaram diferencas

significantes entre o0s grupos.

Houve diferenca significante entre os carcinomas Luminais A e 0s
Carcinomas Basaloides em relacdo a média de idade e ao grau histoldgico,
com média de idade menor e predominio de Grau histolégico Il nos
Carcinomas Basal6ides. Nao houve diferenca significante entre a
classificagéo das idades e o envolvimento linfonodal entre os grupos.

8- A média de idade foi significantemente menor nos carcinomas com expressao

de fendtipo basal, independente de ser LA ou TN. A classificacao das idades,
o grau histolégico e o envolvimento linfonodal ndo apresentaram diferencas

significantes entre os grupos.
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APENDICE | - TMA

Construcao do TMA

A partir dos blocos de tecidos doadores, foram realizados cortes histoldgicos
de 4 micrometros para coloracdo Hematoxilina-Eosina (HE). As novas laminas foram
sequencialmente analisadas ao microscépio Optico por um patologista (APMS), e
uma ou duas areas morfologicamente significativas do componente tumoral invasor
foram selecionadas na lamina de vidro. Posteriormente, foram delimitados dois
circulos (correspondentes as areas significativas) em cada bloco doador sobrepondo
as laminas marcadas, para assim marcar a area de extracdo do material dos blocos

doadores.
Montagem dos TMA

A partir do numero de areas selecionadas em cada bloco doador, foram
construidos mapas com as coordenadas de localizacdo de cada caso nos blocos
receptores seguindo criteriosamente a confeccdo dos TMA. Um fragmento de tecido

renal foi incluido acima da posicdo 3E, usado como marcador de coordenada.

Os blocos receptores do TMA foram construidos manualmente no Laboratorio
de Patologia Experimental da Pontificia Universidade Catdlica do Parana, composto
por um molde de 15 cilindros e por uma “seringa extratora” (punch-extractor). De
cada bloco doador foram extraidos um ou dois cilindros de 4mm de diametro e

depositados nos blocos receptores, previamente preparados.

Depois de depositados todos os cilindros, 0s10 blocos receptores, agora TMA
(figura 5A), foram colocados na estufa a 37°C durante 1 hora com a face de corte
virada para baixo e sobre uma lamina de vidro. A cada intervalo de uma hora os
blocos foram pressionados para promover a homogeneizagcdo dos mesmos. Deste
modo, os cilindros de tecido ficaram aderidos as paredes do bloco receptor e a

superficie de corte ficou homogénea através do contato com a lamina.

Corte do Bloco de TMA

Antes de realizar os cortes histolégicos, os TMAs foram esfriados a 10°C

negativos durante 30 minutos para apoés realizar-se o corte sequencial de 4um
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(micra) de espessura. A espessura dos cortes histologicos é idéntica. Foi feita a
coloragcdo HE, do primeiro corte de cada TMA, para controle morfolégico da
presenca de tumor e graduacao histolédgica (figura 5B).

Foram utilizados uma placa fria (Leica EG1130, Germany) e um micrétomo
(Reichet-Jung 2030, Bicut, Germany) para a realizacdo dos cortes histolégicos.
Foram usados dois tipos de laminas, conforme o destino dos cortes histolégicos:
para coloragdo com Hematoxilina-Eosina (HE) laminas de vidro para microscépio,
lapidadas, marca PERFECTA e para imunoistoquimica laminas eletricamente
carregadas, marca StarFrost Adesivas Poly-L-Lysine, apresentando estas um maior

poder de adeséo.

FIGURA 5 - BLOCOS DE PARAFINA DOS MICROARRANJOS DE TECIDOS E
EXEMPLO DE LAMINAS EM HE E IMUNOISTOQUIMICA




APENDICE 2 - MAPA TMA

I tecido renal
03-1805-14 | 03-23-14 | 03-598 03-1140-15 | 03-2847-12
06-6623-12 | 02-4108-1 |3244-11 |02-7171-24|02-4923-2
02-4984* |02-4984* |02-1506-2 |5312-24 6824-1
A B C D E

