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RESUMO

PIMENTEL, F. P. O amplicon 17q12-q21: superexpressdo simultinea das proteinas
HER2 e WIPF2 no cancer de mama. 2010 69f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Introducdo: O cancer de mama que apresenta amplificacdo/superexpressio do HER2
apresenta-se com pior prognostico e seu amplicon se localiza no locus 17q12-q21. O gene
WIPF2, relacionado a motilidade celular, localiza-se no mesmo locus ¢ também se encontra
presente no amplicon do HER2. Objetivo: Avaliar a superexpressao simultinea do HER2 e
WIPF2 através de marcacdo imunohistoquimica. Métodos: Foram selecionados 94 casos de
carcinoma ductal invasor de mama, sendo possivel a obtencdo de material em 87. Foi
realizada técnica de microarranjo tecidual e as 1dminas foram analisadas. Informacgdes clinicas
foram obtidas de prontudrio médico. Resultados: Apds microscopia Optica das laminas de
TMA obtidas e comparagdo com laminas convencionais arquivadas, validou-se o método,
com bom indice de correlacdo kappa (0,83 para receptores de estrogeno e 0,84 para receptores
de progesterona). Houve associacdo entre a superexpressdo do WIPF2 com casos Ki-67
positivos e em pacientes nuligestas. O grupo HER2 apresentou maior porcentagem de casos
WIPF2 positivos em relagdo ao grupo triplo-negativo a microscopia optica (66,7% vs. 22,7%,
respectivamente; p=0,03). Na analise digital, o perfil molecular HER2 apresentou maior
expressao do WIPF2 em relagdo ao perfil luminal A e ao triplo negativo (23,9 £ 9,0% vs. 14,6
+ 9,0% e 14,2 + 9,0%, respectivamente; p=0,01). Conclusdo: O WIPF2 ¢ mais expresso por
tumores com o perfil HER2, assim como se associa a tumores com maior prolifera¢do e

tumores em pacientes nuliparas.

Palavras-chave: Cancer de mama — Transi¢do epitélio mesénquima — HER2 — WIPF2



ABSTRACT

PIMENTEL, F. P. Simultaneous overexpression of HER2 and WIPF2 proteins in breast
cancer. 2010 69f. Dissertation (Master Degree) —

Introduction: The breast cancer with amplification/overexpression of HER2 shows worse
prognosis and its amplicon is located in the 17q12-21 locus. The gene WIPF2, related to
cellular mobility, is located in the same locus and is also present in the HER2 amplicon. Aim:
To evaluate HER2 and WIPF2 simultaneous overexpression using immunohistochemistry
technique. Methods: We selected 94 invasive ductal carcinoma samples and it was possible to
evaluate 87. Tissue microarray has been done and slides analyzed. Clinical informations were
obtained from clinical files. Results: After optical microscopy of TMA slides and comparison
with conventional slides, the method was validated with a high correlation kappa index (0.83
for estrogen receptors and 0.84 for progesterone receptors). The WIPF2 overexpression was
associated with positive Ki-67 tumors and nulipparous women. The HER2 group presented
greater percentage of WIPF2 positive cases when compared with triple-negative group using
optical microscopy (66.7% vs. 22.7%, respectively, p=0.03). With the digital analysis, the
HER2 group presented greater expression of WIPF2 when compared with luminal A and
triple-negative groups (23.9 £+ 9.0% vs. 14.6 £ 9.0% e 14.2 + 9.0%, respectively; p=0.01).
Conclusion: WIPF2 is more expressed in the HER2 group tumors. It is also related to high

proliferation index and nulipparous women's tumors

Keywords: Breast cancer - EMT — HER2 — WIPF2
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1.1. O cancer de mama e a transicio epitélio-mesénquima

A capacidade que um carcinoma da mama tem de desenvolver metéstase a distincia é
o principal fator prognostico da doenca, ja que a morte pelo cancer de mama ¢ secundaria ao
desenvolvimento de doenca metastatica. Para infiltrar o estroma e ter acesso aos vasos
linfaticos e sanguineos, as células epiteliais malignas devem desativar o mecanismo de adesdo
célula-célula e adquirir propriedades locomotoras. Este fendtipo celular observado nas células
epiteliais tem sido denominado de transic¢do epitélio-mesénquima (EMT) (Thiery, 2002; Yang
et al., 2004) e foi primariamente descrito durante alguns processos fisiologicos envolvidos na
embriogénese e no reparo tecidual. O interesse atual neste processo baseia-se na sua
associacdo com o0 mecanismo patologico de vérias doengas, incluindo a progressdo do cancer
de mama (Thiery, 2002).

Duas alteragdes especificas sdo necessarias para uma célula epitelial adquirir
propriedades especificas de célula mesenquimal. A primeira delas ¢ a perda da transcri¢do de
proteinas epiteliais, como a caderina-e (Kang e Massague, 2004; Lee et al., 2006). A
caderina-e ¢ um componente importante da zonula adherens e regula a adesdo celular
homofilica dependente de célcio. A sua expressdo tem sido descrita como disfuncional ou
ausente na maior parte dos carcinomas indiferenciados e em estadios avangados de carcinoma
da mama ou originarios de outros epitélios (Wheelock e Johnson, 2003). A segunda alteragdo
¢ um aumento da expressdo de proteinas especificas do mesénquima, como a fibronectina, a
vimentina e a actina de musculo liso. Este padrdo de expressdo protéica estd associado a
mudangas abruptas na organiza¢do do citoesqueleto e perda da polaridade &pico-baso-lateral
(Hay, 1995; Grunert et al., 2003; Debnath e Brugge, 2005).

Utilizando um modelo in vitro-in vivo de transformacdo maligna de células ductais

induzida por estrogénio, Tiezzi, DG et al., 2007 demonstraram que, durante o processo da
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carcinogénese, existe um aumento progressivo da capacidade celular em ativar o processo de
transi¢do mesenquimal com redugdo progressiva da expressdo de caderina-e e aumento da
expressdo de vimentina e fibronectina-1, fatores relacionados a maior capacidade de invasdo

tumoral.

1.2. O gene ERBB2 e 0 amplicon

O gene ERBB2 esta localizado no brago longo do cromossomo 17 (q21) e codifica a
proteina HER2, que ¢ o membro niimero dois da familia dos receptores de membrana do fator
de crescimento epidérmico humano (Gusterson et al., 1992).

A amplificacdo do ERBB2, associada a superexpressao do HER2, ¢ encontrada em
16-32% dos carcinomas da mama e muitos estudos tém demonstrado que essa alteracdo se
associa a indiferenciagao histologica e comportamento mais agressivo (Gusterson et al., 1992;
Pauletti et al., 1996; Tanner et al., 2006; Tiezzi, Andrade et al., 2007).

O diagndstico da amplificagdo do gene ERBB2 pode ser realizado diretamente por
FISH (Fluorescence in situ hybridization), CISH (Chromogenic in situ hybridization) ou PCR
(Polymerase chain reaction); ou indiretamente, pela avaliacdo da expressdo de sua proteina,
por imunohistoquimica, com boa correlagdo para aplicacdo clinica (Larsimont et al., 2002;
Murthy et al., 2005; Bilous et al., 2006; Tanner et al., 2006), apresentando aplicabilidade em
predizer resposta ao tratamento com terapia-alvo dirigida ao HER2.

O lécus 17q12-g21 do cromossomo humano codifica também uma série de outros
genes relevantes, como ¢ o caso do gene da topoisomerase II alfa (TOP2A), o qual ¢ descrito
como um fator de resisténcia ao tratamento quimioterapico com antraciclinas (Jarvinen e Liu,
2003) e se localiza a aproximadamente 650kb do l6cus do ERBB2 (figura 1- adaptada da

Biblioteca Genes Pubmed).
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Genes._seqX Symbol Cyto Description
| STARD3 17qi1-q12 StAR-related lipid transfer (START) domain containing 3
11 TCAP 17q12 titin-cap (telethonin)
fi PNMT 17q21-q22  phenylethanolamine N-methyltransferase
oy : g 7q21.1 v-2rb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2
il Cllorf37 17 chromosome 17 open reading frame 37
GRB7 17 growth factor receptor-bound protein 7
2o | IKZF3 17q21 IKAROS family zinc finger 3 (Aiolos)
i RPL39P4 17q21.1 ribosomal protein L39 pseudogene 4
| GSDMB 17 gasdermin B
wod | ORMDL3 7q12-q21.1 ORM1-like 3 (S. cerevisiae)
i GSDMA 17 gasdermin A
t PSMD3 17 proteasome (prosome, macropain) 265 subunit
. CSF3 17q11.2-q12 colony stimulating factor 3 (granulocyte)
MU SNORDI2Z4  17q21.1  small nucleolar RNA, C/D box 124
1, i MED24 17 mediator complex subunit 24
" NR1D1 17q112 nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1
ssomd |1 MSL1 17 male-specific lethal 1 homolog (Drosophila)
] ; CASC3 17q11-q21.3 cancer susceptibility candidate 3
i RAPGEFL1 17 Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF)-like 1
ss.ond [[] LOC100287488 17 hypothetical protein LOC100287488
: t ‘ WIPE2 17 WAS/AWASL interacting protein family, member 2
! CDC6 179213 cell division cycle 6 homolog (S. cerevisiae)
E RARA 17q21 retinoic acid receptor, alpha
"M cms3 17 gap junction protein, delta 3, 31.9kDa
1 LOC100287525 17 hypothetical protein LOC100287525
‘ 17q21-q22 topoisomerase (DNA) II alpha 170kDa
.o it 23APT75 17 ribosomal protein L23a pseudogene 73
| LOC100287562 17 hypothetical protein LOC100287562
11 IGEBP4 17q12-g21.1 insulin-like growth factor binding protein 4
M INS4 17 tensin 4

Figura 1: Esquema representativo dos genes existentes no locus 17q12-q21, evidenciando os genes ERBB2
(HER2) e TOP2A  (circulados em vermelho) e o gene WIPF2 (em  destaque)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/147179).

