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RESUMO

Iyeyasu H. Estudo de moléculas de adesdo no cancer de mama bilateral. [Tese]. Sdo
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2010. 136p.

Carcinoma da mama com apresentagcdo bilateral ¢ uma doenga pouco avaliada na
literatura, com raros trabalhos cientificos que comparam os aspectos moleculares de
ambos os tumores. No presente estudo, analisamos os tumores de 45 pacientes
portadoras de carcinoma ductal invasivo bilateral em relacdo as expressdes de
claudinas-4 ¢ 7, de E-caderina ¢ de B-catenina por meio de imunoistoquimica em
TMA. Além desses marcadores, analisamos o estado dos receptores de estrogeno e
de progesterona, bem como diversas caracteristicas histopatologicas (grau
histologico, nuclear, mitose, infiltrado, desmoplasia e necrose). A amostra foi
caracterizado por média de idade de 52,4 anos e os tumores foram divididos em
mama primario (MP) e mama secundario (MS). Nao houve diferencas entre os dois
grupos (MP e MS) nos marcadores testados, sendo que a expressao foi coincidente
nas seguintes proporc¢oes: claudina-4 (83,8%, p=0,61), claudina-7 (82,2%, p=0,29),
E-caderina (81%, p=0,48), B-catenina (89,7%, p=0,48), receptor de estrogeno (66%,
p=0.75) e receptor de progesterona (55%, p=0.99). Em relacdo aos aspectos
morfologicos, grau histologico (SBR) II, infiltrado inflamatério discreto, necrose,
desmoplasia moderada e indice mitdtico (<10fm/10cga) foram coincidentes em
57,8%, 60%, 55,6%, 63,6% e 55,6%, respectivamente. Os presentes resultados nos
permitem inferir que os tumores de apresentagdo bilateral sdo, em sua maioria,

similares do ponto de vista morfologico e da expressao dos marcadores testados.

Descritores: 1. Carcinoma ductal de mama 2. Mama bilateral 3. Moléculas de adesdo

4. Imunoistoquimica 5. Analise em microsséries

xXvil



SUMMARY

Iyeyasu H. Analyse of adhesion molecules in bilateral breast cancer. [Thesis]. Sao
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2010. 136p.

Forty-five patients with invasive ductal carcinoma were evaluated for the expression
of claudin-4, claudin-7, E-cadherin, and B-catenin through tissue microarray (TMA)
and immunohistochemistry (IHC) analysis. Besides these markers, estrogen (ER) and
progesterone receptor (PR) status was analyzed, in addition to histopathologic
characteristics, i.e., histologic grade, nuclear, mitoses, infiltrate, desmoplasia, and
necrosis. Tumors were divided into primary breast (PB) and secondary breast (SB).
The expression of claudin-4 and -7 was coincident in PB and SB in 83.78% and
82.22% respectively. The expression of B-catenin and E-cadherin in PB and SB was
coincident in 89.74% and 80.95% respectively. Estrogen receptor status was (+) in
both breasts in 66%, while progesterone receptor status (+) was in 55%. The
histological grade using the Nottingham-modified Scarff-Bloom-Richardson grading
system (MSBR) showed mild infiltrate, necrosis (+), moderate desmoplasia and
mitotic index (<10) was coincident in 57.77%, 60.00%, 55.55%, 63.63% and 55.55%
respectively. The degree of agreement showed claudin-4 (p=0.61), claudin-7
(p=0.29), E-cadherin (p=0.48), and B-catenin (p=0.48). The expression of claudin-4
and -7, E-cadherin and B-catenin present a strong agreement between tumors,
showing that bilateral tumors are not different. Histopathologic characteristics

showed a lesser agreement between tumors.

Descriptors: 1. Invasive ductal carcinoma 2. Bilateral breast 3. Adhesion molecules
4. Imunoistoquimica 5. Microarray.
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1 INTRODUCAO

Cancer de mama ¢ a neoplasia maligna mais frequente e a segunda causa de
mortalidade entre as mulheres. No mundo, em 2008, a incidéncia mais alta de cancer
de mama foi de 89,9/100.000 habitantes na Europa Ocidental, com mortalidade de
7,5/100.000 habitantes. Por outro lado, as incidéncias mais baixas foram encontradas
na Asia Oriental e na América Central, com 26/100.000 habitantes e mortalidade de
6 a 8/100.000 habitantes. Na América do Sul, a incidéncia e a mortalidade estio em
torno de 44,3/100.000 e de 3,2/100.000 habitantes, respectivamente (Globocan
2008). Nos Estados Unidos da America (EUA), estima-se que ocorram cerca de
209.060 casos novos (28% de todos os tumores nas mulheres) e que morram cerca de
40.230 (15%). Contudo, a mortalidade vem diminuindo gradativamente desde 1991,
com variagdo negativa de 22,5% (Jemal et al., 2010).

No Brasil, em 2010, segundo estimativas do Instituto Nacional do Cancer
(INCA), serao diagnosticados em torno de 50.000 casos novos, com incidéncia
estimada de 49/100.000 habitantes. Infelizmente, a mortalidade continua a aumentar,
provavelmente por causa de diagndstico tardio (Ministério da Satde 2009).

Melhora na terapéutica, associada ao diagnostico de casos em estadios mais
precoces, tende a aumentar a sobrevida global das pacientes, o que, por outro lado,
também aumenta o nimero de pacientes sob risco de desenvolver um segundo cancer
na mama contralateral. Estimativas referem que esse risco ¢ de duas a seis vezes
maior que a populagdo geral. Assim, o entendimento dos aspectos clinico,
morfolégicos e moleculares do cancer de mama bilateral tem grande importancia por

causa das implicagdes terapéuticas, epidemiologicas e da prevengao.
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2 OBJETIVO

Comparar, por meio dos aspectos morfologicos tradicionais, a expressao de
marcadores (p53, claudinas-4 e 7, E-caderina [ecad] e [-catenina) e do perfil
molecular por imunoistoquimica (IHC) os tumores ocorridos na primeira mama com

os carcinomas ocorridos na mama contralateral.
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3 JUSTIFICATIVA

No mundo, assim como no Brasil, cancer de mama ¢ umas das neoplasias
mais incidentes nas mulheres. Contudo, relatos dos EUA mostram diminuig¢ao
gradativa da mortalidade desde 1991, apesar do aumento da incidéncia (Jemal et al.,
2010). Segundo especialistas, essa observacdo provavelmente decorre do diagndstico
precoce e da melhora na terapéutica. Esse fendmeno ainda ndo ¢ realidade no Brasil,
onde ainda observamos aumento da mortalidade. Porém, o cincer de mama apresenta
prognostico relativamente bom se diagnosticado em sua fase inicial. Estima-se que a
sobrevida média global cumulativa apds cinco anos seja de 65% nos paises
desenvolvidos e de 56% nos paises em desenvolvimento. Na populagdo mundial,
essa sobrevida estd em torno de 61%. Assim, o nimero de pacientes sob risco de
apresentar cancer na mama oposta ¢ relativamente significativo. O risco estimado
esta em torno de 0,4% a 0,8% ao ano para mulheres tratadas e 5% a 10% delas
desenvolverdao a neoplasia na mama oposta. Esse risco ¢ duas a seis vezes mais alto
que o da populagdo geral (Imyanitov e Hanson, 2003).

Faz alguma diferenca para o clinico saber se a neoplasia na mama oposta ¢
primaria ou metastatica? Sim, faz uma grande diferenga, pois se a neoplasia da
mama oposta for considerada primaria, assim deve ser tratada; se for metastatica, o
tratamento sistémico talvez seja o mais adequado. Assim, justifica-se o estudo da
neoplasia na mama oposta, pois tem grande influéncia na conduta médica.

Na literatura consultada ndo encontramos estudos como este, que analisem o

papel das moléculas de adesao (ecad e claudinas [CLD] 4 e 7), além do papel da B-
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catenina ¢ do p53 associado ao perfil fenotipico (luminal-A, luminal-B,
hiperexpressao de Her-2, basal-like e triplo negativo) em 45 casos de cancer de

mama bilateral tipo ductal invasivo.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 CANCER DE MAMA BILATERAL

Cancer de mama contralateral aparece na literatura desde 1885, mas sua
magnitude foi estudada pela primeira vez por Kilgore et al. em 1956. Nesse estudo, o
autor relatou que a paciente tratada de cancer de mama tinha risco trés a quatro vezes
mais alto de desenvolver cancer na mama contralateral em relacdo a populagdo geral,
€ que esse cancer se comportava clinicamente como primario € nao como
metastatico. O primeiro estudo mais completo sobre o assunto apareceu em 1964,
com Robbins e Berg (1964), que avaliaram 91 pacientes e mostraram que paciente
com carcinoma de mama tem risco estimado cinco vezes mais alto do que na
populagdo geral feminina de desenvolver o segundo tumor na mama contralateral.
Foote e Stewart (1945), comparando mamas com cancer € sem cancer, concluiram
textualmente que “o maior risco de apresentar cancer na mama contralateral é ter
antecedente de cdncer na mama oposta.”

Pacientes tratadas de cancer de mama inicial apresentam risco duas a seis
vezes mais alto de desenvolver cancer na mama contralateral em relacao a populagao
feminina em geral. Em algum momento da vida, dois a onze por cento delas
desenvolverdao cancer na mama contralateral, que representa incidéncia de 4 a
8/1.000 pessoas por ano. O risco estimado ¢ de 0,4% a 0,8% ao ano e permanece ao
longo do tempo (Imyanitov e Hanson, 2003).

Cancer de mama bilateral pode ser classificado como sincronico

(diagnosticado simultaneamente) ou metacronico (diagnosticado em tempos
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diferentes), dependendo da defini¢ao do intervalo utilizado, que na literatura varia
entre seis meses a um ano. Cancer sincronico representa 0,5% a 1% do total e cancer
metacronico ocorre cinco a dez vezes mais frequentemente (Chen et al. 1999). Esses
dados mostram a importancia de se manter um controle periddico a longo tempo.
Diagndstico precoce € importante, pois diversos estudos mostram que existe relacao
entre tamanho do tumor e estddio do tumor contralateral (Chen et al., 1999;
Imyanitov et al., 2002; Mertens et al., 2004).

A literatura relata varios fatores de risco para aparecimento de cancer na
mama contralateral. Dentre esses, idade precoce ao diagnostico do primeiro cancer,
antecedentes familiares, mutacdo BRCAI e/ou BRCA2, dele¢ao do gene CHEK?2"
110delC, tipo histologico de carcinoma lobular, peso corpéreo e submissdo a
radioterapia prévia e/ou a quimioterapia e/ou uso de tamoxifen estdo entre os mais
importantes. Desses, talvez antecedentes familiares e idade precoce ao diagnostico
do primeiro cancer sejam os mais aceitos. Entretanto, at¢é o momento nao existem
marcadores que identifiquem essas pacientes (Broét et al., 1995; Montoro et al.,
1995; Chen et al., 1999; Ji e Hemminki, 2007).

Bilateralidade  sugere  influéncia  genética  (hereditariedade) no
desenvolvimento do cancer (Hartman et al., 2005). As caracteristicas clinicas que
ajudaram na busca de fatores genéticas no cancer de mama e culminaram com a
descricado dos genes BRCAI e BRCA2 foram bilateralidade, idade precoce ao
diagnéstico e antecedente familiar de 1° grau (Hall et al., 1990; Wooster et al., 1994;
Narod e Foulkes, 2004). Em estudo populacional com 705 mulheres com cancer de
mama contralateral e portadoras de BRCAI/2 mutado, comparadas com 1.398

mulheres com cancer de mama unilateral e sem mutagdo destes genes, demonstrou-se



R HE LT s~ .
MEDICINA Revisdo da Literatura 11

que o risco para portadoras de mutagdes no gene BRCAI desenvolverem cancer de
mama na mama contralateral foi de 4,5 ¢ de 3,4 para portadoras do gene BRCA2
mutado. O risco estimado para dez anos foi de 18,4%, enquanto nas ndo portadoras
foi de 4,9%. Outros estudos mostraram risco cumulativo em torno de 26% em dez
anos (Malone et al., 2010).

Estudos sobre a influéncia dos antecedentes familiares de cancer de mama
mostraram aumento no risco de desenvolvimento de cancer de mama contralateral.
Esse risco ¢ particularmente importante quando os portadores sdo parentes de
primeiro grau. Na literatura, esse risco relativo (RR) varia de 1,6 a 2,8 (Hislop et al.,
1984; Horn et al., 1987; Hemminki et al., 2007).