Il tecido renal

05-2795- |05-3372-
05-1805-2 |15 1* 05-3372-1* | 05-3685
05-36-12A | 05-36-12A
04-4041* 04-4041* |* * 05-234
03-6824-44 | 04-599-2 |04-1079-3 |04-9214-16 | 04-4270-15
A B C D E
1] tecido renal
06-1134-
06-912-22 |06-952-33 |12 06-1249-12 | 06-1273
03-4236-
06-785-15 |03-7092-1 |22 02-1930 |02-6784
05-4272-12 | 06-85-32 |06-419-6 |06-542-12 |06-575
A B C D E
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\Y tecido renal
06-3022- |06-3022- |06-3061-
06-3003-2 |3* 3* 121 06-3430-22
06-2779- |06-2881-
06-2360-15 |35 12 06-2901-32 | 06-2914-22
06-1588-
06-1504-12 |15 06-1596 |06-1630-1 |06-2631-12
A B C D E
\% tecido renal
06-4256-15 |06-4266 |06-4574 |06-5055-2 |06-5240-12
06-3985- |06-3985-
06-3962-16 |06-3983 |12* 12* 06-4075-35
06-3805- |06-3891- 06-3891-
06-3444-24 |1 06-3679-5 |32 12A 12C
A B C D E
VI tecido renal
06-3565- |06-3602-
06-3123 12 22 06-4195-14 | 06-4246-6
06-1214- |06-1639-
06-1030 32 12 06-2477 06-2806
06-6294- |06-6623- |05-2579- 05-2579-
06-6259-12 |13 12 36* 36*
A B C D E
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VI tecido renal
3198-2627* |controle  |98-2627* |02-2057* |0O0-4696
2| 06-3983 |controle |96-337 02-2057* |0O0-4696
1{06-3955 controle 02-5669* |02-5669* |0O5-2799
A B C D E
VI tecido renal
07-4135- |0O7-4135-

3106-4014 O7-2743 |0O7-1912 |1.2* 1.2*
0O7-3416-

2|1.2* controle controle | 07-4921-2* | O7-4921-2*

1(06-6888* |06-6888* |O7-2395 |0O7-83-1.2* |O7-83-1.2*
A B C D E

IX tecido renal

3106-2405- |[07-4366 |03-6124 |03-3842 07-6443-2
04-1352- |03-3310- |03-2847-
2|07-1701-2 |1.6 1 1.2 02-7887
1|07-1293 |03-3061 |0O5-615* |03-2189 |0O5-615*
A B C D E

X tecido renal
3|/04-3865 |06-2881 |06-2914 |07-4114 |06-4256
2|06-6611 05-4015 |0O5-4015 |0O5-615 07-4135
1{05-3372 04-6807 |06-309 95-2526 O7-83

A B C D E
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APENDICE 3-BANCO DE DADOS

TMA/posicdo | # bloco doador |idade RE RP HER | EGFR CK5/6 | CK14 GRAU | linfonodo
1|1/1A 02-4984 46 | POS |NEG |NEG |NEG NEG |NEG |l NEG
2|1/1B 02-4984* DUPLICATA
3]1/1C 02-1506-2 52 |NEG |NEG |NEG |NEG NEG |NEG |l POS
411/1D 5312-24 65|POS |POS |NEG |NEG NEG |NEG |l NEG
5|1/1E 6824-1 58 |POS |POS |NEG |POSF/C |NEG |NEG || NEG
6|1/2A 06-6623-12 52 |P0s |POS |POS |NEG NEG |NEG |l NEG
7]1/2B 02-4108-1 40| POS |POS |NEG |NEG NEG |[NEG |II NEG
8|1/2C 3244-11 70 |[NEG |NEG |NEG | NEG NEG |NEG |IIl NEG
91/2D 02-7171-24 75| POS |NEG |NEG | NEG NEG |NEG |l POS
10 |1/2E 02-4923-2 74 |POS |POS |POS |NEG NEG |NEG |l POS
11]1/3A 03-1805-14 | DUPLICATA
12 [1/3B 03-23-14 40| POS |POS |POS |NEG NEG |NEG |l NEG
13[1/3C 03-598 57 | POS |NEG |NEG |NEG NEG |NEG |l POS
141/3D 03-1140-15 68 | POS |POS |NEG |NEG NEG |NEG || NEG
15 |1/3E 03-2847-12 52 | NEG |NEG |POS |NEG NEG |NEG |I NEG
16 | II/1A 03-6824-44 | DUPLICATA
17 |11/1B 04-599-2 54 |POS |POS |POS |NEG NEG |NEG |l NEG
18 | 1I/1C 04-1079-3 84|P0OS |POS |NEG |NEG NEG |NEG |l NEG
19 [11/1D 04-9214-16 73 |POS |POS |NEG |NEG NEG |[NEG |II NEG
20 | I/1E 04-4270-15 51|POS |POS |POS |NEG NEG |NEG |l NEG
21| 11/2A 04-4041 53 |POS |POS |NEG |NEG NEG :Z:s | NEG
22 |11/2B 04-4041* DUPLICATA
23 | 1I/2C 05-36-12A 72 |POS |POS |POS |NEG NEG | NEG NEG
24 |11/2D 05-36-12A * | DUPLICATA
25 | 1I/2E 05-234 50 | NEG |NEG |NEG |NEG NEG |NEG |IIl POS
26 [11/3A 05-1805-2 88 |POS |POS |NEG |NEG NEG |NEG |II POS