A regido minima comum do amplicon 17q12-21 foi relatada com um tamanho de
aproximadamente 280kb e contém 10 genes (Kauraniemi et al., 2003). O tamanho total da
regido amplificada ¢ muito varidvel entre os tumores (Usha et al., 2008) e devido as
diferengas apresentadas, podem ser divididas em quatro grupos diferentes: amplificagcdo
simultanea do ERBB2 ¢ da TOP2A (25%), amplificagdio somente do ERBB2 (25%),
amplificacio do ERBB2 e de genes proximos, sem aplificacio da TOP2A (25%) e

amplificagio do ERBB2 com delecdo da TOP2A (25%). Os tumores que apresentam
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amplificacdo simultdnea do ERBB2 e do TOP2A apresentam pior progndstico e esses fatores
sdo descritos como independentes (Fritz et al., 2005).

Os genes amplificados contidos em determinado amplicon sdo descritos como
possiveis influenciadores no processo de maior agressividade tumoral, cooperando para maior
proliferacdo, menor apoptose e maior resisténcia a quimioterapicos (Usha et al., 2008). Dessa
forma, de acordo com trabalho de Arriola e analise de banco de dados do genoma humano
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/human/ e www.genome.ucsc.edu) ¢ possivel verificar
a presencga do gene WIPF2 entre 0 ERBB2 e a TOP2A, a cerca de 500kb do primeiro (Arriola
et al., 2008).

A quantificagdo da proliferacdo tumoral, por outro lado, pode ser associada a
marcacdo imunohistoquimica para o antigeno Ki-67, expresso somente por células que
iniciaram o processo divisdo celular (interfase e mitose). A positividade do Ki-67 se associa a
pior prognoéstico e pode ser utilizada na pratica clinica por ser simples e barata (Wiesner et al.,
2009). A quantificagdo final através desse método corresponde a porcentagem de células

tumorais que apresentaram nicleos marcados pela reagao.

1.3. O WIPF2 e a interag¢do com a proteina WAS/WASL

A proteina WAS (Wiskott-Aldrich Syndrome- Sindrome de Wiskott-Aldrich) foi
primeiramente descrita em células hematopoéticas, tendo como fun¢do a polimerizagdo da
actina e alteracdes no citoesqueleto, permitindo a funcdo fisioldgica de células imunes. Apods
sua descoberta, outras proteinas da mesma familia foram descritas como WASL (WAS like),
nomeadas como N-WASP (neural WAS protein) e Scar/WAVE.

As proteinas relacionadas a WAS apresentam-se na forma inativa (chamada de “forma

fechada”- closed N-WASP) e podem se converter na forma ativa (“forma aberta”- open VCA)
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através da formacdo de complexo com proteinas de interagdo, como o WIP (WAS/WASL
interacting protein), WIPF2 (também chamado de WICH ou WIRE) e a CR16. Apos a
formac¢ao do complexo, a proteina torna-se estavel e pode ser ativada pelo estimulo originado
da ligagdo do PIP2 e do Cdc42, relacionados a GMPase, nos sitios B e CRIB,
respectivamente. Outra forma de ativacdo ¢ através da ligagdo do SH3 no dominio BAR (B4R
domain) na regido rica em prolina (Kurisu e Takenawa, 2009) (figura 2).

Dessa forma, através de dois mecanismos, o complexo WAS/WASL-WIPF2 pode
mudar sua conformacdo e expor a terminagdo VCA, que se liga ao Arp 2/3 (actin-related
protein, proteina relacionada a actina), correspondendo ao fim do processo de sinalizagdo. A
partir desse momento, o Arp 2/3 liga-se a actina-G (G-actin) e inicia a etapa de polimeriza¢ao
(actin polymerization), com formacdo da lamelipodia e do filopodia (membrane deformation)
(Kato e Takenawa, 2005). Essas estruturas formam projecdes no citoplasma celular que sdo

necessarias para a motilidade celular (Small et al., 2002; Disanza et al., 2005).

‘Open VCA’

‘Closed N-WASP’

Figura 2: Esquema mostrando a formagdo de complexo através da ligacdo do WIP na regido WHI1/EVHI
(amino-terminal) da N-WASP, possibilitando que os estimulos originados da ligagdo com o PIP2, Cdc42 e SH3
mudem a conformagdo e permita a ligagdo da regido VCA (carboxi-terminal) ao Arp2/3 para inicio da
polimerizacdo da actina (Kurisu e Takenawa, 2009).
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1.4. WIPF2 e PDGF

Em relagdo as fungdes do WIPF2, evidenciou-se que essa proteina ¢ capaz de se ligar
ao substrato Nckbeta, um substrato do receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF - platelet-derived growth factor) (Aspenstrom, 2002). Dessa forma, ao usarem células
que expressavam WIPF2 e incubarem com PDGF notou-se a formagdo de estruturas
semelhantes a filopodias e lamelipodias, descrevendo essa interagdo como a responsavel pelo
inicio da motilidade celular.

Estudo prévio de Jechlinger e cols. relatou a importancia do PDGFR no processo de
metastase no cancer de mama e na manutenc¢do da célula tumoral durante o processo de EMT.
Comprovaram também que a inibicdo do PDGFR provocou apoptose em linhagens de tumor
de mama murino e humano (Jechlinger et al., 2006).

E relatado também que, no cincer de mama, ocorre migragdo de células-tronco
originarias do tecido adiposo através de sinalizagdo pelo PDGF e que a inibi¢do desse
receptor diminui a migragdo (Gehmert et al., 2010), considerando o PDGF como um
importante fator no controle do microambiente entre células tumorais e as células tronco
residentes no tecido.

Como o WIPF2 se relaciona com o PDGF e com a motilidade celular via
polimerizacdo da actina, pode-se considerar a possibilidade dessa proteina integrar sinal e

acdo final de migragdo celular na interagdo do tumor com células-tronco.

1.5. HER2 e WIPF2

Apesar das evidéncias encontradas em relagdo a proximidade dos genes ERBB2 e

WIPF2, da presenga do WIPF2 em amplicon que contém os genes HER2 e TOP2A (Arriola et



Introdugdo | 21

al., 2008) e da possivel interacdo entre eles na transicdo epitélio-mesénquima devido a
existéncia de uma via de sinalizacdo da motilidade celular integrando esses dois fatores
(figura 3) (Genomes, 2010), ndo existem estudos que avaliaram sua amplificacdo ou
superexpressdo concomitante no carcinoma de mama. Este processo molecular pode estar
relacionado com a capacidade que os carcinomas da mama HER2 positivos tém de

metastatizar, fornecendo a base molecular para o fen6tipo que se apresenta mais agressivo.

I REGULATION OF ACTIN CYTOSKELETON
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Figura 3: Esquema mostrando as vias envolvidas no processo de regulag@o do citoesqueleto de actina. O PI3K
(fosfatidil inositol 3-fosfato) ¢ regulado pela sinalizagdo do HER2 (retingulo vermelho), enquanto a NWASP,
WAVEIL e WAVE2 (retangulos azuis) séo sitios de ligacdo do WIPF2 (adaptado de KEGG Pathway Database -
http://www.genome.jp/kegg/pathway/hsa/hsa04810.html).

Portanto, confirmar a presenca da superexpressdo do gene WIPF2 cria a oportunidade

de investigar a sua exata fun¢do como um gene adjuvante no processo de transi¢do epitélio-
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mesénquima e fornece substrato para o desenvolvimento de uma nova possibilidade de terapia
alvo no cancer de mama.

A observacdo de que genes, com fungdes relacionadas a progressdo do cancer de
mama, podem estar presentes no mesmo amplicon onde se encontra 0 ERBB2 gera a hipotese
de que uma acdo sinérgica entre eles possa estar associada com a agressividade apresentada
pelos tumores com reconhecida superexpressao do HER2.