Intmeros estudos mostraram que idade ao diagnéstico do primeiro tumor ¢
um fator de risco muito importante para cancer de mama contralateral. Quanto mais
jovem, maior o risco, que varia de 1,3 a 9,9 (observado/esperado). Estudo de caso—
controle (1.351 casos/1.351 controles) feito na Suécia mostrou que abaixo dos 50
anos de idade o risco (O/E) ¢ de 9,9, ao passo acima de 50 anos ele diminui para 1
(Adami et al., 1985). Broét et al., (1995) encontraram RR de 1,4 para pacientes
abaixo de 55 anos de idade, e de 1,0 para aquelas acima dessa idade.

Carcinoma lobular invasivo e in situ mostra risco elevado para cancer de
mama contralateral. Na literatura, esse risco relativo varia de 1,42 a 6,55. Estudo de
Robbins e Berg (1964) mostrou risco de 1,42. Segundo alguns autores, talvez essa
alta frequéncia represente a diferenca de comportamento bioldgico e/ou de etiologia
entre lobular e ductal (Chen et al., 1999).

Estudo populacional recente feito na Suécia com 4.152 mulheres com cancer

de mama, das quais 63 desenvolveram cancer na mama oposta, mostrou que se o
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tumor primario nao expressar receptor de estrogeno, o risco de desenvolver cancer na
mama oposta ¢ maior (SIR: 1,98) quando comparado com os casos em que o receptor
estrogénico ¢ positivo (SIR: 0,67) (Bouchardy et al., 2010).

Num estudo com 4.036 pacientes, Kurian et al. (2009) mostraram que
mulheres com receptor de estrégeno negativo apresentam risco dez vezes maior de
desenvolverem cancer na mama contralateral, enquanto aquelas com receptor de
estrogeno positivo apresentam risco duas vezes maior comparado com a populagdo
geral.

Tratamento radioterapico do cancer de mama inicial ndo aumenta o risco de
cancer de mama contralateral, apesar de a radioterapia ser considerada carcinogena.
Alguns estudos esporadicos mostram aumento de risco (Harvey e Brinton, 1985;
Kurtz et al., 1988; Boice et al., 1992).

Na maioria dos estudos, a quimioterapia reduz o risco de desenvolvimento de
cancer de mama contralateral, assim como uso de tamoxifen. Estudos feitos na
Inglaterra Scotish Cancer Trials Breast Group e Cancer Research Campaign Breast
Cancer Trials mostraram risco relativo de 0,5 a 0,6. Uma metanalise com 75.000
mulheres e 133 estudos randomizados mostrou redugao de 39% no risco de
desenvolvimento de cancer de mama contralateral Early Breast Cancer Trialists
Collaborative Group (Chen et al., 1999).

Em relagdo a sobrevida, os dados sdo conflitantes na literatura. Os estudos
nido referem os critérios para selecdo nem o tipo histoldégico, alguns sdo com
populacdes hospitalares e outros ndo hospitalares e a maioria ndo ¢ ajustada para
tratamento (Dawson et al., 1998). Um estudo realizado na Alemanha com 251 casos

de cancer de mama bilateral (estudo populacional) mostrou que o progndstico é pior
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quando comparado com portadoras de cancer unilateral (Brenner et al., 1993).
Revisao da literatura mostra quatro estudos que comparam tumores sincronicos com
aqueles de apresentagdo unilateral. Os resultados sao contraditérios, pois dois deles
ndo observaram diferenga na sobrevida, enquanto outros dois relataram que
bilateralidade teve impacto na sobrevida (Verkooijen et al., 2006). Resultado
contraditorio similar ¢ visto na literatura quando se compara os tumores de
surgimento metacronico com aqueles unilaterais. Nesse campo, temos quatro estudos
sem diferengca (Healey et al., 1993; Heron et al., 2000; Carmichael et al., 2002;
Verkooijen et al., 2006) e dois com pior sobrevida (Holmberg et al., 1988; Kollias et
al., 2001).

Estudos que analisaram, em conjunto, tumores metacronicos € sincronicos,
mostram resultados discrepantes em relacao a sobrevida tres sem diferenga (Wanebo
et al., 1985; Mose et al., 1997; Newman et al., 2001) e dois com diferenca (Abdalla
et al., 1997; Gajalakshmi et al., 1999). Estudo recente avaliou 956 pacientes e
mostrou que a sobrevida média no cancer metacronico foi de 96 meses, com
sobrevida em cinco anos de 90,5%, enquanto nos sincrénicos a sobrevida média foi
de 66 meses e sobrevida em cinco anos de 80,3%. Portanto, o fato de os tumores
serem sincronicos teve impacto negativo na sobrevida (Quan et al., 2008). Analise
com 6.550 mulheres com cancer de mama bilateral comparada com unilateral
mostrou que aquelas diagnosticada com menos de 50 anos e com intervalo menor
que cinco anos apresentaram risco de obito 3,9 vezes maior que a unilateral, e
aquelas diagnosticada com intervalo maior que dez anos apresentavam prognostico
semelhante as unilaterais (Hartman et al., 2007). O principal questionamento do

clinico diante de uma paciente com cancer de mama contralateral ¢ avaliar se ¢ um
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caso de cancer primario ou metastatico da mama oposta. Essa diferenga ¢ muito

importante para fins terapéuticos.

42 ESTUDOS DA ORIGEM COMUM NO CANCER DE MAMA

BILATERAL

A teoria da origem clonal ¢ a mais aceita na oncologia para explicar o
desenvolvimento neoplasico. Baseado nessa teoria, a neoplasia origina-se num unico
clone celular e, a partir da expansao desse clone, ela se desenvolveria. Assim, todas
as células da neoplasia, inclusive as metastases, deveriam, em principio, manter
certas caracteristicas da célula original (Nowell, 1976; Garcia et al., 2000).

A pergunta de que o aparecimento do segundo tumor na mama contralateral
representa um segundo tumor primario ou uma metastase tem intrigado os
pesquisadores. Os critérios estabelecidos na pratica foram propostos ao longo do
tempo. Kilgore et al. (1956) descreveram os seguintes critérios para definir a
independéncia dos tumores: 1) se o tumor contralateral for carcinoma intraductal; 2)
intervalo maior que dois anos e sem evidéncia de metastase ou de recorréncia nesse
periodo; 3) tumor na mama contralateral sem evidéncia de metastase; e 4) evolugao
do tumor contralateral compativel com o primario.

Em 1984, Chaudary et al. descreveram os seguintes critérios, muito utilizados
até hoje, para diferenciar cincer na mama contralateral como primario ou
metastatico: 1) achado de lesdo in sifu é considerado prova incontestavel de que o
tumor ¢ primdrio; 2) se o tipo histoloégico for diferente do primeiro tumor, ¢

considerado primario; 3) se o grau de diferenciacdo histolégica for maior que o
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primeiro, ¢ considerado primario; e 4) se ndo apresentar diferenga histologica e
houver auséncia de evidéncia de neoplasia local, regional ou a distancia, ¢
considerado primario.

Presen¢a de componente de carcinoma in situ geralmente ¢ considerada como
achado incontestavel que se trata de um segundo tumor primario. Pandis et al. (1995)
contesta essa afirmacao, avaliando 16 casos de cancer de mama bilateral por meio da
analise de caridtipo. Nesse artigo, os autores mostraram a mesma anormalidade
cariotipica no primeiro tumor € no componente de carcinoma in situ da mama
contralateral. Os autores argumentam que seria improvavel ocorrer a mesma mutagao
nas duas mamas, com caridtipo idéntico e, portanto, deveria se tratar de um caso de
metastase (Pandis et al., 1995).

Egan (1976) descreveu critérios baseados na presenca de microcalcificagdes
na mamografia para avaliar neoplasia de mama contralateral. No caso da lesdo na
mama contralateral, ela ndo apresentaria microcalcificagdes. Segundo o autor,
dissemina¢do a mama contralateral ocorreria através da rede linfatica retroesternal
(Egan, 1976). Ha relatos de outros critérios, como de que o tumor primario
geralmente localiza-se no parénquima mamario, ao passo que o metastatico localiza-
se na gordura mamaria (Leis, 1980). Analise com 63 pacientes com cancer de mama
bilateral revelou que, a mamografia, tumores de mama contralateral apresentam as
mesmas caracteristicas do primeiro tumor (Hall et al., 1999). Recentemente, analise
de 42 casos com ressonancia magnética mostrou que ndo houve diferenga entre os
tumores. Nesse estudo, a avaliacdo da forma, das margens, da intensidade de sinal
em T2 e dos vasos adjacentes ndo mostrou diferencas significativas entre eles (Renz

et al., 2010).



SRR R RS s~ .
MEDICINA Revis&o da Literatura 16

Na literatura, podemos encontrar estudos que analisam caracteristicas da
neoplasia usando técnicas variadas, desde estudo de caridtipo, andlise molecular e
IHQ, que ¢ a técnica mais utilizada na tentativa de diferenciar a neoplasia (Fisher et
al., 1984; Pandis et al., 1995; Agelopoulos et al., 2003). Alguns autores, com base
em avaliagdo de caracteristicas histopatologicas, clinica e IHQ, concluiram que os
tumores sao independentes (Sterns et al., 1991) ou metastaticos (Gong et al., 2007).
Outros estudos utilizando técnicas de biologia molecular define que sdo
independentes (Shibata et al., 1996) ou metastaticos (Kollias et al., 2000).

Ackerman et al. (1995) avaliaram 38 casos de carcinoma invasivo com
analise por IHQ e por analise de polimorfismos do DNA (single strand conformation
polymorphism). Mutagdo de TP53 foi encontrada em 22% dos casos, mas apenas em
trés casos pareados; dois casos mostraram mutagdes em €xons semelhantes. Assim,
segundo a autora e seus colaboradores, na maioria das neoplasias de mama bilateral o
gene TP53 nao estd mutado quando comparados os dois tumores, reforcando a ideia
que sejam dois tumores primarios. Outros estudos que avaliaram 7P53 referem
também que na maioria dos casos bilaterais trata-se de duas neoplasias independentes
(Lidereau, Soussi, 1992; Ackerman et al., 1995; Kinoshita et al., 1995; Stenmark-
Askmalm et al., 2001; Janschek et al., 2001)

Estudos baseados em IHQ s3o a maioria na literatura. Os marcadores
utilizados sdo bastante variados e incluem receptores hormonais, p53, PTEN, BCL-2,
a/B e y-catenina, Her-2, Ki-67 ¢ CK 5/6. Os mais frequentemente utilizados s3o os
receptores de estrogeno e de progesterona.

Num estudo em que o autor utilizou seis marcadores (72.3, DF3, HER2, SP-1,

H59 e CEA) para analise por IHQ de 88 pacientes, ndo houve concordancia completa
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para nenhum deles entre os tumores, permitindo a conclusdo de que sao
independentes (Dawson et al. 1991).

Boa parte dos estudos realizados nesse sentido buscou as diferencas entre o
primeiro ¢ o segundo tumor. Temos resultados discrepantes na literatura, com
nimeros que diferem de 25% a 97% (Holdaway et al., 1988; Brankovi¢-Magi¢ et al.,
1995; Coradini et al, 1998; Matsuo et al., 2001; Stenmark-Askmalm et al., 2001;
Cavaliere et al., 2004; Intra et al., 2004; Kollias et al., 2004). Alguns trabalhos ndo
mostraram diferencas na comparagao entre os dois tumores no que tange a expressao
dos receptores hormonais (Coradini et al., 1998; Stenmark-Askmalm et al., 2001;
Intra et al., 2004). Entretanto, outros trabalhos mostraram que os tumores podem
diferir em sua expressdo dos receptores hormomais em mais do que 50% dos casos
(Holdaway et al., 1988; Brankovi¢-Magi¢ et al., 1995).

Com o advento do tratamento hormonal, alguns estudos analisaram a
expressao dos receptores hormonais em relagdo ao uso ou ndo de tamoxifen. Em
estudo analisando pacientes usuarios de tamoxifen, o receptor de estrogeno e de
progesterona apresentou expressdoes semelhantes, mas quando comparadas a
pacientes que ndo usaram tamoxifen, a expressao foi totalmente diferente. Por isso,
com base nesse achado, o autor conclui que os tumores eram independentes (Arpino
et al., 2005). Outro estudo que analisa o comportamento dos receptores em fungdo do
uso de tamoxifen mostra o seguinte: 1) na ndo-usudria de tamoxifen, se o receptor de
estrogeno for positivo no primeiro tumor, no segundo sera igualmente positivo em
85% dos casos e para receptor de progesterona, em 70% dos casos; 2) na usuaria, a
positividade do receptor de estrégeno e de progesterona foi de 56% e de 78%,

respectivamente. Segundo a autora, na usuaria de tamoxifen a expressdo do receptor



SRR R RS s~ .
MEDICINA Revis&o da Literatura 18

foi menor provavelmente por causa do uso do medicamento ¢ ndo fez referéncia
sobre clonalidade (Swain et al., 2004). Outros autores mostram resultados
semelhantes (Stark et al., 2005).