POS | PoOs
27 |11/3B 05-2795-15 49 [POS |POS |NEG |NEG F/M | F/C+M |1 NEG
28| 11/3C 05-3372-1* DUPLICATA

POS | POS
29|11/3D 05-3372-1 56 | NEG |NEG |NEG |NEG F/C F/C+M | I POS
30| II/3E 05-3685 47 |NEG |NEG |POS |NEG NEG |NEG |l NEG
31 [1lI/1A 05-4272-12 54 |POS |POS |POS |NEG NEG |NEG |l POS
32 |111/1B 06-85-32 43|POS |POS |POS |NEG NEG |NEG |l POS
33 |1/1C 06-419-6 51|POS |POS |POS |NEG NEG |NEG |l NEG
34 |111/1D 06-542-12 43|POS |POS |NEG |NEG NEG |NEG || NEG
35 | lII/1E 06-575 78 |NEG |NEG |POS |NEG NEG |NEG |l NEG
36 | I1I/2A 06-785-15 43 |POS |POS |NEG |NEG NEG :7cs I POS
37 ]11/2B 03-7092-1 67 | POS |POS |NEG |NEG NEG |[NEG |II NEG
38| 1ll/2C 03-4236-22 41 |NEG |NEG |NEG |NEG NEG |NEG |l NEG
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39| 111/2D 02-1930 42 | NEG |NEG |NEG |NEG NEG |[NEG | NEG
40 | 1l/2E 02-6784 43 |POs |POS |POS |NEG NEG |NEG |l NEG
41| 111/3A 06-912-22 39 |POS |NEG |NEG |NEG NEG |[NEG [l POS
42 |111/3B 06-952-33 62 | POS |POS |NEG |NEG NEG |NEG |II NEG
43| 111/3C 06-1134-12 83 | NEG |NEG |POS |NEG NEG |NEG |Ill NEG
44 111/3D 06-1249-12 73| P0os |POS |POS |NEG NEG |NEG |l POS
45 | 111/3E 06-1273 84 | POS |POS |NEG |NEG NEG |NEG |1l NEG
46 | IV/1A 06-1504-12 81|POS |POS |NEG |POSF/C |NEG |NEG |l POS
Excluido
CK14 e
EGFR
47 |1v/1B 06-1588-15 | desgrudaram
POS
48 | IV/1C 06-1596 57 |NEG |NEG |NEG |POSF/C |NEG |D/M |II NEG
49 | IV/1D 06-1630-1 50 | POS |POS |POS |NEG NEG |NEG [l NEG
POS | POS
50 | IV/1E 06-2631-12 87 |NEG |NEG |POS |NEG F/C F/C 1l POS
Excluido
CK14 e EGFR
51[IV/2A 06-2360-15 |desgrudaram
Excluido
CK14 e
EGFR
52 |1V/2B 06-2779-35 | desgrudaram
POS | POS
53 |Iv/2C 06-2881-12 40 |NEG |NEG |NEG |NEG F/C D/M | lIl POS
54 |IV/2D 06-2901-32 42 | POS |POS |POS |NEG NEG |NEG |l POS
POS | POS
55 | IV/2E 06-2914-22 68 | NEG |NEG |POS |NEG F/C M |1 NEG
56 | IV/3A 06-3003-2 70 |POS |POS |NEG |POSF/C |NEG |NEG |II POS
57 |1V/3B 06-3022-3 75| NEG |NEG |POS |NEG NEG |NEG |lIl POS
58| 1V/3C 06-3022-3* DUPLICATA
59 |IV/3D 06-3061-121 76 | POS |POS |POS |NEG NEG |NEG |l NEG
60 | IV/3E 06-3430-22 47 | POS |POS |NEG |NEG NEG |NEG |I NEG
61 |V/1A 06-3444-24 54 | POS |POS |POS |NEG NEG |NEG [l NEG
62 |V/1B 06-3679-5 52 | POS |POS |NEG |NEG NEG |NEG |II NEG
POS |POS
63 |V/1C 06-3805-32 40 |POS |POS |NEG |NEG p/c  |F/M |l NEG
POS | POS
64 |V/1D 06-3891-12A 38 |POS |NEG [POS |POSF/C |D/M |F/M [N POS
65| V/1E 06-3891-12C | DUPLICATA
66 | V/2A 06-3962-16 76 | POS |POS |NEG |NEG NEG |NEG |II NEG
Excluido
CK5/6 e
CK14
67|V/2B 06-3983 desgrudaram