Dessa forma, a amplificagdio do locus 17ql2-q21 pode ser o principal fator
progndstico, e ndo somente a amplificagdo do gene ERBB2. Assim, este estudo tem como
objetivo principal analisar se existe superexpressdo simultdnea do WIFP2 em carcinomas de

mama com reconhecida superexpressao do HER2.



2. OBJETIVOS
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2.1. Principal

* Avaliacdo da expressao simultanea do WIPF2 e do HER2 no cancer de mama.

2.2. Secundarios

Avaliacdo da expressdo do HER2 e WIPF2 em células cultivadas, linhagens MCF7 e

SKBR3.

* Validacdo da metodologia TMA (tissue microarray, micro-arranjo tecidual) para
pesquisa em cancer de mama.

* C(Classificacdo dos casos selecionados de cancer de mama de acordo com o perfil
molecular (luminal A, luminal B, triplo-negativo e HER2 positivo).

* Avaliacdo da expressdao da proteina WIPF2 no carcinoma ductal de mama de acordo

com diversas variaveis relacionadas as pacientes, ao tumor e ao tratamento.



3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Cultura celular

Culturas celulares das linhagens MCF7 e SKBR3 foram realizadas. A linhagem MCF7
foi cultivada em meio DMEM + 10% soro fetal bovino (SFB), enquanto a linhagem SKBR3
foi cultivada em meio McCoy’s 5A + 10% SFB. Ambas foram mantidas em estufa a 37° e 5%
COs,.

Essas linhagens foram selecionadas, pois a MCF7 ndo apresenta amplificacdo do
ERBB2 e, por isso, pode ser considerada controle na avaliagdo desse gene. A linhagem
SKBR3 foi escolhida por apresentar amplificacdo do ERBB2. Dessa forma, objetivou-se a
andlise de copias desse gene, em comparacdo com a linhagem MCF7, assim como a

comparagdo do WIPF2.

3.2. Avaliacio da expressiao génica em células de cultura

O RNA total foi isolado das células em crescimento, quando atingiram 70-80% de
confluéncia, usando TRIzol (Life Technologies, Inc.) de acordo com as instrugdes do
fabricante. O RNA foi tratado com DNase I (Invitrogen) e purificado usando RNeasy kit
(Qiagen). A concentracdo e qualidade do RNA foram determinadas por espectrofotometria.
Real time RT- PCR (reagdo em cadeia da polimerase com transcriptase reversa em tempo real)
foi usado para quantificar a expressdo de ERBB2 e WIPF2.

Foi usado kit TagMan One Step RT-PCR (Applied Biosystems) e os ensaios foram
realizados usando instrumentos Applied Biosystems 7900 HT, utilizando-se as sondas para
ERBB2 (HS00370193 M1; Applied Biosystem) e para WIPF2 (HS00170433 M1; Applied

Biosystem).
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O Ct (threshold cycle) foi calculado usando 25 ng de amostra de RNA para cada
amostra. A proteina TATA box-binding (TBP) foi usada como controle endégeno do RNA e
cada amostra foi normalizada usando como base seu Ct TBP. O Ct foi definido como a fragao
do ntimero de ciclos em que a fluorescéncia gerada pela clivagem do probe passasse a linha
de base estabelecida.

O software SDS 2.1, que se baseia na comparaciao pelo método Ct, foi usado para a
analise. O método comparativo calculou a expressdo génica relativa usando a seguinte
equagdo: quantidade relativa= 2 ' (User Bulletin 2, Applied Biosystems). Para cada gene, o
nivel de expressdo controle foi considerado como a média dos valores obtidos com a

linhagem celular MCF7.

3.3. Critérios de selecao dos blocos

Foram selecionados 96 blocos de parafina com amostras de cancer de mama de
pacientes submetidas a tratamento cirurgico nos anos de 2005 a 2007 no Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo. Para a inclusao,
essas amostras deveriam ser carcinomas ductais invasores € as pacientes ndo poderiam ter
sido submetidas a nenhum tratamento prévio. Outros tipos histologicos de cancer de mama e
as amostras que haviam sido obtidas apds tratamento quimioterdpico ou hormonioterapico
foram excluidas.

Dessa forma, a selecdo foi baseada no tipo histoldgico (carcinoma ductal invasor) e no
perfil de expressdo de receptores hormonais (RH) e do HER2. Os grupos foram divididos em:
tumores RH positivo e HER2 negativos (denominados de Grupo Luminal A), tumores RH
positivo e HER-2 positivo (denominados de Grupo Luminal B), tumores RH negativos com

HER2 positivo (denominados de Grupo HER2) e tumores RH e HER2 negativos
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(denominados de Grupo Triplo-Negativo). Os receptores hormonais foram analisados
segundo a escala de Allred e considerados positivos 0s casos com escore maior ou igual a 3
(Harvey et al., 1999). O HER2 foi analisado segundo recomendacdo da “American Society of

Clinical Oncology/College of American Pathologists” (Wolff et al., 2007).

3.4. Caracterizacio da populacio

As varidveis analisadas, coletadas do prontudrio médico, foram relacionadas as

pacientes e ao tumor, sendo descritas a seguir.

3.4.1. Variaveis relacionadas as pacientes

Do grupo selecionado, as pacientes apresentavam média de idade de 55,3 anos + 13,6
anos (tabela 1). A raga foi classificada como branca em 79 casos (90,8%), mulata em cinco
casos (5,8%) e negra em trés casos (3,4%). Em relagdo a menopausa (considerada como
ultima menstruacao ha mais de um ano) na data do diagnostico, 58 casos estavam na pos-
menopausa (66,7%) e 29 casos na pré-menopausa (33,3%). Em relacdo a paridade, oito eram
nuligestas (9,2%) e 79 nao nuligestas (90,8%) (tabela 1).

Segundo os antecedentes pessoais, foi relatado apenas um caso com carcinoma ductal
in situ na mesma mama, tratado com tumorectomia e radioterapia trés anos antes. Segundo os
antecedentes familiares foram relatados 10 casos de carcinoma de mama em parente de

primeiro grau e seis casos de carcinoma de mama em parente de segundo grau.
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3.4.2. Variaveis relacionadas ao tumor

A média do maior diametro (= DP) das lesdes amostradas foi de 3,6 = 1,9 cm. Em
relacdo ao grau de diferenciacdo, houve 10 casos grau I (bem diferenciado; 11,5%), 52 casos
grau Il (moderadamente diferenciado; 59.8%) e 25 casos grau III (pouco diferenciado;
28,7%). A axila estava sem acometimento em 37 casos (42,5%), com acometimento de 1 a 3
linfonodos em 28 casos (32,2%) e com mais de 3 linfonodos acometidos em 22 casos (25,3%)
(tabela 1).

Dentre os estadios clinicos (EC) (EZTNM for the AJCC cancer staging manual.,

2003) (Adendo 1), os casos selecionados encontravam-se: EC I: 8 pacientes (TINOMO: 8 -
9,2%), EC IIA: 44 pacientes (TIN1MO: 4/ T2NOMO: 37/ TxNOMO: 3 - 50,6%), EC 1IB: 18
pacientes (T2N1MO: 10/ T3NOMO: 8 - 20,7%), EC IIIA: 9 pacientes (T2N2MO: 4/ T3N1MO:
3/ T3N2MO: 2 - 10,3%), EC IIIB: 7 pacientes (TANOMO:2/ TAN1MO: 3/ TAN2MO: 2 - 8,0%)

e ECIV: 1 paciente (TAN2MI1: 1 - 1,2%) (tabela 1).

3.5. Microarranjos teciduais (TMA, do inglés “tissue microarray”)

A selecdo dos fragmentos foi feita através da andlise das laminas arquivadas,
previamente coradas pela hematoxilina e eosina. A partir dos blocos de parafina
correspondentes aos fragmentos mais representativos de cada lesdo, foram feitos TMAs
segundo protocolo descrito por Pires et al., 2006.

Foram colocados 194 cilindros por bloco (agulhas 16G = 1,1 mm2 de &rea por
cilindro) (Pires et al., 2006), sendo dois cilindros de cada caso amostrado (94 x 2= 192
cilindros) mais dois cilindros de placenta armazenada em parafina, para servir de referéncia

na leitura das laminas. A partir de cada bloco de TMA foram feitos cortes histologicos de trés
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micrometros em micréotomo rotativo convencional (Microm HM315, Walldorf, Alemanha).
Os cortes histologicos foram colocados em laminas de vidro embebidas pela poli-lisina a 8%

(foto 1).

Tabela 1. Caracteristicas apresentadas pelas pacientes que tiveram amostras tumorais analisadas no estudo,
relacionadas como média e desvio padrdo (DP) ou niumero absoluto e porcentagem.