Estudo feito na Suécia com 374 pacientes mostrou que nos tumores
sincronicos o RE positivo foi encontrado em 23% (bilateralmente) e nos
metacronicos foi positivo no primeiro tumor em 4% e 28% no segundo. O autor
sugere que pacientes com RE negativo tém mais risco de desenvolver tumor
contralateral, provavelmente pelo fato de usarem tamoxifen (Verkooijen et al., 2006).
Resultado semelhante mostra casuistica com 150 pacientes - nas usuarias de
tamoxifen a incidéncia de tumores RE negativo foi de 37% e de 18% nas ndo-
usudrias (na mama contralateral) (Kaas et al., 2003).

Na literatura, encontramos estudos relacionados a outros marcadores. Um
estudo com oito casos avaliou CD4, E/P e N-caderina. Nao houve correspondéncia
entre tumores, porém entre tumor primario ¢ metastase linfonodal a correlagdao foi
significativa para P-caderina e P-catenina (Bassarova et al., 2005a). Os mesmos
autores avaliaram a expressao de HER2, receptor estrogeno-a, K167, bcl-2 e p53. A
expressdao do receptor estrogeno-o. ¢ HER2 foi coincidente em 75%, enquanto a
expressao de p53 o foi em apenas em 13% dos casos (Bassarova et al., 2005b). Outro
autor estudou dois marcadores (DF.3 e B72.3) em 36 casos com [HQ, encontrou
correlacdo entre os tumores metacronicos para B72.3 e conclui que, na verdade, eles
comportam-se como sincronicos (Lundy et al., 1987).

Estudos que avaliaram expressao de outros marcadores mostraram resultados
diversos. Os que analisaram p53 mostraram positividade variavel de 8% a 44%. A

maioria dos autores refere que o p5S3 ndo tem participacdo diferencial na
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carcinogénese ¢ que, portanto, deve se tratar de dois tumores primarios (Kinoshita et
al., 1995; Ozer et al., 1998; Janschek et al., 2001; Kollias et al., 2004). Estudo que
analisou CK6/5 e PTEN em 88 casos descobriu que CK5/6 era positivo em 26% dos
casos e expresso nos dois tumores em 18% dos casos; PTEN era expresso em 58
(66%) dos casos (Piekarski e Biernat, 2006).

Relatos de analise de HER2 mostram positividade nos bilaterais variando de
9% a 76% (Matsuo et al., 2002; Intra et al., 2004; Saad et al., 2008; Renz et al.,
2010).

Biologia molecular trouxe novos métodos para se avaliar a clonalidade das
neoplasias bilaterais de mama. Na literatura aparecem métodos variados: relacionado
ao GO6PD, analise citogenética, RFLP ligado ao cromossomo X, perda de
heterozigose (LOH/AI — allele imbalance), translocagdes cromossomicas, DNA
fingerprinting ¢ mutagdes, entre outros. Quando um tumor desenvolve metastase ou
recorréncia, geralmente mantém a LOH/AI do tumor de origem ou desenvolve outras
(Schlechter et al., 2004).

Imyanitov et al. (2000) analisaram 23 casos e encontraram 1 com
instabilidade de microsatélite (MI) e 11 com LOH nas duas mamas. O nivel de
concordancia nao foi significativo, por isso o autor concluiu que eram tumores
independentes (Imyanitov et al., 2000). Baseados nessa técnica, outros autores
chegaram a mesma conclusdo (Schlechter et al., 2004; Saad et al., 2008). Contudo,
em estudo com 31 casos que avaliou a LOH, a concordancia da perda foi de 54%
entre os tumores, sugerindo a mesma origem genética (Kollias et al., 2000).

Estudo que avaliou a amplificagdo de HER2, c-MYC e CCNDI em 50 casos

descobriu que nos tumores sincronicos a amplificacdo foi encontrada em 24%, nos
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metacronicos em 13% e nos unilaterais em 28%. A maior concordancia entre os
sincronicos provavelmente ¢ por causa da historia natural quase idéntica nesses
tumores (Suspitsin et al., 2006).

Um estudo interessante, que avaliou 28 pacientes por meio da analise de
alelos (alelotipagem), mostrou um caso de carcinoma intraductal na mama
contralateral com modificagdes que sugeriam metastase, mas a maioria apresentava
perfil de tumores priméarios (Imyanitov et al., 2002). Usando a mesma técnica em 13
casos, outros autores chegaram a mesma conclusao (Tse et al., 2003).

Outra técnica que aparece com frequéncia na literatura € a hibridizagao
gendmica comparativa (comparative genomic hybridization). Em estudo com 16
casos, o autor concluiu que a maioria dos tumores era primaria (Agelopoulos et al.,
2003), assim como outro estudos estudos (Teixeira et al., 2004; Ghazani et al., 2007).
Em analise com 36 casos o autor encontrou concordancia de 18,7% entre tumores
sincronico e de 10,7% entre metacronicos (Park et al., 2007b).

Numa anélise usando a técnica (inativagao do cromossomo X) mais mutagao
no p53 em 49 casos de cancer de mama bilateral, a autora encontrou 2 com p53
mutado e 3 com inativagao de alelos diferentes e conclui que eram tumores
independentes (Shibata et al., 1996). Outro, analisou as alteragdes ligadas ao gene
receptor de androgeno (HUMARA). Num estudo com dez casos, oito casos foram
considerados tumores primarios (Banelli et al., 2010).

Esses trabalhos estdo resumidos nos Quadros 1 e 2.
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Quadro 1 - Analise da clonalidade baseado em métodos moleculares e de cari6tipo.

Kinoshita et al. (1995)

p53 molecular

38 bilateral
62 unilateral

mutagdo (+) bilateral 50% unilateral: 26%
tumor: 44% 2 tumor: 68%.

Sédo primarios.

Ackerman et al. (1995) | p53 38 casos mutagao 2 casos semelhantes. Sdo metastases.
IHC/molecular
Maioria sdo primarios.
Pandis et al. (1995) cariotipo 16 casos 2 metastases.(mesma alteragio cariotipo)
14 primarios.
Askmalm-Stenmark et | p53 34 casos RE (+) 22 casos. RPg (+)7 casos. p53 THC (+) lcaso.
al. (2001) IHC/molecular missense 1 caso. sdo primarios. p53 ndo influéncia
Janschek et al. (2001) | p53 molecular | 33 casos 2 mesma mutagdo. 20 casos sem mutagao.
maioria s30 primarios
Park et al., (2007b) CGH 10 casos Sao independdentes
Saad et al. (2008) LOH/ 12 casos Nao concordante 100%.
microsatelite Sé&o primarios.
Tu = metastase linfonodo (metéstase)
Banelli et al. (2010) HUMARA 10 casos Nao concordante 100% .

sdo primarios

RE-receptor de estrogeno; RPg-receptor de progesterona; IHC-imunoistoquimica; TMX-tamoxifen; CIE-

componente intraductal extensivo. LOH-loss of heterozigozy; HUMARA (human androgen gene).
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Quadro 2 - Analise de clonalidade baseado em THQ.

Holdaway et al. (1988) RE/RPG IHC 99 casos. RE(+) 47%.
330 tumores primarios
Dawson et al. (1991) 72.3/ er2/ CEAIHC | 83 casos 72.3 (+) 41%. her2:(+) 95.

CEA (1) 12.5%
sd0 tumores primarios.
ndo ha predisposia¢do genetica

Ozer et al. (1998) Her2/Ki-67. IHC 18 casos. Her2 (+) 44%; ki-67(+) 39%
Brankovic-Magic et al. | RE/RPg. IHC 57 casos. RE (+) 5 casos. discordante (97%).
(1995) 530 tumores primarios.
Coradini et al. (1998) RE/RPg. IHC 399 casos. RE/RPg : semelhantes.
¢ primario.
Brown (2001) RE/RPg 1.407casos | RE/RPg (1)HER2(--)— RE (+) 84%
IHC Her 2(+)— Her 2 (+) 35%

triplo negativo — triplo negativo (61%)
sao primarios

Samant et al. (2001) RE. IHC 236bilateral. | RE(+) 28%. Unilateral
18.000 RE (+) 28% bilateral.
unilateral

Matsuo et al. (2001) RE/her2/P53.IHC 54 casos RE(+) 18%. RPg (+) 17%

p53 (+) 22% her2 (+) 27%

Safal et al. (2002) Her2/THC 58casos. c-erbb2 (+) 70%/ 34% unilat.
21casos RE(+) 51%
unilateral

Bachleitner-Hofmann et al. | RE. IHC 35 casos. RE (+) 27/35. usuario tmx

(2002)

Swain et al. (2004) RE. (NSABP) IHC 176 casos ndo usuario tmx.RE(+) — 89% (--).

RE (-) — 70% (--)
usuario tmx RE(+) — 56%(+).
RE (--) — 78% (--)

Intra et al. (2004) RE/RPg/her2/Ki67. 143 casos RE (+) 88%. RPg (+) 80%
IHC her2 (+) 14 % Ki-67(+) 38%
CIE: (27%) exlcui metastase
Kollias et al. (2004) RE /RPg/ her2. IHC | 79 casos Her2 (--) — 43% (--)

RE (+) — 48% (+)
P53 (1) — 45% (-)
RPg(*) — 30% (+)

Kaas et al. (2003) RE. [HC 150 casos ndo usuaria tmx. RE (--) — 82% (+).
usuario tmx. RE (--) — 63% (+
Piekarski, Biernat (2005) CK5/6 E PTEN. IHC | 88 casos RE (+) 31 %. RPg (+) 33%. Her2 (+) 44%.

p53 (+) 23%. PTEN (+) 63%
relagdo inversa RE/ ck5/6

Arpino et al. (2005) RE. IHC 193 bilateral | RE (+) — RE (--) 75%.
193 unialteral | ndo usuario tmx. RE(+) —»RE(+) 47% RE (--) 53%.
usudrio tmx.RE do | tumor ndo preve o 2 tumor

Stark et al. (2005) RE/ her2. [HC 44 casos. IRE(+) 20%. RE(--) usuario tmx.
Her2 (+) 15.8%. tem concordancia.
Bassarova et al. (2005a ) RE/ er2/ i-67/ BCL- | 8 casos RE(+) 67%. RPg (+)33%.
2/ p53. THC
Ki-67 (+)67%. bel-2 (+)73%. p53 (+)13%. Her2 (+)
67%.
Kurian et al. (2009) RE. IHC 4927 casos. 1 tumor RE(+)/ 2 tumor RE(+): 2.27
1 tumor RE(--)/ 2 tumor RE(--): 9.81
Bassarova et al. (2005b) B-CATENINA/E,P, | 8 casos B-catenina:80%. linfonodo: 89%
N-CADERIN. ndo ha concoérdancia entre tumores
THC
Verkooijen et al. (2006) RE 474 casos Sincroénico: 1 tumor (+) 23% 2 tumor (25%)
IHC Metacronico: 1 tumor (+)4% 2 tumor (28%)

IHC-imunoistoquimica; RE-receptor de estrogeno; RPg-receptor de progesterona; CIE-componente
intraductal extenso; TMX-tamoxifen.
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4.3 TRANSICAO EPITELIO-MESENQUIMAL (TEM)

Cancer de mama apresenta mortalidade de aproximadamente 25% e a causa
principal sdo as metastases. Uma parte das pacientes (10%—-15%) desenvolvera
metdstase em trés anos apds o diagnostico inicial do cancer, mas ndo ¢ raro a
metastase aparecer 10-20 anos apos o tratamento. Em média, quimioterapia reduz em
a mortalidade em torno de 30% (Hellman e Harris, 2000).

Classicamente, o processo da metastase apresenta as seguintes fases: 1) célula
neoplasica perde a adesividade intercelular com a matriz extracelular. Nesse processo
ha inibi¢do da expressdo de ecad, ponto inicial do processo de TEM; outras
moléculas dos multiplos complexos de adesdo sdao igualmente inibidas, como as
claudinas, e o citoesqueleto de ceratina sofre modificagdes. Finalmente, esse
processo se completa com a expressdo dos marcadores mesenquimais (vimetina,
fibronectin ¢ SMA [do inglés, smooth muscle actin]); 2) a TEM permite maior
mobilidade celular e ocorre invasdo da matriz extracelular; 3) ganho da circulagao
sanguinea e/ou linfatica, em que a sobrevivéncia na corrente sanguinea ¢
problemdtica a celular tumor; em modelo animal, menos de 0,01% das células
circulantes desenvolve metastases; 4) célula rompe o capilar do 6rgao e extravasa ao
parénquima local; e 4) interagdo com microambiente local e inicio do processo de
crescimento neoplasico metastatico. Nessa fase, ocorre um processo inverso, em que

a célula readquire suas caracteristicas epiteliais, fenomeno conhecido como TME.