68 |V/2C 06-3985-12 73 |POS |NEG |POS |NEG NEG |NEG [l NEG
69 |V/2D 06-3985-12 73 |POS |NEG |POS |NEG NEG |NEG [l NEG
Excluido
CK5/6, CK14
e EGFR
70 | V/2E 06-4075-35 |desgrudaram
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71|V/3A 06-4256-15 41 |POS |POS |NEG |NEG NEG |[NEG |1l POS
72 |V/3B 06-4266 46 | POS |[POS |POS |NEG NEG |NEG [l n3oconsta
73 |V/3C 06-4574 66 | POS |POS |NEG |NEG NEG |[NEG |1l NEG
74 |V/3D 06-5055-2 72 |POS |POS |NEG |NEG NEG |NEG |II POS
POS
75 | V/3E 06-5240-12 51 |NEG |NEG |NEG |POSD/C |NEG |F/C 1l POS
POS
76 | VI/1A 06-6259-12 44 |POS |POS |POS |NEG NEG |D/C [Nl NEG
77 |VI/1B 06-6294-13 73| Pos |POS |POS |NEG NEG |NEG |l NEG
78 |VI/1C 06-6623-12 52 |pos |POS |POS |NEG NEG |NEG |l NEG
Excluido
CK5/6 e
EGFR
79 | VI/1D 05-2579-36* | desgrudaram
Excluido
CK5/6, CK14
e EGFR
80 | VI/1E 05-2579-36* | desgrudaram
81 | VI/2A 06-1030 62| POS |POS |NEG |NEG NEG |NEG |1l NEG
82 |VI/2B 06-1214-32 55 [ POS |POS |NEG |NEG NEG |NEG |I NEG
POS
83 |VI/2C 06-1639-12 41 |NEG |NEG |POS |NEG F/M |[NEG | POS
84 |VI/2D 06-2477 72 |POS |POS |NEG |NEG NEG |NEG |I NEG
POS
85 | VI/2E 06-2806 45 | NEG |NEG |NEG |NEG NEG |D/C+m |1l POS
86 | VI/3A 06-3123 60 | NEG |NEG |NEG |NEG NEG |NEG |1l POS
87 |VI/3B 06-3565-12 52 [ POS |POS |NEG |NEG NEG |NEG |II POS
88| VI/3C 06-3602-22 52 |NEG |NEG |POS |NEG NEG |NEG |lIl POS
89 |VI/3D 06-4195-14 74 |POS |POS |NEG |NEG NEG |NEG |II POS
POS
90 | VI/3E 06-4246-6 49 |POS |POS |[NEG |D/C+M |NEG |NEG |1l POS
91 | VII/1A 06-3955 35|pPos |POS |NEG |NEG NEG |NEG |l POS
Controle
mama
92 | VII/1B controle normal
93 | VII/1C 02-5669 55| NEG |NEG |NEG |NEG NEG |NEG |1l NEG
94 | VII/1D 02-5669* DUPLICATA
POS | POS
95| VII/1E 05-2799 27 |NEG |NEG |NEG |NEG M |F/Mm | NEG
96 | VII/2A 06-3983 57 | POS |POS |POS |NEG NEG |NEG |1l NEG
Controle
mama
97 | VII/2B controle normal
98 | VIl/2C 96-337 39 |NEG |NEG |NEG |NEG NEG |NEG |lIl NEG
99 | VII/2D 02-2057 51 |NEG |NEG |NEG |NEG NEG |[NEG | POS
POS | POS
100 | VII/2E 00-4696 67 | NEG |NEG |NEG |NEG D/C  |p/mM | NEG
101 | VII/3A 98-2627* DUPLICATA
Controle
mama
102 | VII/3B controle normal
POS | POS
103 | VII/3C 98-2627 52 |NEG |NEG |NEG |NEG D/C  |p/m | NEG
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104 | VII/3D 02-2057* DUPLICATA
POS
105 | VII/3E 00-4696 67 | NEG |NEG |NEG |NEG NEG |F/c+M |1l NEG
106 | VIII/1A 06-6888* DUPLICATA
POS D/ | POS
107 | VIII/1B 06-6888 37 |NEG |NEG |NEG |NEG c+M | F/M I NEG
Controle
mama
108 | VIII/1C 07-2395 normal
POS | POS