Média + DP Numero Porcentagem
Idade (anos) 55,3+ 13,6
Raga
Branca 79 90,8
Parda 5 5,8
Negra 3 3.4
Status Menopausal
Pré-Menopausa 29 33,3
Pos Menopausa 58 66,7
Paridade
Nuligesta 8 9,2
Ndo nuligesta 79 90,8
Maior diametro (cm) 3,6£1,9
Grau de diferenciagao
1 10 11,5
Vi 52 59,8
a1 25 28,7
Status axilar
0 37 42,5
1-3 28 32,2
>3 22 253
Estadios Clinicos
1 8 9,2
11 62 71,3
a1 16 18,3
w 1 1,2

Note que as amostras que aparecem de um lado na ldmina do TMA se repetem do
outro. No entanto, essa segunda amostragem ¢ proveniente de uma regido diferente do bloco
de parafina. As amostras duplicadas permitem a avaliacdo dos casos mesmo que em um dos
lados ndo apresente material suficiente, como pode ser evidenciado na segunda coluna da

segunda linha, por exemplo (foto 1).
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Foto 1: Fotomicrografia em pequeno aumento da ldmina de TMA marcada para WIPF2.

Ap0s andlise rigorosa, notou-se que das 96 amostras previamente selecionadas, uma
era de cancer de mama apocrino e outra havia sido obtida ap6s hormonioterapia neoadjuvante.
Dessa forma, 94 casos na lamina de TMA final preencheram os critérios de selecdo e 87 casos
puderam ser analisados adequadamente por apresentarem tecido tumoral em quantidade

satisfatoria para avaliagao.

3.6. Imunohistoquimica para RE, RP, Ki-67, HER-2 e WIPF2

Foram preparadas laminas feitas de acordo com a técnica de TMA acima descrita.

Estas laminas foram mantidas em estufa a 60° Celsius overnight e, posteriormente,

desparafinizadas em xilol e rehidratadas em etanol e dgua destilada. Realizada a recuperagdo
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antigénica, depois de colocadas as laminas em suporte com tampdo citrato (200ml/20
laminas), em forno de micro-ondas por 7 minutos em poténcia maxima. Depois de esfriadas,
as laminas, foram secas em suas bordas e lavadas em PBS. Os seguintes anticorpos primarios
foram incubados overnight a temperatura ambiente: RE (1:100, clone 6F11, Novocasta, UK),
RP (1:100, clone 1A6, Novocasta, UK), Ki-67 (1:100, clone MM1, Novocastra, UK), HER-2
(HercepTest, Dako, Denmark) e WIPF2 (1:10, clone Abl, Sigma-Aldrich, US). Em seguida,
as laminas foram incubadas com o anticorpo secundério (Dako EnVisiont+ System — Anti-
mouse Peroxidase) por 30 minutos e contra-coradas com hematoxilina de Harris, azulado com
agua amoniacal e desidratadas com élcoois. Todas as ldminas foram avaliadas por dois
observadores. Os casos discordantes foram reavaliados em conjunto para definicdo da

expressao.

3.7. Expressao de RE, RP, HER2 e Ki-67

A avaliagdo da expressdo do RE, do RP e do antigeno Ki-67 nos tumores foi realizada
com microscopia de luz em aumento de 100 a 400 vezes. As laminas foram avaliadas por dois
observadores e os casos discordantes foram reavaliados em conjunto e chegado a um
consenso final.

Para os receptores hormonais, foram considerados casos positivos onde mais de 10%
das células tumorais estavam com seus nucleos francamente corados (Harvey et al., 1999;
Fitzgibbons et al., 2000; Anelli et al., 2003; Bilous et al., 2003; Kourea et al., 2003). A foto 2
exemplifica casos de carcinoma ductal invasivo da mama com expressdo negativa para RE

(2A), positiva para RE (2B), negativa para RP (2C) e positiva para RP (2D).
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Foto 2: Fotomicrografias de casos representativos, no TMA, referentes a reagdes imunohistoquimicas. 2A:
negativa para receptores de estrogénio (RE); 2B: positiva para RE; 2C: negativa para receptor de progesterona
(RP); 2D: positiva para RP (microscopia de luz; 400x).

A imunorreatividade da proteina HER2 foi determinada pela marcagdo de membrana
celular e categorizada entre 0 e 3+. A categoria 0 foi definida pela ndo deteccao de marcagdo
de membrana ou pela marcacdo em menos de 10% das células neoplasicas. A categoria 1+ foi
definida pela ténue e mal definida marcagdo de membrana em mais de 10% das células
neoplasicas. A categoria 2+ foi definida pela observacdo de fraca a moderada marcagao
completa de membrana em mais de 10% das células tumorais e a categoria 3+, definida pela
marcagdo intensa da membrana em mais de 30% das células tumorais. Foram considerados
positivos tumores categorizados como 3+ (Jacobs et al., 1999a; b; Bilous et al., 2003). Essa
classificagdo ¢ baseada no protocolo HercepTest e a foto 3 exemplifica resultados de reacdes

imunohistoquimicas para a expressao da proteina HER-2.
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Foto 3: Fotomicrografias de casos representativos, no TMA, referentes a reagcdes imunohistoquimicas para
HER2. 3A: reagdo negativa (0); 3B: reacdo negativa (1+); 3C: reacédo inconclusiva (2+); 3D: reagdo positiva (3+)
(microscopia de luz; 400x).

Foto 4: Fotomicrografias de casos representativos, no TMA, referentes a reagdes imunohistoquimicas. 4A:
reacdo negativa para antigeno Ki-67; 4B: reag¢do positiva para antigeno Ki-67. As marcagdes para Ki-67
apresentam-se como coloragcdo em tom marrom no nuicleo (microscopia de luz; 400x).

O Ki-67 apresentou pouca marca¢do nas laminas do TMA, na microscopia Optica,
sendo que, para diferenciar em dois grupos com marcagdes diferentes, convencionou-se

adotar marcacdes maiores que 1% das células tumorais como positivas (Figuras 4A e 4B).
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3.8. Expressao da proteina WIPF2

A marcacdo imunohistoquimica para WIPF2 foi realizada nas laminas de TMA e
classificada, empiricamente, de acordo com a intensidade e porcentagem de células marcadas,
considerando que a marcagdo deveria ser citoplasmatica, devido a localizagio da proteina.

Dessa forma, convencionou-se adotar quatro marcagdes possiveis: nenhuma marcagdo
(0), marcacao fraca em menos de 50% das células tumorais (1+), marcacao fraca em mais de
50% das células ou forte em menos de 50% das células (2+) ou marcagao forte em mais de
50% das células (3+) (Foto 5). Apos avaliacao do tecido mamario normal, com marcacdo que
pode chegar a 2+, consideraram-se positivos somente os casos WIPF2 3+ (Foto 6). Obteve-se
de acordo com a marcagdo para WIPF2: 5 casos 0+, 14 casos 1+, 32 casos 2+ e 36 casos 3+,

constituindo 36 casos positivos e 51 casos negativos.

3.9. Analise digital de Ki-67

Através da aquisi¢do de imagem digital utilizando-se o software Spectrum Version
10.2.2.2317, Aperio Technologies, Inc. foi possivel a avaliagdo dos nticleos marcados para
Ki-67 e esse valor foi expresso em porcentagem. Devido ao fato dessa marcagao ser nuclear e
o resultado de cada célula ser positivo ou negativo (a intensidade da marcagdo nao influencia
o resultado), a quantificacdo digital no TMA apresenta alta acuricia e reprodutibilidade

(Kajdacsy-Balla et al., 2007).
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Foto 5: Fotomicrografias de casos representativos, no TMA, referentes a rea¢cdes imunohistoquimicas para
WIPF2; 5A: reagdo negativa (0); SB: reagdo negativa (1+); 5C: reagdo positiva fraca (2+); SD: reagdo positiva

forte (3+) (microscopia de luz; 400x).

Foto 6: Fotomicrografias de casos representativos, no TMA, referentes a reagcdes imunohistoquimicas para
WIPF2; 6A: Corte evidenciando, no mesmo campo, tecido tumoral WIPF 3+ (6B) e tecido mamario normal
WIPF 2+ (6C). A marcagdo para WIPF2 apresenta-se como coloragdo marrom no citoplasma (microscopia de

luz; 100x (6 A), 400x (6B, 6C)).
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Os resultados foram expressos em porcentagem e, de acordo com revisdo de literatura
optou-se por considerar os casos acima de 13% como positivos, pois esse ¢ um dos
parametros usados para inferéncia do perfil molecular, como serd descrito adiante, sendo
utilizado para a diferencia¢do entre carcinoma de mama do tipo luminal A e luminal B

(Cheang et al., 2009).

3.10. Analise digital do WIPF2

As imagens obtidas da ldmina com marca¢ao imunohistoquimica para WIPF2 também
foram analisadas, considerando-se que a marcacdo ¢ citoplasmatica e as células mamarias
normais também expressam a proteina. Além da porcentagem de células tumorais marcadas, a
intensidade da marca¢do também pode influenciar no resultado final, sendo que apods
distribuicdo pelo software em trés intensidades diferentes (1+, 2+ e 3+), consideraram-se
como cé¢lulas positivas somente as 3+.