Nessa fase, o tumor pode expressar novamente os marcadores epiteliais (Figura 1).
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Figura 1 - Etapas do processo de metastase.

MNature Reviews | Cancer

Fonte: Thiery (2002)

A TEM ¢€ um conjunto de modificagdes nos complexos celular e molecular da
célula epitelial, no qual ela perde as caracteristicas de diferenciacdo, de polaridade e
de adesividade e passa a ter capacidade para invadir para adquirir as caracteristicas
de célula mesenquimal, que sdo perda da adesividade, da invasibilidade e da
resisténcia a apoptose (Weigelt et al.,, 2005 b; Chiang, Massagué, 2008; Polyak,
Weinberg, 2009). Ela pode ser induzida por sinais geralmente originados no
mesénquima, por diversas vias metabolicas, como a do TGFB (do inglés,
transforming growth factor f), a WNT, a Notch e/ou a ativagdo de diversos
receptores tirosina-quinase. A ativacdo dessas vias faz com que varios fatores de
transcri¢do, como os da familia SNAI1, TWIST e SLUG, sejam ativados e todos, em

ultima andlise, levem a repressao da expressao da ecad (Polyak, 2007) (Figura 2).
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Fonte: Thiery e Sleeman (2006)
Figura 2 - Transigdo epitélio-mesenquimal.

Estudo com 479 casos de cancer de mama invasivo em TMA (do inglés tissue
microarray) mostrou que o fendomeno de TEM ¢ comum, constatando a
hiperexpressdo de vimetina, de SMA, de N-caderina e de caderina—(11), de SPARC,
de laminina ¢ de fascina associada a reducdo de ecad e de citoceratinas. Essas
alteracdes foram observadas preferencialmente em tumores de fendtipo basal-like
(Sarrio et al., 2008).

Estudos recentes sugerem que metastases sdo compostas por células com
perfil fenotipico semelhante ao tumor primario (Ramaswamy et al., 2003). Um
estudo que avaliou o perfil da expressdo génica de tumor primario e de metastase
mostrou que sdo semelhantes mesmo apods longo tempo de laténcia (Weigelt et al.,
2003). Estudo similar que avaliou o DNA do tumor primdrio, de metastase de

cérebro e de implante em camundongo mostrou semelhanga nos trés tumores. O
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autor concluiu que uma subpopulagao de células do tumor original foi responsavel
pela metastase (Ding et al., 2010).

Os locais mais afetados pela metastase no cancer de mama sao os pulmades, os
ossos ¢ o figado; metastases para a mama sao raras. As séries de autopsia mostram
envolvimento de 1,7% a 6,6% por neoplasias extramamarias. Os tumores mais
comum incluem melanoma, linfoma e carcinomas dos pulmodes. Aparentemente,
neoplasias da mama contralateral sdo, na maioria, primdrias (Abrams et al., 1950;

Akgay 2002; Lee et al. 2010).

4.4 MOLECULAS DE ADESAO CELULAR

Como discorrido anteriormente, ha diversos complexos de adesdo celular nas

células epiteliais. O Quadro 3 mostra, de forma resumida, alguns deles.

Quadro 3 - Tipos de complexo celulares mediadores da adesao celular.

A - Jungdes ocludente
Jungoes. Compactas (tight junction-claudin )

B - Jungdes ancoramentos
Ligacao de filamento actina
1. Célula-célula: juncdo aderente (adherens j. — ecad)
2. Juncdo matriz célula: adesdo focal
Ligacao de filamento intermediario
1. J. célula-célula (desmossomos)
2. J. matriz célula (hemidesmossomo)

C - Jungdes comunicantes

1. J. tipo fenda (gap junction)

Fonte: Adaptado de Alberts et al. (1998)
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O tecido epitelial apresenta as caracteristicas de polaridade, de imobilidade
em relagdo ao tecido adjacente e de forte adesdo celular, conforme comentado. O
estrato epitelial esta assentado sobre a lamina basal, que ¢ um tipo de matriz
extracelular. As células estdo unidas por meio das adesdes célula-célula. A estrutura
celular ¢ mantida por meio de filamentos intracelulares (componentes do
citoesqueleto) que se ligam a jungdes especializadas. Essas juncdes mantém as
células aderidas umas as outras ou a lamina basal (Figura 3).

Essas jungdes sao classificadas como ocludentes (claudinas), de ancoramento

(ecad) e comunicantes (gap junctions) (Quadro 3). Cada uma delas tem fung¢des

diferentes e componentes variados.

a Mieravill b

Tight
junction

Adnerens
junction

Gap

junction

Desmosome

Hemidesmosome Basal lamina

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Fonte: Tsukita e Furuse (2001)

Figura 3 - Tipos de aderéncia.

Jungdes ocludentes (JO) t€ém como funcdo selar o espago intercelular,
separando o fluido compartimental do polo apical do basolateral da célula. Também
controlam a passagem de solutos entre as células e tém a fun¢do de transdutor da
sinalizacdo celular (papel na diferenciagdo celular, na polaridade celular, no

crescimento e na proliferagdo); as proteinas agem como moléculas de adesdo célula-
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célula e impedem a migragao celular. Sao compostas de varias proteinas, sendo as
principais as ocludinas, as JAM (do inglé€s, junctional adhesion molecules) e as
claudinas.

Jungao aderente forma uma espécie de “cinto de adesao” (adherens junction)
ao redor da célula, logo abaixo da JO, e mantém as células unidas por meio das
caderinas, que atuam como proteinas de adesdo transmembranica. Essas caderinas se
unem aos filamentos de actina (citoesqueleto celular) por meio das cateninas (a, €

y-catenina) (Niessen e Gottardi 2008).

4.4.1 Claudinas-4 e 7

Descrito em 1998 por Tsukita e Furuse, a familia das moléculas chamadas de
claudinas (CLD) ¢ o principal elemento da JO. O nome se origina do do latim,
claudere, que significa fechar.

CLD sao proteinas de 20 a 27kDa e fazem parte da familia das tetraspaninas
transmembranicas. Essa familia de proteinas ¢ composta de 24 membros e, até¢ o
momento, ¢ dividida em CLD classicas e nao-classicas com base em seus aspectos
funcionais. CLD 1 a 10, 14, 15, 17 e 19 sdo consideradas classicas e as restantes,
nao-classicas (Krause et al., 2008). Na JO formam-se pontes de adesao ao se associar
as CLD da célula adjacente com a CLD da membrana da mesma célula ¢ com as
moléculas, como zona (ZO), que esta ligada ao citoesqueleto, ao MUPP-1 (do inglés,
multi-DPZ domain protein-1) e ao PATJ (Oliveira ¢ Morgado-Diaz, 2007; Paris et

al., 2008; Hartsock et al, 2008; Chiba et al., 2008).
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Figura 4 - Juncao ocludente.

De modo geral, sua fun¢do na JO é promover a permeabilidade seletiva de
solutos na regido paracelular, mantendo o gradiente entre as regides apical e baso-
lateral da célula e a polaridade, a estrutura e a funcdo celular. Essa permeabilidade
celular ¢ ampla, variando desde o completo impedimento a passagem de solutos,
como na bexiga, até a formacao de poros para alguns cations e anions, como no
tubulo renal (Figura 5) (Tsukita et al., 2001; Oliveira e Morgado-Diaz, 2007; Krause

et al., 2008; Martin et al., 2009).

C Finca il Barrier function

Signal transduction

Fonte: Chiba et al. (2008).

Figura S - Fungao das claudinas.

A expressdao das CLD ¢ bastante ampla e pode ser encontrada em varios
tecidos epiteliais e endoteliais. Mais de uma CLD pode estar expressa na mesma

célula epitelial. Além dessa variabilidade de expressdo, a localizacdo nos
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cromossomos também ¢ ampla. A maioria parece concentrar-se nos cromossomos 3,
7, 16 e 21 (Quadro 4) (Mitic et al., 2000; Hewitt t al., 2006; Chiba et al., 2008).

A principal caracteristica das CLD-3 e CLD-4 ¢ serem receptores para a
toxina do clostridium perfringes e estarem associadas ao complexo B-catenina/Tcf

(Kominsky 2006).

Quadro 4 - Expressao das claudinas e localiza¢do nos cromossomos.

Coragdo Cérebro Pulmido Figado Rim Testiculo Locus
Cld-1 + + + + + +
Cld-2 - - --- + + -
Cld-3 |- e + + + + 7q11
Cld-4 --- + + — + -—- 7q11.23
Cld-6 - — — — - 16p13.3
Cld-7 - + + + + + 17p12
Cld-8 --- - + --- + + 21q22.1
Cld-10 | --- - + - + - 13q31-34
Cld-11 | --- + + 3q26.2
Cld-15 + 7q21.3
Cld-16 + + 3q

Fonte: Adaptado Mitic et al. (2000) e de Tsukita et al. (2001)

Regulacao das CLD pode ser feita por fosforilagdo que induz a uma alteragao
da permeabilidade paracelular; palmitolacdo (adicdo de 4acido palmitico), que
aumenta a associagdo com a membrana celular; endocitose (transporte ao interior da
célula por meio de vesiculas especializadas), que poderia explicar o achado das
claudinas no citoplasma das células normal e tumoral; acdo do fator de transcrigcdo
Snail (age como repressor cld-3, 4 e 7), implicado na regulacdo da TEM; regulagao

de fatores de crescimento (EGF e TGF-f) e de citoquinas (interferon-y; interleucinas
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e fator TNF); e metilacdo Swisshelm, 2005; Oliveira e Morgado-Diaz, 2007; Osanai
et al., 2007; Mittal et al., 2010).

Anormalidades nas CLD sdo associadas a algumas doencas e ao cancer.
Mutacdo germinativa no gene de CLD—I relaciona—se a ictiose neonatal; CLD-2 esta
hiperexpressa na doenca de Crohn; mutagdo de CLD-14 associa-se a surdez nao
sindrémica; e mutacao em CLD-16 causa hipomagnesemia renal familiar (Oliveira e
Morgado-Diaz, 2007; Krause et al., 2008; Findley e Koval, 2009).

A maioria das neoplasias malignas originadas do epitélio caracteriza-se pela
proliferacao descontrolada e perda da diferenciagdo celular e da arquitetura tecidual,
além de perda da adesividade celular, que ¢ uma caracteristica marcante (Osanai et
al., 2007). Ultimamente, os estudos mostram que varios elementos da JO participam
direta ou indiretamente do processo de progressao do cancer. Além disso, a JO pode
ser uma ponte de ligacdo com as jungdes aderentes (ecad), pois apresenta interacao
com a o—catenina (parte do complexo ecad—f-catenina-citoesqueleto) (Hartsock et
al., 2008; Martin et al., 2009).

Em relacao as alteracdes das claudinas em cancer, observamos expressoes
bastante variadas, dependendo do 6rgdo afetado. Um estudo feito para avaliar a
expressao das CLD 1, 2, 3, 4, 5 e 7 em diferentes carcinomas mostrou resultados bem
diversos. Por exemplo, CLD-2 ¢ CLD-5 apresentam baixa expressao no cancer de
mama e de prostata, enquanto nos carcinomas hepatico e renal ha baixa expressao de
CLD-4 e de CLD-5. Esse estudo mostrou que linfomas ndo expressam CLD.
Especificamente as CLD-4 ¢ CLD-7, objetos de nosso estudo, estdo superexpressas

no cancer de mama (Figura 6) (Soini, 2005).
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Fonte: Soini (2005).

Figura 6 - Expressao das claudinas em tumores.

Na literatura, encontramos diversos estudos e resultados variados avaliando a
relacdo e a expressdo das claudinas (CLD) no cancer de mama. Algumas sdo pouco
expressas, como CLD-1 e CLD-2, ou apresentam niveis varidveis (CLD-3, CLD-4 ¢

CLD-7) (Figura 7).