109 | VIII/1D 07-83-1.2 39 |NEG |NEG |NEG |NEG D/C+M | D/M [ Il NEG
110 | VIII/1E O7-83-1.2* DUPLICATA
POS
111 | VIII/2A 07-3416-1.2 36 |NEG |NEG |NEG |NEG D/C+M | NEG | 1II POS
Controle
mama
112 | VIII/2B controle normal
Controle
mama
113 (vlI/2C Controle normal
POS | POS
114 | VIIl/2D 07-4921-2 40 | NEG |POS |NEG |NEG D/C+M | D/M |1l NEG
115 | VIII/2E 07-4921-2* | DUPLICATA
116 | VIII/3A 06-4014 37 |NEG |NEG |NEG |NEG NEG |NEG [l POS
POS | POS
117 | VIII/3B 07-2743 31 |NEG |POS |NEG |NEG D/C+M | D/M |1l NEG
118 | VIII/3C 07-1912 45 | NEG |NEG |NEG |NEG NEG |NEG |1 NEG
119 | VIII/3D 07-4135-1.2 61 | NEG |NEG |NEG |NEG NEG |NEG |l POS
O7-4135-
120 | VIII/3E 1.2*% DUPLICATA
Excluido
CK5/6, CK14
e EGFR
121 | IX/1A 07-1293 desgrudaram
122 [ IX/1B 03-3061 35| NEG |NEG |NEG |NEG NEG |NEG |lIl NEG
Controle
mama
123 [ IX/1C 05-615* normal
Excluido
CK5/6, CK14
e EGFR
124 | I1X/1D 03-2189 desgrudaram
Controle
mama
125 | IX/1E 05-615* normal
126 | IX/2A 07-1701-2 40 |NEG |NEG |NEG |NEG NEG |NEG |lIl POS
POS
127 | 1X/2B 04-1352-1.6 41 |NEG |NEG |NEG |NEG NEG |D/M |1Il NEG
128 | 1X/2C 03-3310-1 63 | NEG |NEG |NEG |NEG NEG |NEG [l POS
129|1X/2D 03-2847-1.2 52 | NEG |NEG |NEG |NEG NEG |NEG |l NEG
Excluido
CK5/6, CK14
e EGFR
130 | IX/2E 02-7887 desgrudaram
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POS
131 IX/3A 06-2405-1.2 43 |NEG |NEG |NEG |NEG F/C NEG | IIl POS
o7-
132 |1X/3B 4366/6443 DUPLICATA
133 | IX/3C 03-6124 85 | NEG |NEG |NEG |NEG NEG |NEG |1l POS
134 |1X/3D 03-3842 73| NEG |NEG |NEG |NEG NEG |NEG |l POS
135 | IX/3E 07-6443-2 52 | NEG |POS |NEG |NEG NEG |NEG |1l POS
136 | X/1A 05-3372 56 | NEG |NEG |NEG |NEG NEG |NEG |1l POS
POS | POS
137 | X/1B 04-6807 62 | NEG | NEG |NEG |NEG D/C+M | F/CHIS |II NEG
POS
138 | X/1C 06-309 69 |POS |POS |NEG |NEG D/C NEG 11} POS
POS | POS
139 | X/1D 95-2526 51 |NEG |NEG |NEG |NEG D/C D/M | lll NEG
140 | X/1E 07-83 39 | NEG |NEG |NEG |NEG NEG |NEG [l NEG
Excluido
CK5/6 e
EGFR
141 | X/2A 06-6611 desgrudaram
142 | X/2B 05-4015 57 |[NEG |NEG |NEG |NEG NEG |NEG | POS
143 | X/2C 05-4015 DUPLICATA
POS | POS
144 | X/2D 05-615 60 | NEG |NEG |NEG |NEG D/C /M |1 POS
145 | X/2E 07-4135 61 | NEG |NEG |NEG |NEG NEG |NEG [l POS
POS | POS
146 | X/3A 04-3865 54 | NEG |NEG |NEG |NEG F/C D/M |l POS
147 | X/3B 06-2881 40 | NEG |NEG | NEG |NEG NEG NEG I POS
148 | X/3C 06-2914 68 | NEG |NEG |NEG |NEG NEG |NEG |l NEG
149 | X/3D 07-4114 50 | NEG |POS |NEG |NEG NEG |NEG |lIl POS
POS
150 | X/3E 06-4256 41|pPoS |POS |NEG |NEG NEG |D/M |II POS