Na analise digital do WIPF2 foi considerada a porcentagem de células tumorais
positivas, ou seja, com marcacgao 3+, em cada amostra. Como a maioria dos casos pode ser
amostrada em duplicata, considerou-se a média das duas amostras. A porcentagem média de

positividade foi 16,2% com desvio padrao 9,4%.

3.11. Analise estatistica

A andlise de inter-relacdo entre os testes foi realizada para obten¢do do indice kappa.
As varidveis qualitativas foram analisadas em tabelas de contingéncia com o teste exato de
Fisher, quando havia duas varidveis, ou com o teste qui-quadrado quando havia mais de duas

varidveis para avaliacdo.
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As andlises de varidveis quantitativas continuas foram realizadam com o teste t,
quando tinham distribuicdo normal e com o teste de Wilcoxon, quando ndo tinham
distribui¢cao normal.

A andlise de varidveis quantitativas continuas entre grupos diferentes foi realizada
através do método de controle de Donnutt, utilizando-se um dos grupos como comparagdo. O
software JMP SAS versdo 7.1 foi utilizado para as andlises estatisticas acima mencionadas.

Significancia estatistica foi definida para p<0,05.

3.12. Aspectos éticos

Esse estudo foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCRP ¢ FMRP —

USP, em sua 286", Reunido ordindria realizada em 11/05/2009 e enquadrado na categoria

aprovado, de acordo com o processo no. 3815/2009 (Anexos).



4. RESULTADOS
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4.1. Avaliacdo da expressiao génica em cultura celular

A quantificagdo da expressao do gene do HER2 (ERBB2) revelou que a linhagem
SKBR3 apresenta expressdo 95 vezes maior do que a linhagem MCF7 (p<0,001) (grafico 1;
tabela 2). Da mesma forma, ao se avaliar o gene WIPF2, notou-se que a linhagem SKBR3

tem expressao seis vezes maior do que a linhagem MCF7 (p<0,001) (grafico 2; tabela 2).

1207
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o
2
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Grafico 1: Avaliagdo da expressdo média do gene ERBB2 na linhagem SKBR3 (95,0 + 2,5; n=3) em
comparag¢do com a linhagem MCF7 (1; n=3), considerada controle (experimento realizado em triplicata).

Expressio WIPF2

MCF7 SKBR3
Linhagem celular

Grafico 2: Avaliagdo da expressdo média do gene WIPF2 na linhagem SKBR3 (5,9 + 0,1; n=3) em comparagio
com a linhagem MCF7 (1; n=3), considerada controle (experimento realizado em triplicata).
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4.2. Validacdo do TMA como método para pesquisa em cincer de mama

Da sele¢do inicial de 94 casos, 87 casos (92,6%) puderam ser avaliados nas laminas
em que se realizou reagdo imunohistoquimica para receptor de estrogeno, receptor de
progesterona e HER2, pois o fragmento retirado do bloco de parafina possibilitou amostragem
de tecido tumoral em quantidade suficiente para analise. Os resultados dos exames andtomo-
patologicos, emitidos a época em que ocorreu o tratamento dos casos selecionados, foram
considerados na avaliagdo e os casos que tiveram divergéncia entre os LAP e a andlise do
TMA foram revisados.

Entre os 87 casos analisados, os receptores de estrogénio e progesterona estavam
presentes ao exame andtomo-patoldgico em, respectivamente, 55 e 48 casos. Esses casos,
quando avaliados através do método TMA, apresentaram positividade em 48 casos para
receptor de estrogeno (87,3%) e em 41 casos para receptor de progesterona (85,4%) sendo
que, nos dois casos, todas as amostras positivas no TMA eram positivas no LAP, ndo havendo
casos falso-positivos.

O teste de correlacdo kappa entre as laminas e o TMA foi de 83,5 (IC: 0,72-0,95) para
RE e 84,0 (IC: 0,73-0,95) para RP. Essa diferenca encontrada deve-se, principalmente, aos
casos em que a positividade era focal, sendo que, na amostragem para o TMA, a area
selecionada ndo representou as células que expressavam esses receptores.

O resultado do teste para o HER2 no laudo anatomo-patologico foi 3+ em 22 casos e
2+ em 3 casos. Nos casos duvidosos (2+) havia sido realizado teste CISH (Cromogenic in situ
hybridization- Hibridiza¢do in situ cromogénica) para pesquisa da amplificagdo do gene
ERBB2. Apos esse teste, constatou-se somente um positivo entre os trés casos 3+, concluindo

que 23 tumores apresentavam superexpressao do HER-2.
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Em relagdo a superexpressao do HER2, a marca¢do de ldminas obtidas através de
TMA apresentou marca¢do menos intensa quando comparadas as 1dminas confeccionadas na
ocasido do diagnostico, com técnica convencional. Dessa forma, houve 12 casos 3+ e 8 casos
2+, sendo que todos os casos 3+ no TMA eram 3+ no LAP e os casos 2+ no TMA eram 2+ ou
3+ no LAP. Dos 20 casos que apresentaram alguma marcagdo significativa para HER-2 (2+
ou 3+) no TMA correspondem a 80,0% dos 25 casos que apresentaram no LAP. Nao houve

nenhum caso falso-positivo.

4.3. Classificacio do cincer de mama de acordo com o perfil molecular

Dentre os 87 casos analisados digitalmente, foram coletadas informagdes sobre o
laudo anatomo-patologico (LAP) fornecido a época do tratamento e considerado como
referéncia para as andlises realizadas, pois, além da superficie tumoral analisada ser maior,
geralmente o patologista dispunha de diferentes cortes para andlise, originados de diferentes
partes da pega cirurgica.

Apds realizagdo de imunohistoquimica para Ki-67, esses tumores foram
reclassificados em quatro subgrupos de carcinomas ductais da mama: luminais A: 32 casos
(RE e/ou RP positivo; HER-2 e Ki-67 negativos), luminais B: 24 casos (RE e/ou RP positivo;
HER-2 e/ou Ki-67 positivos), HER2: 9 casos (HER-2 positvo e RH negativos) e triplo-

negativos: 22 casos (RH e HER-2 negativos) (tabela 3).



Resultados | 43

Tabela 3. Classificacdo dos tumores de acordo com o perfil molecular. Valores expressos em numero absoluto e
porcentagem.

Perfil Molecular No.(Porcentagem)
Luminal A 32 (37%)
Luminal B 24 (28%)
HER2 9 (10%)
Triplo-negativo 22 (25%)
Total 87 (100%)

4.4. Superexpressiao do WIPF2 — Microscopia dptica

4.4.1. Analise do WIPF2 de acordo com o perfil molecular

Na microscopia Optica observou-se que a porcentagem dos casos de tumores perfil
HER2 que apresentou superexpressdo do WIPF2 foi significativamente maior do que a
porcentagem no perfil triplo-negativo (66,7% vs. 22,7%; p= 0,03). Em relagdo ao perfil
luminal A e ao perfil luminal B, os tumores HER2 apresentaram maior expressao do WIPF2,
mas sem significancia estatistica (tabela 4).
Tabela 4. Avaliacdo da expressdo de WIPF2, por microscopia optica, de acordo com o perfil molecular ¢

comparagdo dos grupos com o tipo HER2. Valores expressos em niimero absoluto e porcentagem (teste exato de
Fisher).

WIPF?2 Positivo WIPF?2 Negativo p
HER?2 6 (66,7%) 3 (33,3%)
Luminal A 15 (46,9%) 17 (53,1%) 0,18
Luminal B 10 (41,7%) 14 (58,3%) 0,14

Triplo-negativo 5(22,7%) 17 (77,3%) 0,03
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4.4.2. Analise do WIPF2 de acordo com o HER2

Quando avaliados os casos de superexpressdo do WIPF2 de acordo com o HER2,
através de microscopia Optica, encontrou-se 50% no grupo de pacientes com superexpressao
do HER2 e 38% no grupo de pacientes sem superexpressio do HER2, ndo apresentando

diferenca estatistica (p= 0,34; teste exato de Fisher; tabela 5).

Tabela 5: Analise dos casos WIPF2 negativos (WIPF2-) e positivos (WIPF2+) no grupo sem superexpressao do
HER2 (HER2-) e com superexpressdo do HER2 (HER2+). Valor absoluto e porcentagem (p=0,34; teste exato de
Fisher).

HER2 - HER2+ Total
WIPF2 — 38 13 51
(62%) (50%) (59%)
WIPF2+ 23 13 36
(38%) (50%) (41%)
Total (%) 61 26 87
(70%) (30%) (100%)

4.4.3. Variaveis associadas a superexpressio do WIPF2

Diversas variaveis foram analisadas com a finalidade de se detectar associagdes com a
superexpressdo do WIPF2, estando relacionadas as pacientes (idade, status menopausal,
paridade) ou relacionadas ao tumor (acometimento axilar, estadio clinico, grau de
diferenciagdo, expressdo de receptor de estrogeno, expresdo de receptor de progesterona,

expressdo de Ki-67). A associacdo com essas variaveis estao listadas a seguir.