Table 1. Claudin expression in cancer

Cancer Claudin gene Expression References

Breast CLDN1 Down (9)
CLDN? Down (12)
CLONI, CLDN3, CLDNG Variable (10}
CLDNZ Up (26)
CLONS Up (26)

Breast and Paget’s disease CLDNZ, CLDN3, CLDN4, CLDNS Variable (44)

Colon CLDNT Variable (11)

Gastric CLDN4 Down (45)

Hepatocellular carcinoma CLDNIO Up (36)

Hepatocellular carcinoma (mouse model) Cldn7 Up (46)

Head and neck squamous cell carcinoma CLDN7? Down (13)

Squamous eell carcinoma CLDNT Up (47)
CLDNS Up (47)

Owarian CLDNZ Up (21, 24, 25, 48)
CLONS Up (21, 23, 25)
CLONIG Up (49)

Pancreatic CLDNS Up (28-30, 32)

Pancreatic (intraductal papillary mucinous neoplasms) CLONS Up (31)

Prostate CLDNZ Up (27)
CLDNS Up (27)

Thyroid papillary cancer CLDNIO Up (50}

Fonte: Adaptada de Morin (2005).

Figura 7 - Expressdo das CLDs no céncer de mama.

Um estudo avaliou a CLD-7 com RT-PCR/Western blot e mostrou expressao
diminuida em relacio ao tecido normal. Estudo imunoistoquimico mostrou

novamente o mesmo achado em 355 casos de carcinoma ductal invasivo, com
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relagdo direta com o grau histologico, e também em tumores com linfonodos axilares
comprometidos por metastase. Segundo os autores, esse achado relaciona-se com a
falta de adesdao nos tumores de alto grau (Kominsky et al., 2003). Contudo, outros
mostram hiperexpressdo da CLD-7 (Nacht et al., 1999; Soini, 2005; Tokés et al.
2005a; Hewit et al., 2006). Num estudo com 60 pacientes, Tokés et al. (2005b)
encontraram o mesmo resultado: baixa expressao da CLD-7 nos casos de carcinoma
de grau III. Nesse estudo, a CLD-1 estava pouco expressa, enquanto a CLD-3 estava
hiperexpressa.

Estudo em cultura de tecido com cancer de mama com alta capacidade de
produzir metastase hepatica mostra auséncia de CLD-4 e de CLD-7, indicando que,
durante o processo de carcinogénese, houve perda de expressao dessas CLD (Erin et
al., 2009). Recentemente, mostrou-se que o fator de transcrigdo SNAIIP pode inibir
epigeneticamente a CLD-7 (Mittal et al., 2010).

Estudo realizado com cDNA microarrays mostrou expressao da CLD-7 no
carcinoma ductal invasivo de mama no grupo receptor de estrogeno e de
progesterona positivo, mas aconteceu o contrario no grupo receptor de estrogeno e de
progesterona negativo (Nagai et al., 2004).

Um estudo com 52 casos de carcinoma de mama constatou baixa expressao
ou auséncia de CLD-4, sendo que a maioria dos casos era de grau histologico I,
sugerindo algum papel na diferenciacdo e na carcinogénese (Tokés et al., 2005a),
mas esses resultados sdo contraditdrios (Soini, 2005).

Analises da CLD-4 mostram associagdo de sua expressdo com o fenotipo
basal-like. Em 38 casos analisados, a expressdo de CLD-4 estava significativamente

mais expressa no tipo basal que no nao-basal grau histologico III (Kulka et al., 2009).
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Em outra avaliagdo com 125 casos, a autora encontrou expressdo de CLD-1, de
CLD-3 e de CLD-4 no grupo de receptor de estrogeno positivo, com 5%, 89% e
52%, e no grupo receptor negativo com 39%, 79% e 79%, respectivamente. Essa
diferenca foi significativamente diferente (Blanchard et al., 2009). Estudo com 300
casos mostrou que em 88 casos avaliados por meio de Western blot, a hiperexpressao
de CLD-4 teve relagdo negativa com receptor de estrogeno e relagdo positiva com
grau histologico. Analise posterior de 299 casos por IHQ mostrou correlagdo positiva
com grau histologico e c-erbB2 e correlacdo negativa com receptor de estrogeno e
pior sobrevida (Lanigan et al., 2009).

As outras CLD mostram expressoes diversas: CLD-2 (52%), CLD-3 (93%),
CLD-5 (47%) (Soini, 2005), CLD-11 (baixa expressdao), CLD-2 (100%) e CLD-3
(100%) (Tokés et al. 2005b). Num estudo comparativo, os autores encontraram baixa
expressdao de CLD-1 em 26 casos de recorréncia em comparagdo com 57 casos nao
recorrente (Morohashi et al., 2007).

Avaliagao de 124 casos com CLD-16 mostrou que nos casos com linfonodos
comprometidos sua expressao ficou significativamente diminuida (Martin et al.,
2008). Baixa expressdao de CLD-2, num estudo com 37 casos, mostrou que estava
associada com linfonodo positivo e alto grau histologico. Nao foi encontrada relagao
com tamanho do tumor, receptor de estrogeno, progesterona ¢ HER2 (Kim et al.,

2008).

4.4.2 E-caderina (ecad)
Por volta de 1977, Takeichi, citado por Takeichi (1988) descreveu uma

proteina calcio-dependente com propriedades adesivas; em 1985, ele a denominou
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caderina (calcio-dependente), com 120 kDa (cromossomo 16q22). Acrescentou
prefixo E (encontrado no tecido epitelial), além de P (placenta) e de N (neural).
Assim, atualmente sdo conhecidos como E/P ¢ N—caderina. Em 1988, clonou cDNA
da ecad, mostrando que sua proteina tem fun¢ao de adesao célula-célula.

Em 1989, mostrou-se a interacdo da por¢do citoplasmatica com as
“cateninas”, comprovando-se sua propriedade de supressao da malignidade (Ozawa
et al., 1989; Takeichi, 1991). Em 1995, foi descrita a inativacdo da ecad em casos de
cancer esporadico e no cancer gastrico difuso hereditario (Berx et al., 1998; van Roy
e Berx, 2008). Recentemente, foi a vez da inativacdo transcripcional da ecad (Cano
et al., 2000; Heuberger e Birchmeier, 2009). Caderinas sao classificadas em classicas

(ecad) e ndo classicas (moléculas relacionadas a caderina) (van Roy e Berx, 2008).

Fonte: Thiery e Sleeman (2006)

Figura 8 - ecad na jun¢do aderente.

Com o complexo nectina/afadina, o complexo caderina/catenina compde as
unidades de adesdo da juncdo de aderéncia, que liga a membrana ao citoesqueleto

(filamento de actina) (Niessen e Gottardi, 2008). A molécula de ecad ¢ composta por
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uma por¢ao extracelular, uma transmembranica e uma intracelular. A extracelular
liga-se a ecad extracelular da célula epitelial vizinha, formando pontes ¢ mantendo a
adesdo e a integridade da célula. Assim, sua funcao basica ¢ manter a adesividade
célula-célula e impedir que a célula se desconecte do epitélio (Figura 8) (Takeichi,
1991; Birchmeier et al., 1994, 1995).

A porcao intracelular conecta-se a § e a y-catenina (placoglobina), que se liga
a o-catenina (complexo caderina-catenina-catenina—CCC) e aos filamenteos de
actina. Essa [B-catenina, como veremos adiante, faz parte do complexo Wnt/B-
catenina, relacionada ao desenvolvimento de neoplasias (Heuberger e Birchmeier,
2009). Integridade da B-catenina, assim como das outras cateninas, ¢ importante para
conexdao com a ecad e para funcionalidade. Além disso, também pode funcionar
como transdutor de sinal entre as células.

Sua perda/inativagdo relaciona-se com invasibilidade tumoral, indugdo e
propagacdo de metastases e progressao tumoral. Estudo feito em camundongos
mostrou que a perda de expressao da ecad coincidiu com a transi¢ao de adenoma
diferenciado para carcinoma invasivo (Perl et al., 1998); outros estudos sobre cancer
de mama mostram que a perda da ecad/B-catenina estd relacionada ao fendtipo
mesenquimal e essa alteracdo ndo tem relacdo com ativacdo da via Wnt (van de
Wetering et al., 2001; Sormunen et al., 1999).

Na glandula mamaria, as células luminais ficam aderidas por meio da ecad e
as células mioepiteliais, via P-caderina. Evidéncias recentes indicam que
componentes da jun¢do compacta podem influenciar a jun¢do aderente, que apresenta
alguma forma de intercomunicagdo (van Roy e Berx, 2008). Perda da adesividade

celular ¢ um das caracteristicas da célula neoplasica e varios estudos mostram que a
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perda da ecad associa-se a malignidade (Frixen et al. 1991; Cavallaro e Christofori,
2004; Knudsen e Wheelock, 2005; van Roy e Berx, 2008).

Adesdo celular pode ser alterada por varios mecanismos: 1) alteracdo na
composi¢do do complexo caderina (ZO-1 e a-catenina podem afetar a for¢ca adesdao
da ecad); 2) fosforilagdo da tirosina do complexo caderina (Kemler, 1993); 3)

intercomunicagdo com moléculas associadas (p'**™

pode alterar a fungdo da ecad); e
4) mediadores de sinal intracelular (Rac, Rho e CDC42 regulam a adesdo ecad
mediada) (Jiang e Manse, 2000).

Anormalidades da adesdo ecad mediada no cancer de mama: 1) nivel
reduzido de ecad (observado na maioria dos tumores); 2) localizacdo andmala da
ecad (se localizado na regido apical ndo apresenta funcionalidade); 3) mutacdo da
ecad - a mais conhecida ¢ a LOH do cromossomo 1621, que pode ser encontrada no
carcinoma ductal (50%), porém mais frequentemente no carcinoma lobular invasivo
(>85%) (Cowin et al., 2005) e a maioria acomete a por¢ao extracelular da ecad (Berx
et al., 1996). Foram descritas varias mutagdes no cancer esporadico (Berx et al.,
1998) (exceto no cancer gastrico, nao parece ser a causa em outros tumores); 4)
perda da ecad (metaloproteinases [MMP] podem degradar parte da molécula), 5)
mutacao ou nivel anormal da a-catenina (ndo acontece a liga¢ao correta com a ecad);
6) anormalidades na B-catenina (mutagdes e nivel anormal podem alterar a fungao ou
impedir a ligagdo com o actina da ecad) (Oyama et al., 1994); 7) alteragdo no
controle da B-catenina (causa excesso ¢ consequente anomalias na ecad; 8) alteragdo
na fosforilagdo da ecad ou B-catenina; e 9) ecad estd envolvida diretamente na TEM.

Perda de expressdao da ecad é uma caracteristica do carcinoma de mama e

seus principais mecanismos sdo: 1) hipermetilagdo foi identificada como importante
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alteragdo hipergenética da ecad (Hirohashi, 1998); 2) além da via de sinalizacdo Wnt/
B-catenina, que inibe a expressdo da ecad, existem outros fatores, como fator de
transcrigdo Snail, Slug e Twist, que podem reprimir a ecad; 3) acdo das MMP
(MMP3 e MMP7); stromelisyn pode danificar a por¢ado intracitoplasmatica (van Roy
e Berx, 2008; Onder et al., 2008). Todas essas vias que influenciam a ecad podem
causar mudanga nas células, com caracteristicas epitelial para mesenquimatoso
(Jiang e Manse, 2000; Wijnhoven et al., 2000; Cavallaro e Christofori, 2004; Onder
et al., 2008).

Estudos mostram que o receptor de estrogénio, agindo negativamente sobre
Snail, mantém a expressao da ecad, o que poderia explicar o mau progndstico do
tumor receptor negativo, em parte pela perda da ecad (Cowin et al., 2005; Heuberger
e Birchmeier, 2009).

Endocitose pode remover a ecad da membrana citoplasmatica e
posteriormente recicla-la novamente nos pontos de aderéncia (Wirtz-Peitz e Zallen,
2009).

Durante a carcinogénese, a perda da ecad ¢ frequentemente associada com a
expressdo de caderina mesenquimal, como a N-caderina, fendmeno denominado
cadherin switching. A repressdo da ecad pelo Snail pode induzir a N-caderina
expressa durante a TEM, sugerindo que essa re-expressdo pode ser parte de uma
reprogramagao de desdiferenciag¢do (Cano et al., 2000).

Na literatura, encontramos resultados conflitantes nos estudos que avaliaram
a ecad no cancer de mama. Em relag@o a sua expressdo nessa neoplasia, encontramos

valores de 55% a 70% (Kowalski et al., 2003; Park et al., 2007a; Mahler-Araujo et
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al., 2008), mas muitos estudos mostram redugdo que varia de 45% a 63% (Oka et al.,
1993; Siitonen et al. 1996).