Amostras desconsideradas

Casos Luminais B e Subtipo Superexpresao HER2

Amostra final deste estudo
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v VLS ja puae submeter o sey
projeto em qgalqmg‘vméo
via internet.

Acesse 0 endereco:
http:/fwww, pucpr.br/cep
PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA

Nucleo de Bioética
Comité de Etica em  Pesquisa
Ciéncia com Cous:}:enc:a

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROTOCOLO DE PESQUISA

1955 2008

Parecer N° 0003469/09 Protocolo CEP N°© 5365
Titulo do projeto ESTUDO DA EXPRESSAO DE MARCADORES DE CELULAS TRONCO EM Grupo
DIFERENTES SUBTIPOS MOLECULARES NO CANCER DE MAMA Versdo 1
Protocolo CONEP 0480.0.084.000-09 Pesquisador responsavel IRIS RABINOVICH

Instituicdo PUCPR-CCBS - Curitiba -

Objetivos

Estudar a expressdo de marcadores de células tronco em amostras de carcinomas ductais utilizando a técnica
de tissue microarrays, correlacionando a expressao dos marcadores com os subtipos moleculares do cincer de
mama.

Especificos:

Estabelecer correlagdo entre o fendtipo CD44+/CD24- e o subtipo. Basal.

- Estabelecer correlagdo entre o fendtipo CD44-/CD24+ e o subtipo HER2.

- Estabelecer correlagéo entre as variaveis: grau histoldgico, status linfonodal, e idade da paciente e a
expressao de CD44, CD44v6, e CD24.

Comentarios e consideracbes

Pesquisa justificada pela evidéncia em estudos que demonstram "que a expressido de marcadores de células tronco nos
- tumores mamarios tem implicacdo prognostlca Parte da questdo norteadora: Existe assocxagao entre os marcadores
imunohistoquimicos de células tronco mamadrias e os diferentes subtipos moleculares do cincer de mama (com énfase no
fendtipo basal e HER-2)? Para respondé-la pretende analisar 160 Iaminas de carcinomas ductais mamarios de mulheres
que tiveram diagnéstico em um centro de patologia no municipio de Curitiba, no periodo de janeiro de 1998 a julho de
2009.

Termo de consentimento livre e esclarecido e/ou Termo de compromisso para uso de dados.

TCUD de acordo com a pesquisa e liberado acesso aos dados para as pesquisadoras: Ana Paula Martins Sebastido e Iris
Rabinovich

Conclusdes

Aprovado sob o quesito ético
Devido ao exposto, o Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR, de acordo com as exigéncias das Resolucdes Nacionais

196/96 e demais relacionadas a pesquisas envolvendo seres humanos, em reunido realizada no dia: 04/11/2009
mamfesta—se por considerar o projeto Aprovado.
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Situacdo Aprovado

Lembramos ‘aos senhores pesquisadores que, no cumprimento da Resolucio 196/96, o Comité de Ftica em Pesquisa
(CEP) devera receber relatorios anuais sobre o andamento do estudo, bem como a qualquer tempo e a critério do
pesquisador nos casos de relevancia, além do envio dos relatos de eventos adversos, para conheamento deste Comité.
Salientamos ainda, a necessidade de relatério completo ao final do estudo.

Eventuais modificacBes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ac CEP-PUCPR de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicSes, cabe ao pesquisador ndo inicid-la antes de receber a
autorizacdo formal-para a sua realizagdo. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinadc
pelo responsavel da instituicio e deve ser mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por
este CEP em qualquer tempo.

Curitiba, 04 de Novembro de 2009.
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Prof. Dr. Sergio Surugi de Slquelra
Coordenador do Comité de Etica em Pesauisa