4.4.3.1. Idade

A média de idade (£ desvio padrdo) no grupo que apresentou superexpressao do
WIPF2 foi 57,3 + 13,7 anos, ndo apresentando diferenca em relagdo a idade do grupo sem

superexpressao WIPF2 (53,9 & 13,4 anos) (p=0,26; teste t; grafico 3).
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Grafico 3: Distribui¢do da idade nos grupos sem superexpressdo WIPF2 (WIPF2 negativo) ¢ no grupo com
superexpressdo WIPF2 (WIPF2 positivo), p=0,26 (teste t).

4.4.3.2. Status menopausal

Nao houve diferenca entre os grupos de acordo com o status menopausal, sendo que a
porcentagem de pacientes que apresentaram superexpressdo do WIPF2 no grupo pos-
menopausa (um ano apos a ultima menstruagdo) e na pré-manopausa foi a mesma (41%)

(p=1,00; teste exato de Fisher; tabela 6).

Tabela 6: Analise dos casos WIPF2 negativos (WIPF2-) e positivos (WIPF2+) no grupo pds e no grupo pré-
menopausa. Valor absoluto e porcentagem (p=1,00; teste exato de Fischer).

Pos- Pré- Total
menopausa  menopausa
WIPF2 — 17 34 51
(59%) (59%) (59%)
WIPF2 + 12 24 36
(41%) (41%) (41%)
Total 29 58 87

(33%) (67%) (100%)
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4.4.3.3. Paridade

Em relagdo a paridade, a porcentagem de amostras com superexpressao WIPF2 no
grupo de pacientes nuligestas foi significativamente maior em relagdo a porcentagem de
amostras no grupo de pacientes nao nuligestas (75,0% vs. 38%; p=0,048; teste exato de

Fischer) (tabela 7).

Tabela 7: Analise dos casos WIPF2 negativos (WIPF2-) e positivos (WIPF2+) no grupo de ndo- nuligestas ¢ no
grupo de nuligestas. Valor absoluto e porcentagem (p< 0,05; teste exato de Fischer).

Nao Nuligestas Total
Nuligestas
WIPF2 — 49 2 51
(62%) (25%) (59%)
WIPF2 + 30 6 36
(38%) (75%) (41%)
Total 79 8 87
(91%) (9%) (100%)

4.4.3.4. Acometimento axilar

A andlise de acordo com o acometimento axilar mostrou superexpressdo do WIPF2
em 38% do grupo sem linfonodos acometidos, 54% no grupo que apresentou de 1 a 3
linfonodos acometidos e 32% no grupo que apresentou 4 ou mais linfonodos acometidos, ndo

havendo diferenca entre os grupos (p= 0,52; teste qui-quadrado) (tabela 8).

Tabela 8: Analise dos casos WIPF2 negativos (WIPF2-) e positivos (WIPF2+) nos grupos sem acometimento
linfonodal axilar (LN-), com acometimento de 1 a 3 linfonodos axilares (LN 1-3) ou com acometimento de 4 ou
mais linfonodos (LN 4/4). Valor absoluto e porcentagem (p= 0,25; teste qui-quadrado).

LN- LN 1-3 LN 4/+ Total
WIPF2 — 23 13 15 51
(62%) (46%) (68%) (59%)
WIPF2 + 14 15 7 36
(38%) (54%) (32%) (41%)
Total 37 28 22 87
(43%) (32%) (25%) (100%)
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4.4.3.5. Estadio clinico

Em relacdo a superexpressao do WIPF2 nos diferentes estadios clinicos (EC), obteve-
se: 50% no EC 1, 32% no EC IIA, 56% no EC I1IB, 44% no EC IIIA, 43% no EC IIIB e¢ 100%
no EC IV. A andlise desses grupos ndo mostrou diferencga significativa (p=0,43; teste qui-

quadrado) (tabela 9).

Tabela 9: Analise dos casos WIPF2 negativos (WIPF2-) e positivos (WIPF2+) nos diversos estadios clinicos de
cancer de mama. Valor absoluto e porcentagem (p=0,43; teste qui-quadrado).

I A 1B TIA 11IB v Total

WIPF2 — 4 30 8 5 4 0 51
(50%) (68%) (44%) (56%)  (57%) (0) (59%)

WIPF2 + 4 14 10 4 3 1 36
(50%) (32%) (56%) (44%)  (43%)  (100%)  (41%)

4.4.3.6. Grau de diferenciacao

Em relagdo a superexpressdo do WIPF2 nos diferentes graus de diferenciacdo, obteve-
se: 60% no grau I, 38% no grau II e 40% no grau IIl. A andlise desses grupos ndo mostrou

diferenca significativa (p=0,44; teste qui-quadrado) (tabela 10).

Tabela 10: Analise dos casos WIPF2 negativos (WIPF2-) e positivos (WIPF2+) nos diversos graus de
diferenciag@o. Valor absoluto e porcentagem (p=0,44; teste qui-quadrado).

I II 111 Total

WIPF2 — 4 32 15 51
(40%) (62%) (60%) (59%)

WIPF2 + 6 20 10 36
(60%) (38%) (40%) (41%)

Total 10 52 25 87

(11%) (60%) (29%) (100%)
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4.4.3.7. Receptor de estrogeno (RE)

Quando avaliada a superexpressdo do WIPF2 de acordo com a expressdo de receptor
de estroégeno, encontrou-se 38% de casos positivos no grupo com expressao de receptor de
estrogeno (RE+) e 43% no grupo de pacientes sem expressdo (RE-), ndo apresentando
diferenca estatistica (p= 0,66; teste exato de Fisher) (tabela 11).

Tabela 11: Analise dos casos WIPF2 negativos (WIPF2-) e positivos (WIPF2+) nos grupos com receptor de

estrogénio negativo (RE-) ou receptor de estrogénio positivo (RE+). Valor absoluto e porcentagem (p=0,66; teste
exato de Fisher).

RE - RE + Total
WIPF2 — 21 30 51
(62%) (57%) (59%)
WIPF2 + 13 23 36
(38%) (43%) (41%)
Total 34 53 87
(59%) (61%) (100%)

4.4.3.8. Receptor de progesterona (RP)

Quando avaliada a superexpressdo do WIPF2 de acordo com a expressdo de receptor
de progesterona, encontrou-se 40% no grupo com expressdo de receptorer de progesterona
(RP+) e 43% no grupo de pacientes sem expressdo de receptor de progesterona (RP-), ndo

apresentando diferenca estatistica (p= 0,83; teste exato de Fisher) (tabela 12).

Tabela 12: Analise dos casos WIPF2 negativos (WIPF2-) e positivos (WIPF2+) nos grupos com receptor de
progesterona negativo (RP-) ou receptor de progesterona positivo (RP+). Valor absoluto e porcentagem (p=0,83;
teste exato de Fisher).

RP - RP + Total
WIPF2 — 24 27 51
(60%) (57%) (59%)
WIPF2 + 16 20 36
(40%) (43%) (41%)
Total 40 47 87

(46%) (54%) (100%)
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4.4.3.9. Ki-67

Quando avaliada a superexpressdo do WIPF2 de acordo com a expressdo de Ki-67,
observou-se que o grupo com Ki-67 positivo apresentou porcentagem significativamente
maior de amostras WIPF2 positivas quando comparado ao grupo Ki-67 negativo (67% vs.

35%, respectivamente; p = 0,02; teste exato de Fisher) (tabela 13).

Tabela 13: Analise dos casos WIPF2 negativos (WIPF2-) e positivos (WIPF2+) nos grupos com negatividade
para ki-67 (ki-67-) ou positividade (ki-67+). Valor absoluto e porcentagem (p=0,02; teste exato de Fischer).

Ki-67 - Ki-67 + Total
WIPF2 — 45 6 51
(65%) (33%) (59%)
WIPF2 + 24 12 36
(35%) (67%) (41%)
Total 69 18 87
(79%) (21%) (100%)

4.5. Superexpressio do WIPF2 — Analise digital

4.5.1. Analise digital do WIPF2 de acordo com o perfil molecular

Foi realizada comparagdo da porcentagem de células que expressavam WIPF2 com
marcagdo considerada 3+ nos tumores de acordo com o perfil molecular. O grupo HER2 (23,9
+ 9,0%; n=9) apresentou expressdo do WIPF2 significativamente maior do que o grupo
luminal A (14,6 £ 9,0%; p=0,01; n=32) e o grupo triplo-negativo (14,2 = 9,0%; p=0,01;
n=22). Apresentou uma tendéncia a maior expressdo em relacdo ao grupo luminal B (16,5 +

9,0%; p=0,06; n=24), sem significancia estatistica (grafico 4).
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Grifico 4: Distribuicdo da porcentagem de células tumorais marcadas para WIPF2 considerada 3+ em cada
amostra, divididas nos grupos: luminal A (A), luminais B (B), HER2 positivos (HER2) e triplos-negativos (TN).