Alguns mostram relacdo com sobrevida (Maguire et al., 1997; Tan et al.,
1999; Heimann et al., 2000; Asgeirsson et al., 2000; Harigopal et al., 2005; Paredes
et al., 2008; Kashiwagi et al., 2010), mas outros ndo relacionam com sobrevida ou
com intervalo livre de doenca (Lipponen et al., 1994; Parker et al., 2001). Muitos
mostram relagdo inversa em relagdo ao tamanho do tumor, ao grau de diferenciagao
histolégico e ao comprometimento linfonodal (Oka et al., 1993; Hunt et al., 1997;
Bankfalvi et al., 1999; Nakopoulou et al., 2000; Madhavan et al., 2001; Bukholm et
al., 1998, 2006), ao passo que outros ndo encontraram os mesmos resultados
(Gamallo et al., 1993; Moll et al., 1993; Maguire et al., 1997; Gonzalez et al., 1999).
Ao estudar tumor primario € a metastase correspondente, um autor encontrou ecad
expressa em 45% dos tumores e em 100% das metastases. Segundo ele, isso pode ter
sido provocado por alteragdes translacionais (Kowalski et al., 2003).

Em estudo com 245 casos de carcinoma invasivo, o autor descobriu que a nao
expressao de ecad estava associado ao tipo basal-like. Nesse estudo, 182 casos de
carcinoma ductal invasivo foram avaliados por meio de IHQ em TMA. Auséncia ou
baixa expressao de ecad foi associada a auséncia de expressdo do receptor de
estrogeno, a baixa expressao de ciclinasl, a positividade para citoceratina 5/6 ¢ 17, a
EGFR, ao p53, ao Ki-67 elevado, ao fenotipo basal-like e ao triplo negativo (Mahler-
Araujo et al., 2008)

Num outro estudo com 574 casos de carcinoma ductal invasivo, 123 (21,4%)
casos eram triplo negativo. Nesse subgrupo, os casos com expressiao negativa de

ecad tiveram pior evolu¢dao (Kashiwagi et al., 2010). Esses estudos mostram que
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baixa expressao da ecad foi associada a tumores mais agressivos €, mesmo num

grupo de mau progndstico ela foi fator progndstico independente.

4.4.3 p-Catenina

Complexo ecad-p-catenina.

iNucIeus b Necam | 7 Degradation

Cadherin

Fonte: Grigoryan et al. (2008)

Figura 9 - B-Catenina.

Clonado por McCrea e Gumbiner (1991), a B-catenina ndo ¢ propriamente
uma molécula de adesdo, mas faz parte do complexo ecad-catenina, além ter papel
importante na via de sinalizagdo Wnt/ B-catenina. Denominado catenina, vem do
latim catena, que significa ponte e esta localizado no cromossomo 16.

Em 1993, descobriu-se a interagdo com a proteina APC (adenomatous
polyposis coli), que posteriormente mostrou-se importante para estabilizagdo da -
catenina (Su et al., 1993; Polakis, 2000). Em 1996, foi descrita a interagdo da [-
catenina com LEF (lymphoid enhancer factor) e TCF (T-cell factor) no nicleo que
modula a expressao de genes (Behrens et al., 1960). No ano seguinte, foi descoberto

o processo de fosforizagdo da B-catenina e a posterior acao do sistema de degradagdo
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das proteases. Inativacdo desse sistema provoca acumulo de [-catenina no
citoplasma, que se desloca posteriormente ao nucleo, onde interage com LEF/TCF e
com outras proteinas (TBL1/dishevelled/c-jun) para formar um complexo de
transcrigao (Figura 9) (Li et al., 2008; Klaus e Birchmeier, 2008; MacDonald et al.,
2009).

B-catenina ¢ uma proteina multifuncional envolvida na adesdo célula-célula
mediado pela caderina e responde por varias vias de transdugdo, incluindo candnica
Wnt/ B-catenina, Akt/proteina quinase B, fator de crescimento epidérmico (EGF),
fator de crescimento insulina-like, fator nuclear kB, PTEN, p53 e receptor de 4cido
retinoico, entre outros (Heuberger, Birchmeier, 2006).

Sua fun¢do mais conhecida ¢ na via candonica Wnt/ B-catenina. No nucleo,
associa-se ao LEF/TCF, que promove a expressdao dos genes c-myc, ciclina D1, c-
jun, TCF-1, LEF-1, conductin/axina2 ¢ MMP (Lin et al., 2000; Hatsell et al., 2003;
Rowlands et al., 2004).

No citoplasma, a P-catenina (associada a APC/axina), na auséncia de
anormalidades, ¢ fosforilada pelo complexo GSK3 (glycogen synthase kinase 3) e
pela CKI (casein kinase I), que promovem a adicdo da ubiquitina (proteina), que
possibilita degradacdo pelas enzimas. Quando da ativagdo da Wnt, o sistema
GSK3/CKI n3o consegue mais fosforilar p-catenina, que ndo ¢ degradada
(estabilizada), acumula-se no citoplasma e desloca-se para o nicleo para associar-se
ao TCF/LEF (Gumbiner et al., 1997; Smalley e Dale, 2001; Brembeck et al., 2006).

Estudos indicam que a B-catenina que faz parte do sistema Wnt/ B-catenina ¢
a mesma do complexo ecad-catenina. Assim, o sistema de adesdo célula-célula, ao

competir pela mesma catenina, mostra que existe intercomunicagdo entre esses dois
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sistemas e que as anormalidades de um afetam de alguma maneira o outro (Barth et
al., 1997; Heuberger e Birchmeier, 2009). Exemplos dessas anormalidades: 1)
protedlise das caderinas afeta a via Wnt (quebra das cateninas provoca liberagao da
[B-catenina; 2) fosforilagdo dos componentes da caderina (enfraquece a ligagao com a
[-catenina), complexo de degradacdo da (-catenina (altera a ligagdo da B-catenina) e
sistema TCF (altera sua ligagdo com a B-catenina); e 3) reciclagem das caderinas
dependentes do pl20 e sua deplecio provocam reciclagem da ecad e
enfraquecimento da adesdo celular p120 causa repressao do sistema Wnt (Clevers,
2006).

Em nivel nuclear, estudos mostram que a [-catenina, estabilizada por
estimulo da via Wnt ou por perda da caderina, induz a expressao de alguns genes:
Saiu, Slug, Twist, L1 (molécula de adesdao, mas que interfere com adesao da ecad) e
proteases. Todos esses genes estdo envolvidos com o fendmeno da TEM (Nelson e
Nusse, 2004; Heuberger e Birchmeier, 2009).

Ativagdo da via Wnt/B-catenina e mutagdes do componente, como [-
catenina/APC ou axina, sdo encontradas em outras neoplasias malignas, mas no
cancer de mama tem sido pouco frequente ou inexistente (Candidus et al., 1996;
Polakis, 2000).

Estudos com camundongos mostram que a ativagao aberrante de Wntl (classe
da Wnt) produz neoplasia de mama, mas no ser humano nao foi encontrado nenhum
transcrito do Wntl (Brown, 2001). Assim, ndo ha evidéncias de anormalidades da via
Whnt/B-catenina no cancer de mama (Smalley e Dale, 2001). Evidéncias indiretas

indicam que essa via deve estar ativada, com base no achado de elevado nivel de B-



FREHE LR s~ .
MEDICINA Revis&o da Literatura 43

catenina no citoplasma, no nucleo e no achado de transcriptos da -catenina, como
ciclina (Howe e Brown, 2004; Lin et al., 2000).

Alguns estudos mostram relagdo entre expressao da P-catenina e intervalo
livre de doenga, sobrevida global ou sobrevida global especifica (Nakopoulou et al.,
2000; Lin et al., 2000; Gillett et al., 2001; Chung et al., 2004; Dolled-Filhart et al.
2006).

Nakopoulou et al. (2000) estudou 69 casos de carcinoma ductal invasivo e
encontrou positividade para p-catenina e para ecad em 43,5% e 26%,
respectivamente. Nesse estudo, -catenina associada a expressao de c-met foi fator
preditivo e de bom prognéstico. Expressao reduzida foi associada a
comprometimento linfonodal e a estddio avancado. No estudo de Dolled-Filhart et al.
(2006), que avaliou 600 casos, baixa expressao de B-catenina foi associada a pior
prognostico. Nesse estudo, comparando com tamanho do tumor, idade,
comprometimento linfonodal, grau nuclear e expressdo de receptor de estrogeno,
progesterona, c-erbB2 e Ki-67 foram fatores altamente prognoésticos.

Chung et al. (2004) estudaram 346 casos de carcinoma e estava expresso em
70%. Nesse estudo, quando se avalia separadamente p53 e MET, houve correlagao
significativa com a sobrevida, mas quando se analisa p53 com B-catenina a sobrevida
global foi pior. Gillett et al. (2001) estudaram 470 casos de carcinoma e avaliaram
ecad e a/P/y-catenina P-catenina estava expressa em 78% dos casos e, de modo
surpreendente, a expressao de todos os marcadores foi associada a pior progndstico.

Contudo, outros estudos mostram resultados diversos. Em 121 casos de
carcinoma ductal avaliados, Karayiannakis et al. (2001) encontraram [-catenina

expressa em 32% dos casos, mas sem relagdo com a sobrevida. Bankfalvi et al.
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(1999) encontraram o mesmo resultado em 55 casos de carcinoma ductal, com
positividade de 36% e sem relacdo com a sobrevida.

Em outro estudo que avaliou 90 casos de carcinoma ductal, a B-catenina
estava expressa em 55,6% deles, mas também nao foi encontrada nenhuma relagao.
No estudo que avaliou ecad, o/B-catenina mostrou resultado inesperado; ecad e o/f-
catenina estavam mais expressas no linfonodo comprometido do que no tumor
primario (Bukholm et al., 2000).

Alguns estudos mostram relagdo com comprometimento linfonodal
(Hashizume et al., 1996) ou auséncia de comprometimento (Zschiesche et al., 1997),
ao contrario de outros que ndo encontraram essa mesma relacdo (Bankfalvi et al.,
1999; Gonzalez et al., 1999; Pedersen et al., 2002). Na literatura, encontramos
resultados diversos.

Estudos recentes mostram que a via Wnt/B-catenina ativada ¢ expressa na
forma basal-like. Um deles avaliou cultura de tecido e tumor (41 casos de
carcinoma). Na cultura de tecido a estabilizagdo da B-catenina estava associada ao
fendtipo compativel com células mesenquimatosa € em 7 de 18 casos classificados

como basal-like a B-catenina foi encontrada no nucleo (Khramtsov et al., 2010).

4.4.4 Classificacio Molecular do Cancer ductal de mama sem outras
especificacoes

Recentemente, com a descrigdo do perfil gendmico do cancer de mama, as
neoplasias foram classificadas em cinco categorias: luminal A, luminal B,
hiperexpressdo de Her-2, triplo negativo e basal-like. Segundo essa classificagao,

tumores basal-like e hiperexpressdo de Her-2 apresentam pior sobrevida em relagio
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aos subtipos luminal A e B. Outro perfil genomico que avalia 70 genes classifica os
tumores como de bom progndstico (baixa probabilidade de desenvolver metastase) e
de mau progndstico (alta probabilidade de desenvolver metastase). No futuro, talvez
esses perfis gendmicos identifiquem com mais precisdo as pacientes com risco de
desenvolver metastases do que os fatores progndsticos convencionais utilizados no

momento (Figura 10).
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Fonte: Perou et al. (2000)

Figura 10 - Perfil fenotipico baseado em expressdo génica.

Recentemente, alguns autores sugeriram um novo subtipo, além do proposto
pelo estudo do perfil genético (luminal A, luminal B, hiperexpressdao do Her-2, triplo
negativo e normal), denominado claudin-low (Prat et al., 2010). Esse grupo
caracterizaria-se pela baixa expressdo das CLD-3, CLD-4 e CLD-7, de ocludina e de

ecad, pela expressdo de marcadores endotelial e linfocitico e pelas caracteristicas
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mesenquimais (Herschkowitz et al., 2007; Visvader, 2009). Estudo sobre cancer de
mama metapldsico mostra que, assim como o grupo de claudin—low, expressa pouco
GATA-3 e moléculas de adesdao célula-célula e hiperexpressa marcadores
relacionados com células-tronco ¢ TEM (Hennessy et al., 2009; Siegel e Muller,
2010). Esse grupo caracterizaria-se por receptor de estrogeno e de progesterona e
her2 negativo, CK5/6 positivo ou negativo, ecad e baixa expressao de claudina (Prat

etal., 2010).

4.5 TMA (Tissue Microarray)

A primeira técnica de TMA foi descrita em 1987, mas foi a partir de 1998,
quando Kononen et al. desenvolveram o aparelho que permitiu sua reprodugao rapida
que ela popularizou-se (Camp et al., 2000; Nocito et al., 2001). Sua grande vantagem
¢ permitir avaliagdo de milhares de casos dispostos numa ladmina de microscopia

(Figura 11e 12).
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Figura 11 - Técnica de confec¢dao de TMA.
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As pungdes podem ser de 0,6 mm a 2 mm de didmetro. Outros autores
adaptaram a técnica para tumores congelados, cultura de células e puncao de
biopsias. A maioria dos estudos com TMA ¢ utilizada para avaliar marcadores por
IHQ, mas tém sido usados para técnicas de hibridizacdo in situ (FISH) também. Em
2008, 10% das publicagdes com IHQ incluiam TMA (Camp et al., 2008).

Suas vantagens sdo inumeras: economiza tempo, o bloco doador pode ser
usado centenas de vezes, economiza reagentes € técnicos, aumenta muito a
quantidade de casos que podem analisados em comparagdo ao método tradicional de
corte de lamina, permite avaliagdo simultanea dos casos e em condigdes semelhantes
e pode ser facilmente compartilhado (Camp et al., 2008).

Suas desvantagens sdo: representa 0,3% do tumor e perda antigenicidade.
Varios estudos avaliaram a questdo da representatividade e mostraram que existe
grande correlagdo entre TMA e método tradicional de exame na lamina (Camp et al.,
2000). Aparentemente, antigenicidade também nao se altera com a técnica, porém ha

estudos que mostram o contrario (Shergill et al., 2004; Fergenbaum et al., 2004).
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Figura 12 - Exemplo de TMA (receptor estrégeno).
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5 METODOS

5.1 CASUISTICA

Nos arquivos médicos (SAME) do Hospital A.C. Camargo procuramos
pacientes portadoras de cancer de mama bilateral tratadas no Departamento de
Mastologia. Encontramos 163 pacientes com diagnostico de carcinoma de mama
bilateral no periodo de 1970 a 2004. Apds as exclusdes, restaram 45 casos para o
presente estudo. As causas para exclusdo foram falta de bloco de parafina,
desenvolvimento de outro tumor em sitio primario diferente, carcinoma lobular
invasivo, carcinoma intraductal de mama, tratamento realizado em outra institui¢ao,
tipo histologico diferente e diagnostico de metéastase na apresentagao.

Apos a selecao dos casos, aplicamos um questionario com 61 questdes para
obtengdo dos elementos para formagdo do banco de dados. Retrospectivamente,
obtivemos, autor e uma colega do departamento (Dra. Solange T. M. Carvalho), as
informacdes do questionario dos prontuarios, registrando o numero do
anatomopatolédgico correspondente ao do bloco tumoral, conservado em parafina, da

mama inicial e contralateral para posterior solicitagao.

5.1.1 Critérios para Selecao
o Portadora de carcinoma ductal invasivo de mama sem outras especificagdes
nas duas mamas, independentemente de serem sincronicos (intervalo abaixo

de 12 meses) ou metacronicos (intervalo acima de 12 meses);
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o Sem indicios clinicos ou de imagem de metastases ao diagnostico da
neoplasia inicial;
o Auséncia de tratamento oncolégico prévio.

Os seguintes critérios foram utilizados para exclusao:

° Carcinoma lobular invasivo ou in situ;

o Carcinoma intraductal em qualquer um dos lados;

. Desenvolvimento de outra neoplasia maligna durante o acompanhamento;
o Material insuficiente para analise THQ.

5.1.2 Dados Demograficos e Clinicos

Foram avaliados os seguintes dados demogréficos: idade ao inicio do
tratamento, perfil menopausal (utilizando arbitrariamente a idade de 50 anos como
divisdo entre pré e pos—menopausa), raca (branca e nao branca), tempo de queixa em
meses, idade da menarca e da menopausa, paridade, idade da primeira gravidez,
historia familiar e tipo de histérico familiar (mae, irma, filha ou outro parentesco),
uso de anticoncepcional e anos de uso e data do inicio do tratamento. Registramos o
intervalo em meses entre os tumores para caracterizd-los como sincronico ou

metacronico.

5.1.3 Estadiamento Clinico

Consideramos tamanho (T) do tumor e perfil linfonodal (N) da axila com
base na avaliag@o ao exame clinico inicial que constava no prontudrio. Nos casos em
que ndo era possivel avaliar o tamanho tumoral (biopsia prévia e lesdo ndo palpavel),

consideramos o laudo anatomopatologico (pT), mas foram poucos. O estadiamento



i .
MEDICINA Métodos 51

clinico dos casos foi atualizado conforme a Classificacdo de Tumores Malignos da
Uniao Internacional Contra o Cancer (UICC) (Sobin e Wittekind, 2004)

Como esse estudo analisa cancer de mama bilateral na mesma paciente, os
casos serdo doravante denominados mama 1 e os tumores da mama contralateral

(sincrénico ou metacronico) de mama 2.

5.1.4 Evoluciao da Doenca

Nos primeiros cinco anos o seguimento era feito semestralmente e constava
de consulta clinica, avaliagdo de queixas, exame fisico e mamografia anualmente.
Exames diagnodsticos de imagem eram feitos somente se a paciente apresentasse
alguma queixa relevante. ApOs o quinto ano, passava para seguimento anual
indefinidamente.

Nesse estudo, avaliamos recidiva locorregional e metastase e suas respectivas
datas e tratamentos. Recidiva locorregional foi definida como reaparecimento de
tumor na cicatriz operatoria homo ou contralateral e linfonodo axilar contralateral ou
acometimento cutdneo da regido axilar, além da fossa infra e supraclavicular homo
ou contralateral.

Metastase foi definida como aparecimento de tumor em 0sso, no pulmao, no
figado, no cérebro ou em outras visceras.

Em relagdo ao evento final, foi feita a seguinte classificagdo: vivo sem
doenga, vivo com doenga, morte por cancer, morte assintomatica e perdido de

seguimento (definido como cinco anos sem retorno ao hospital).
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5.2 METODOS

. 30 agosto 2007: estudo aprovado pela Comissdo de Etica (Cappesq) do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo sob numero 0749/7;

10 julho de 2007: estudo aprovado pela Comissio de Etica da Comissdo de
Ensino da ( Instuto de Radiologia - INRAD sob ntimero 0749/7;

. Julho 2007: estudo aprovado pela Comissio de Etica e Pesquisa do Hospital

A. C. Camargo sob numero 950/07.

5.2.1 Dindmica do Atendimento

As pacientes analisadas foram tratadas somente no Departamento de
Mastologia do Hospital A. C. Camargo no periodo de 1970 a 2004.

Segundo a rotina da época, todas as pacientes admitidas no servigo eram
inicialmente examinadas clinicamente e depois se fazia o estadiamento clinico. Apds
a avaliacdo, pedia-se a todas as biopsiadas em outro servigo que trouxessem laminas
e blocos de parafina para confirmacdo diagnostica. Apos estadiamento baseado na
classificagdo TNM da época, solicitavam-se exames para completar o estadiamento
(RX de torax, cintilografia 6ssea, marcadores tumorais ¢ mamografia). Apos essa
avaliacdo, agendavam-se as pacientes cirurgicas para a cirurgia; as sem indicagdo
cirargica eram encaminhadas para tratamento sistémico ou radioterdpico. Pacientes
biopsiadas em outros servicos eram submetidas a radioterapia pré-operatdria e

posteriormente a cirurgia.
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Para diagnoéstico, algumas pacientes eram submetidas a biopsia incisional em
ambulatdrio, enquanto outras eram biopsiadas durante a cirurgia, com exame de
congelagdo para confirmagdao do diagnéstico de carcinoma e subsequente cirurgia.
Nessa €época, a técnica mais utilizada era mastectomia radical de Halsted. Casos que
recebiam radioterapia pré-operatdria eram sempre submetidos a mastectomia radical.
Tratamento conservador tornou-se mais comum apds 1993, assim como a
mastectomia radical modificada de Pattey e a utilizagdo da técnica do linfonodo
sentinela apds 2000.

ApoOs a cirurgia, o exame anatomopatoldgico era avaliado para continuidade
do tratamento. Segundo o protocolo da época, casos sem comprometimento
linfonodal ndo recebiam radioterapia ou tratamento sist€émico adjuvante, assim, essas
pacientes iniciavam programa de seguimento ambulatorial.

Pacientes com indicacao de radioterapia adjuvante eram encaminhadas ao
departamento correspondente para avaliacdo e aquelas com indicacdao de tratamento
sist€émico o iniciavam no proprio departamento. Geralmente, o esquema utilizado era
a associagdo de ciclofosfamida, methotrexate e 5-fluorouracil. Bloqueador de
receptor de estrogeno (tamoxifen) ndo era usado rotineiramente até 1992. Mesmo
porque, ndo se realizava avaliagdo de rotina de receptor de estrogeno ou de

progesterona até por volta de 1997.



Tyl Métodos 54

MEDICINA

5.2.2 Métodos Cirurgicos, Radioterapicos e Sistémicos
Todos esses itens foram avaliados para mama 1 e para mama 2.
Com relacio as técnicas cirurgicas utilizadas
Foram varias as técnicas usadas nesse material, a saber:
a) Mastectomia radical (técnica de Halsted, WS);
b) Mastectomia radical modificada (técnica de Pattey, DH);
c) Mastectomia radical modificada (técnica de Madden, JL);
d) Mastectomia radical modificada (técnica de Auchincloss): retirada total da
mama e preservacdo dos musculos peitorais e linfadenectomia nivel 1 ou
grupo inferior (contetido axilar lateral ao musculo peitoral menor) e niveis I e
IT se comprometido por metéstase;
e) Mastectomia simples: retirada total da mama sem linfadenectomia;
f) Tratamento  conservador  (resseccdo  segmentar, tumorectomia e
quadrantecomia): retirada do tumor com margem de seguranca e preservagao
dos musculos peitorais associadas a linfadenectomia axilar completa (niveis I,
IT e III) ou pesquisa de linfonodo sentinela e linfadenectomia axilar (no

mesmo ato cirurgico ou posteriormente), se comprometida por metastase.

Com relagio a radioterapia

A maioria foi tratada com radioterapia pds-operatoria, seguindo as normas
preestabelecidas do departamento na época. A dose por aplicacdo foi de - 180 a 200
cGy por dose no total de 5.000 cGy Algumas pacientes biopsiadas em outro servigo

ou que apresentavam area muito extensa para ressec¢do cirirgica oncoldgica de
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inicio, receberam radioterapia no periodo pré-operatorio e posteriormente foram
reavaliadas para cirurgia, que geralmente correspondia a mastectomia radical.

Em relacdo ao tratamento radioterdpico, avaliamos se foi pré ou pds-
operatorio, data de inicio da radioterapia, dose total em cGy e campos utilizados (.
Campo 1 (esternal), campo 2 (fossas infra e supraclaviculares), campo 3 (mamaria

interna) e campo 4 (mamaria externa).

Com relagao ao tratamento sistémico

Durante o periodo de estudo desse material houve muitas mudangas nas
indicagdes, na associagao de medicamentos e no numero de ciclos, assim como no
uso do bloqueador de receptor hormonal. Até por volta de 1992, a indicacao era
apenas para pacientes com comprometimento linfonodal, independentemente do
estadiamento clinico ou do tamanho do tumor, e nao se realizava avaliacdo dos
receptores de estrogeno ou de progesterona. O esquema de quimioterapia mais
utilizado era a associagdo de trés medicamentos: ciclofosfamida, methotrexate e 5-
fluorouracil (CMF) a cada 21 dias, sendo seis ciclos no total (havia outras
associacdes), sem quimioterapia neoadjuvante (pré-operatéria) nem tamoxifen.
Assim, até por volta de 1997 todos os casos receberam quimioterapia adjuvante (pos-
operatoria). Por volta de 1997, iniciou-se o uso de quimioterapia neoadjuvante para
casos localmente avancados (EC IIIA e IIIB) e introduziram-se outros
medicamentos, como adriamicina. Nesse periodo, uso do bloqueador de receptor de
estrogeno (tamoxifen) tornou-se mais rotineiro. Assim, no nosso material foi

pequeno o nimero de pacientes tratadas com ele no primeiro cancer de mama.



Tyl Métodos 56

MEDICINA

Nesse item, estudamos se foi feita quimioterapia ou ndo, qual o esquema
utilizado, o numero de ciclos, o intervalo entre as segdes e a dose total dos

medicamentos ¢ o intervalo entre cirurgia e quimioterapia.