4.5.2. Analise digital de outras variaveis

O resultado da andlise digital da expressao do WIPF2 foi relacinado com outras
variaveis, como: expressdo HER2, idade, status menopausal, paridade, acometimento axilar,
estadio clinico, grau de diferenciacdo, expressdo de receptores de estrogeno e progesterona e
expressao Ki-67.

A expressao do WIPF2 foi analisada como varidvel quantitativa continua e como
variavel qualitativa, considerando-se diversos pontos de referéncia para positividade. Em

nenhuma dessas analises houve diferenca estatistica na expressdo do WIPF2 entre os grupos.



5. DISCUSSAO
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O emprego de diferentes técnicas para o estudo da expressdo simultdnea dos genes
ERBB2 e WIPF2 foi importante para aumentar a confiabilidade dos resultados encontrados.
Através da comparacdo da expressdo génica do WIPF2 em cultura de células SKBR3 (que
apresenta o gene ERBB2 amplificado) em relacdo a células MCF7 (sem amplificagdo do
ERBB?2), verificou-se que a primeira apresentou expressao do WIPF2 seis vezes maior. Essa
etapa foi muito importante no inicio do trabalho, pois o fato desse gene estar
comprovadamente presente no amplicon em parte dos casos de cancer de mama estudados
(Arriola et al., 2008) ndo significa que necessariamente deva estar superexpresso. Como
demonstrado em estudo prévio, a sequéncia génica minima do amplicon ERBB2 contém 10
genes, mas a superexpressao pode ser constatada somente em seis (Kauraniemi et al., 2003).
Dessa forma, pode-se constatar que, em células que apresentam o amplicon ERBB2, o gene
WIPF2, além de amplificado, também ¢ superexpresso.

Apbs a obtencdo de amostras de cancer de mama em material armazenado em
parafina, foram confeccionadas laminas através da metodologia do TMA permitindo analise
dos 94 casos selecionados em uma sé ldmina. Em comparagdo com a técnica convencional
(uma amostra por lamina), o TMA apresentou-se como um bom método para pesquisa, pois
representa de forma eficiente diversas dreas tumorais, permite repeticdo dos experimentos e
estudo de grande niimero de amostras simultaneas, possibilitando o uso de menos reagentes,
além de diminuir os custos e o tempo empregados no projeto (Andrade et al., 2007).

Os resultados encontrados em relagdo aos receptores de estrogénio e progesterona,
com indice de correlagdo kappa de 0,83 e 0,84, respectivamente, comprovam os indices
previamente encontrados na literatura e validam o método utilizado na realizacdo de pesquisas
e investiga¢do de novos marcadores prognosticos. Da mesma forma, a porcentagem de casos
que ndo foi possivel a obten¢do de amostras mostrou-se baixa, sendo que somente sete casos

ndo puderam ser avaliados (7,4%) devido a ndo obtencdo de tecido tumoral em nenhum dos
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dois cortes e em sete casos (7,4%) foi possivel a andlise de somente um corte, 0 que ndo
interferiu na qualidade da analise. Esses valores e correlagdes encontrados sdo condizentes
com as porcentagens descritas em literatura quando se analisou a metologia TMA no cancer
de mama (Sapino et al., 2006).

Quando avaliados os subtipos tumorais, nota-se que a divisdo dos subgrupos
utilizando-se o Ki-67 torna a divisdo mais especifica, descrevendo-se grupos com
prognosticos mais bem definidos, uma vez que esse marcador infere a atividade proliferativa
celular (Cheang et al., 2009).

Em relagdo a hipotese inicial sobre a superexpresao simultdnea do HER2 e do WIPF2,
constatou-se que, na microscopia Optica, o grupo de tumores HER2 apresentou porcentagem
maior de casos com superexpressdo de WIPF2 em relacdo ao grupo triplo-negativo (66,7% vs.
22,7%, respectivamente; p=0,03). Quando a andlise foi digital, constatou-se que o grupo
HER?2 apresentou maior expressao em relacdo aos grupos luminal A e triplo-negativo (23,9 +
9,0% vs. 14,6 = 9,0% e 14,2 £ 9,0%, respectivamente).

Considera-se que a analise digital apresente maior acurdcia, por representar
numericamente a intensidade da marcag@o e a porcentagem de células coradas. Dessa forma,
considera-se que os tumores HER2 positivos devem apresentar maior expressao do WIPF2
devido a amplificagdo de todo o amplicon.

Outro fato que reforca a hipdtese da superexpressdo simultdnea foi a constatagdo da
tendéncia @ uma maior expressao do WIPF2 nos tumores HER2 em relagdo ao grupo luminal
B, mas sem significancia estatistica, pois no grupo luminal B também encontram-se tumores
HER2 positivos.

A expressdo simultanea ndo pode ser comprovada quando se considerou somente a
expressdo do HER2, tanto na microscopia Optica quanto na analise digital. Esse achado pode

se relacionar ao fato de que o amplicon presente em tumores HER2 (que ndo expressam
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receptores hormonais) possa ser diferente daquele presente nos tumores luminais B (que
expressam receptores hormonais). Esse fato faria com que ao se analisar todos os casos de
HER?2 positivos como um s6 grupo, pode ndo ser possivel a constatagdo da diferenca na
expressdo do WIPF2. Por outro lado, quando esses grupos foram divididos pelo perfil
molecular, a microscopia Optica e a analise digital evidenciaram uma maior expressao no
perfil HER2. Esse amplicon diferente, com mais genes relacionados a invasdo tumoral
poderia ser um dos responsaveis pelo pior prognostico do perfil HER2 em relagdo ao perfil
luminal B (Cheang et al., 2009).

A andlise na microscopia Optica também encontrou relacdo direta entre os casos que
apresentaram Ki-67 positivo (antigeno relacionado a proliferacdo celular) e a superexpressao
do WIPF2. Dessa forma, pode-se inferir que esses tumores WIPF2 positivos sdo em grande
parte tumores HER2 positivos, que costumam ser menos diferenciados e com maior indice de
proliferacdo (Wirapati et al., 2008).

Ainda na microscopia Optica, observou-se maior pocentagem de casos que
superexpressaram 0 WIPF2 no grupo de nuliparas em relagdo ao grupo de mulheres ndo-
nuliparas, tornando-o talvez um novo marcador diferencial no cancer de mama em mulheres
que ndo tiveram gestacdo a termo. As alteracdes mamadrias promovidas pela gestacdo estdo
relacionadas a mudangas no epitélio com surgimento de células com menor proliferagdo e,
consequentemente, menor suscetibilidade a transformagdes malignas (Russo et al., 1991;
Russo e Russo, 1995). Também foi descrito o pior prognostico do cancer de mama na mulher
nuligesta (Anderson et al., 2004), sendo que a superexpressdo do WIPF2 poderia ser um dos
fatores associados a maior agressividade tumoral.

Quando se analisou a superexpressdo do WIPF2 associada a outras variaveis, como

idade, status menopausal, paridade, acometimento metastatico axilar, estadio clinico, grau de
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diferenciagdo, expressdo de RE e de RP ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos.

Através desse estudo, realizado com diferentes metodologias para a analise da
marcagdo imunohistoquimica do WIPF2 constatou-se a associacdo da maior expressao dessa
proteina com tumores perfil HER2, tumores Ki-67 positivo e tumores em mulheres nuligestas.
Esses resultados permitem considerar o WIPF2 como um fator prognostico em potencial,
sendo que mais estudos devem ser realizados para a elucidag@o da sua importancia no cancer
de mama.

Dessa forma, a melhor avaliacdo do gene WIPF2, através da quantificacdo de copias
por célula tumoral, assim como a quantifica¢do de sua expressao através de PCR-RT, que sera
realizada em estudos futuros, possibilitard uma melhor andlise da sua participacdo nos
tumores de acordo com o perfil molecular. Além disso, o0 acompanhamento da sobrevida das
pacientes no grupo de tumores WIPF2 positivos também possibilitard a andlise de sua

importancia como fator prognostico.



6. CONCLUSOES
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- A superexpressdo simultdnea dos genes WIPF2 e ERBB2 foi comprovada na linhagem

celular SKBR3.

- A metodologia de TMA foi validada para a pesquisa no cancer de mama, apos avaliagdo da
expressdo de receptores de estrogeno e progesterona e comparagdo com laminas

convencionais.

- Através da microscopia Optica pode ser evidenciado que tumores do grupo Ki-67 positivo e
do grupo de pacientes nuligestas se relacionam com maior porcentagem de casos

considerados WIPF2 positivos.

- O perfil HER2 apresentou maior porcentagem de casos com superexpressao do WIPF2 em

comparagao com o perfil triplo-negativo na microscopia optica.

- Na andlise digital, a expressdo do WIPF2 no céancer de mama perfil HER2 foi

significativamente maior em comparacao ao perfil triplo-negativo e ao perfil luminal A.
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ESTADIAMENTO

O sistema utilizado no HCRP - USP ¢ o empregado pelo American Joint Committee
on Cancer (AJCC), que ¢ baseado na avaliacdo clinica do tamanho do nédulo, status dos
linfonodos regionais e a presenca de metdstase a distincia, sistema este conhecido como

TNM.

O AJCC realizou revisdo em Janeiro de 2003 no Manual de Estadiamento do Cancer
(6° edicdo) onde algumas alteracdes importantes a respeito do cancer de mama foram
implementadas. Segue abaixo o estadiamento atual (EZTNM for the AJCC cancer staging

manual, 2003).

American Joint Committee on Cancer (AJCC) TNM Staging System For Breast Cancer

Tumor Primario (T)

A definicdo para classificagdo do tumor primario (T) segue a mesma classificagdo
clinica e patoldgica. Se a mensuragdo for feita através do exame fisico, o examinador usara
letras maiusculas (T1, T2 ou T3). Se a mensuracdo for realizada através de outro método

(mamografia, ultra-sonografia, histologia), o examinador devera notificar (pT1, mT1).

TX — o tumor primario ndo pode ser avaliado

TO — sem evidéncia de tumor primario

Tis — carcinoma in situ

Tis (CDIS) — carcinoma ductal in situ

Tis (CLIS) — carcinoma lobular in situ

Tis (Paget) — doenca de Paget do mamilo sem tumor

Nota: a doenca de Paget associada a tumor invasivo deve ser classificada de acordo com o
tamanho da lesdo
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T1 — tumor <2cm em seu maior diametro
T1mic — microinvasdo (<1mm em sua maior dimensao)
Tla — tumor >1mm e <5mm
T1b — tumor >5mm e <10mm
Tlc —tumor >10mm e <2,0cm
T2 — tumor > 2,0cm e <5,0cm
T3 — tumor > 5,0cm

T4 — tumor de qualquer tamanho com extensdo direta para a parede toracica ou pele, como
descrito a seguir:

T4a — extensdo para parede toracica (ndo inclui o musculo peitoral)

T4b — edema (incluindo peau d’orange) ou ulceracdo da pele ou nodulos satélites
confinados a mesma mama

T4c — T4a + T4b
T4d — carcinoma inflamatorio
Linfonodos Regionais (N)
Avalia¢ao clinica
NX — linfonodos regionais ndo podem ser avaliados (ex.: previamente removidos)
NO — sem metéstases em linfonodos regionais
N1 — metastase para linfonodo(s) axilar movel ipsilateral

N2 — metéstase em linfonodo(s) axilar ipsilateral fixo ou coalescentes, linfonodos da mamaria
interna ipsilateral clinicamente aparente* na auséncia de evidéncia clinica de metéstase para
linfonodos axilares ipsilaterais.

N2a - metastase em linfonodos(s) axilar ipsilateral fixo ou coalescentes

N2b — metéstase clinicamente aparente* para linfonodos da mamadria interna
ipsilateral na auséncia de evidéncia clinica de metastase para linfonodos axilares ipsilaterais

N3 — metastase para linfonodo infraclavicular ipsilateral com ou sem envolvimento de
linfonodos axilares, ou em metastase clinicamente aparente* para linfonodos da mamaria
interna ipsilateral e presenca de evidéncia clinica de metastase para linfonodos axilares
ipsilaterais; ou metastase para linfonodo supraclavicular ipsilateral com ou sem envolvimento
de linfonodos axilares ou de mamaria interna.

N3a — metastase para linfonodo infraclavicular ipsilateral
N3b — metéstase em linfonodo da mamaria interna ipsilateral e linfonodo(s) axilar

N3c — metastase para linfonodo supraclavicular ipsilateral
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*Clinicamente aparente ¢ definido por deteccdo em estudos de imagem (excluindo linfo-
cintilografia) ou por exame fisico ou por visualizagdo macroscdpica.

Avaliacio patolégica (pN)*

pNX — linfonodos regionais ndo podem ser avaliados (ex.: previamente removidos ou nao
removidos para estudo histologico)

pNO — auséncia de metéstase para linfonodos regionais ao a histologia, sem exame adicional
para células tumorais isoladas

Nota: células tumorais isoladas sdo definidas como células tumorais Unicas ou um
aglomerado de células tumorais ndo maiores que 2mm, freqiientemente detectadas por
imunohistoquimica (IHQ) ou métodos de biologia molecular.

pNO(i-) — auséncia histologica de metastase para linfonodos regionais, IHQ negativa
pNO(i+) — auséncia histologica de metastase para linfonodos regionais, IHQ positiva

pNO(mol-) — auséncia histolégica de metéastase para linfonodos regionais, achados
moleculares negativos (RT-PCR)

pNO(mol+) — auséncia histoldgica de metastase para linfonodos regionais, achados
moleculares positivos (RT-PCR)

A classifica¢do ¢é baseada na dissec¢do axilar com ou sem dissec¢do do linfonodo sentinela.
Classificacdo baseada somente no linfonodo sentinela deve ser designada como tal (ex.:
pNO(i+) (Is).

PRT-PCR: trascriptase reversa/reagdo em cadeia de polimerase.

pN1 — metdstase em 1 a 3 linfonodos, e/ou linfonodos da mamadria interna com doenga
microscopica detectada pela disseccdo do linfonodo sentinela mas ndo clinicamente
aparente**

pN1mi — micrometéstase (maior que 0,2mm, ndo mais que 2,0mm)
pNla — metastase para 1 a 3 linfonodos axilares

pN1b — metéstase para linfonodos da mamaria interna com doenga microscopica
detectada pela dissec¢do do linfonodo sentinela mas ndo clinicamente aparente®*

pNlc — metastase para 1 a 3 linfonodos axilares e em linfonodos da mamaria interna
com doenca microscopica detectada pela dissec¢do do linfonodo sentinela mas ndo
clinicamente aparente™*

pN2 — metastase em 4 a 9 linfonodos axilares, ou em linfonodos da mamaria interna
clinicamente aparente* na auséncia de metastase para linfonodos axilares

pN2a — metastase para 4 a 9 linfonodos axilares (pelo menos um depodsito tumoral
maior que 2,0mm)

pN2b — metastase para linfonodos da mamadria interna clinicamente aparente™ na
auséncia de metastase para linfonodos axilares
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pN3 — Metastase em 10 ou mais linfonodos axilares, ou em linfonodos infra-claviculares, ou
em linfonodos clinicamente aparentes* da mamaria interna ipsilateral na presenca de 1 ou
mais linfonodos axilares positivos; ou em mais do que 3 linfonodos axilares com metéstase
microscdpica clinicamente negativa para linfonodos da mamadria interna; ou em linfonodos
supra-claviculares ipsilaterais.

pN3a — metastase em 10 ou mais linfonodos axilares (pelo menos um depdsito tumoral
maior que 2,0mm), ou metastase em linfonodos infra-claviculares

pN3b — metastase em linfonodos clinicamente aparentes* da mamaria interna
ipsilateral na presenga de 1 ou mais linfonodos axilares positivos; ou em mais do que 3
linfonodos axilares com metdstase microscopica para a mamdria interna detectada por
disseccdo de linfonodo sentinela porém ndo clinicamente aparente**

pN3c — metastase para linfonodos supra-claviculares ipsilaterais

*Clinicamente aparente ¢ definido por estudos de imagem (excluindo linfo-cintilografia) ou
por exame fisico

** Ndo clinicamente aparente ¢ definido pela ndo deteccdo por exames de imagem (excluindo
linfo-cintilografia) ou exame fisico

Metastase a distancia (M)

MX — metastase a distancia ndo pode ser avaliada
MO — sem metastase a distancia

MI — metastase a distancia

Grupamento de Estadiamento

Estadio 0 Tis NO Mo T4 N2 MO
Estadio I T1* NO MO Estadio ITIIC QualquerT N3 MO
Estadio ITA TON1 MO Estadio IV QualquerT QualquerN M1
T1* N1 MO *T1 inclui T1mic
T2 NO MO Nota: o estadio deve ser mudado se os estudos de
imagem apds a cirurgia revelar a presenca de
Estadio 1IB T2 N1 MO metéstase, desde que estes sejam executados em 4

meses apos o diagnostico na auséncia de doenca
progressiva e em paciente que ndo esteja sob
quimioterapia neoadjuvante.

T3 NO MO

Estadio IITA TO N2 MO

T1* N2 MO

T2 N2 MO

T3 N1 MO

T3 N2 MO

Estadio ITIB T4 NO MO

T4 N1 MO
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