5.2.3 Revisdo de Liamina e Preparo do TMA

Separamos os blocos de parafina e as laminas dos tumores considerando a
numeragdo que constava no laudo anatomopatolégico arquivado no prontuario da
paciente. Da década de 1980 até por volta de 1995, usava-se formol a 10% nao
tamponado para preservagdo das pecas; a partir de 1995 comegou a ser utilizado
formol tamponado a 10% (informag¢do do técnico do laboratorio da época). Alguns
casos tinham poucos blocos, enquanto outros tinham dezenas deles. Havia poucos
sem blocos contendo a neoplasia, pois eram casos que foram biopsiados em outro
servico, com ressec¢ao por completo do tumor e ndo foram encontrados na peca
operatoria. Eles casos foram avaliados nos blocos de parafina solicitados pelo servigo
ao laboratorio de origem para fins de revisdo de lamina quando do inicio do
tratamento, pratica de rotina no departamento. Apos selecdo do melhor bloco para
analise pelo patologista (FAS, DMB), para alguns casos foram confeccionadas novas
laminas, coradas pela técnica de H&E, para revisdo para certificacao da neoplasia e
do diagnédstico de carcinoma ductal invasivo e para escolher o melhor local para
confec¢do do TMA. Outros casos foram avaliados com base nas laminas em nossos
arquivos. Nas laminas selecionadas, o local para retirada do cilindro do bloco doador
correspondente para confeccdo do TMA foi marcado com caneta.

Nos casos submetidos a tratamento radioterdpico ou quimioterapico pré-

operatério o bloco utilizado sempre foi aquele que ndo havia sido submetido a
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tratamento prévio, que geralmente correspondia ao da biopsia diagndstica para nao
afetar a IHQ e a leitura das laminas.

Usando TMA (Beecher Instrument, Silver Springe, MD, USA), foram
realizadas “pungdes” (cilindros de 0,6 mm de diametro) do local de interesse e
transferidas ao bloco receptor (Figura 12), com apenas uma retirada por tumor.

A disposigao desses cilindros no bloco foi reproduzida numa planilha Excel
num sistema de coordenada, sempre em ordem crescente com relagdo ao niumero dos
laudos anatomopatologicos, sendo 14 cilindros na vertical e 16 na horizontal
(14x16), tendo como um fragmento de placenta como referéncia na marca (0x0)
(Anexo 3).

A partir desse bloco receptor, foram seccionadas peliculas de 5 um, contendo
as neoplasias, que foram transferidas para uma lamina de leitura. Foram
confeccionadas duas laminas nas extremidades do bloco, para melhor avaliacao dos
tumores, para cada marcador, para fins de IHQ.

As laminas foram revisadas por patologistas (FAS e MDFSB) para
confirmacao do diagnostico de carcinoma ductal invasivo, além da avaliagao do grau
nuclear, classificado como I, II e III com base no pleomorfismo GNI (pouca
variacdo), GNII (moderada variacdo no tamanho e no volume) e GNIII (variagao
acentuada); infiltrado linfocitario; desmoplasia; necrose; indice mitdtico; e grau
histologico baseado na escala de Scarf, Bloom & Richardson (SBR) e modificado
por Elston e Elis. A escala SBR consiste na avaliacdo da formagdo tubular (<10%,
10%-75% e >75%), pleomorfismo nuclear (pequena, média e acentuada) e indice

mitdtico (apenas figuras bem-definidas).
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Informagdes coletadas do prontuario em relagdo ao anatomopatoldgico
incluiam numero dos exames, tipo histologico, receptores de estrégeno e de
progesterona, linfonodos dissecados e comprometidos € nivel de comprometimento
(niveis I, II e III). Invasdes vascular, linfatica, perineural ¢ muscular, componente
intraductal e grau de diferenciagdo constavam dos laudos, mas essas informacoes
eram muito escassas. Nao havia descricdo da medida tumoral neles. Assim, o

tamanho tumoral (T) foi baseado no estadiamento clinico.

5.2.4 Imunoistoquimica

As reagdes de IHQ foram realizadas de acordo com os padroes do
Departamento de Anatomia Patologica do Hospital A.C. Camargo, que podem ser
vistos no Anexo 4.

Os anticorpos pesquisados; clones; diliui¢ao utilizados podem ser vista na
Quadro 5. Reagdes imunoistoquimicas foram realizadas em duas laimna para garantir
a avaliagao de areas distintas da neoplasia, utilizando-se o método de complexo

stretavidian biotina peroxidase (SterptaABC-DAKO).
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Quadro 5 - Anticorpos pesquisados, clones e dilui¢ao utilizada.

59

coelho

Fremont, CA, EUA

Anticorpos Clones Diluigdo Fabricantes Marcagao
(score)
C-erb-B2 Policlonal em 1:2000 DakoCytomation, A485; Membrana
coelho Glostrup, Dinamarca
Receptor de Monoclonal em 1:50 Neomarkers, cat#RM9101, Nucleo
estrogeno coelho Fremont, CA, USA
Receptor de PgR636 1:400 DAKOCytomation, Glostrup, Nucleo
progesterona Dinamarca
p—catenina 14 1:800 BD Transduction, cat# Membrana
610154, San Jose, CA, EUA
pS3 DO-7 1:200 DakoCytomation, cat¥M7001, | Nucleo
Glostrup, Dinamarca (+)>10%
(--) <10%
Citoqueratina 5 XM26 1:300 Neomarkeres, cat# MS-1896, Citoplasma
Fremont, CA, EUA
Citoqueratina 14 LL002 1:400 Biogenex cat#146, San Citoplasma
Ramon, CA EUA>
Ki-67 MIB-1 1:200 DakoCytomation, cat#M7240, | Nucleo
Glostrup, Dimarca (+) >20%
(--) <20%
E—Caderina 36 1:600 BD Transduction, cat#610182, | Membrana
San Jose, CA, EUA
Claudina 4 Policlonal coelho 1:400 Zymed. Membrana
Claudina 7 Policlonal em 1:100 Labvision cat#RB266, Membrana

5.2.5 Avaliacao das Expressoes Imunoistoquimicas

As laminas foram avaliadas por dois patologistas (FAS e MDFSB). A leitura

foi feita em microscopia Optica com aumento de 400x (ocular 10x e objetiva de 40x).

Para interpretacdo da reatividade IHQ do antigeno p53, adotamos a seguinte

padronizagdo: considerado como positivo (+) com 10% ou mais de células tumorais

com intensa coloragdo nuclear; caso contrario, se at¢ 10% ou menos dos nucleos

estivessem corados, consideramos negativo (Ogawa et al., 2008; Akkiprik et al.,

2009).
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Para receptor de estrogeno e de progesterona, utilizamos o indice de
imunorreatividade publicada previamente (Allred et al., 1998). TS (total score) ¢ a
somatoria de escores que varia de 0 a 8; PS (proportion score) varia de 0 a 5 ¢
também de acordo com a propor¢ao de células coradas; e IS (intensity score) € o
escore de intensidade que varia de 0 a 3 de acordo com a intensidade de coloragdo
das células marcadas (Figura 13).

Consideramos como positivos 0s casos cuja somatoria de escores foi maior

que 3.

Scoring Immunostained Slides

OGO oty 1§ o0 1§, X

Proportiony —1-» 1100— 2+ 1/1— —> 1— —> 2/3
Score (PS)O 1 2 3 4

. S 8
g‘cf,'és('g) 0] = negative 1:-wek 2:infermed 3= strong

Total Score (TS) = PS + IS (range 0-8)
Modern Pathol 11(2):155-168, 1998.

Fonte: Allred et al. (1998)

Figura 13 - [lustracdo esquematica do método de avaliagdo por IHQ.

Para marcagdo dos antigenos claudina-4 e 7, utilizamos o critério de escore
semiquantitativo, considerando a intensidade da colorag¢do e a quantidade de células
marcadas (apenas células com membrana coradas) (Figuras 14 e 15, 17 e 18).

A intensidade da marcagdo foi avaliada utilizando-se a seguinte graduagao:
(0) ausente, (1+) fraco, (2+) moderado e (3+) forte. A porcentagem de células

marcadas foi: (1) menos que 10%, (2+) positividade entre 10% a 50% e (3+) mais
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que 50%. Os dois escores foram multiplicados, com resutado de 0-9 (Hsueh et al.,

2010) (Figuras 14 a 19).

Figura 16 - Claudina-4 positiva em maior aumento.
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Figura 19 - Claudina-7 positiva em maior aumento.
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Na avaliacao da ecad, consideramos somente a marcacdo da membrana,
sendo positiva sua marcacao preservada (Figuras 20 e 22) e negativa sua marcacao

reduzida ou ausente (Figura 21) (Gould Rothberg e Bracken, 2006).

Figura 22 - ecad positiva da em maior aumento
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Com base em suas caracteristicas celulares, P-catenina foi avaliada em
relagdo a membrana, ao citoplasma e ao nucleo, sendo positiva a marcacao da

membrana semelhante aos controles positivo e negativa ou alterada a marcacao do

nucleo ou do citoplasma (Figuras 23 a 26) (Gulmann et al., 2003).

Figura 25 - B-catenina positiva em Figura 26 - B-catenina positiva em
maior aumento. maior aumento.
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Estudo para c-erb-B2 foi realizado com Hercep Test, disponivel
comercialmente e aprovado pela governo americano (FDA), determinando-se o
escore de acordo com os critérios adotados pela fabricante (DAKO). Somente o
componente invasivo foi considerado para fins de avaliagdo. O escore consistiu em:
(0) ndo coloragdo; (1+) fraco, coloragdo de membrana esparsas; (2+) fraco a
moderada coloragdo completa da membrana (mais que 10% das células apresentava
reatividade fraca ou modera, mas nao uniforme). Nesses casos, realizamos FISH para
avaliar presenca de mutagdo. Com esse teste, avaliamos a relagdo gem HER2/CEP
(cromossomo 17) por nucleo e se estivesse entre 1,8 a 2,2 ou o niumero de copias
estivesse entre 4,0 a 6,0, consideramos como positivo (indicativo de amplificacdo
génica; e (3+) coloragdo forte e completa de toda a membrana (mais que 30% das
células com reatividade intensa e uniforme) (Wolff et al., 2009).

Ki-67 foi avaliado segundo um sistema de escala de escore visual baseado na
porcentagem de células coradas pelo anticorpo e subdividido em escala crescente de
intervalo de porcentagens: 0% a 20%, 20% a 40% e acima de 40%. O valor acima de
20% das células coradas foi considerado como ponto de corte para fins de defini¢cao
de positividade (alto indice) (>20%) e negativo (baixo indice) <20% (Penault-Llorca
et al., 2009).

Citoceratinas 5 e 14 foram avaliadas nas células tumorais. Foram
consideradas positivas quando da marcagdo positiva fraca ou forte (Nielsen et al.,

2004; Collins et al., 2009).
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5.2.6 Métodos Estatisticos

Na fase inicial foi feita analise das frequéncias e descri¢do das variaveis
demograficas, terapéutica e histopatoldgicas e dos marcadores. Em seguida, foram
feitos estudos de concordancia de dados das variaveis. Finalmente, foi realizado teste
estatistico de McNemar comparando o tumor da mama 1 com a mama 2. Esse ¢ um
teste nao-paramétrico para duas varidveis aleatorias pareadas num mesmo espago
amostral (dentro do mesmo paciente). Os testes foram realizados no software livre R

(versdo 2.11.1). O nivel de significancia adotado foi de p< 0,05%.



RESULTADOS
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6 RESULTADOS

6.1 DADOS DEMOGRAFICOS e CLINICOS

Analisamos 45 casos de carcinoma ductal invasivo de mama, sendo 17
sincrOnicos (intervalo maior que 12 meses) e 28 metacronicos (intervalo maior que
12 meses). A idade ao diagnostico do primeiro tumor variou de 28 a 75 anos, com
mediana de 52 anos, ¢ da mama contralateral variou de 31 a 75 anos, com mediana
de 55 anos. O intervalo entre os tumores foi de 0 a 308 meses, com mediana de 16
meses. Analisando somente os casos metacronicos, a mediana do intervalo foi de
50,5 meses (12-308 meses).

No item antecedentes familiares de cancer de mama, 10 pacientes tinham
historicos, sendo 5 (11,1%) com parentes de 1° grau (3 irmas, 1 mde, 1 mae e 1
irma), 3 com parentes nao de 1° grau e 2 sem informe de parentesco. Em relacdo ao
perfil menopausal, 21 pacientes (46,4%) foram classificadas como pré-menopausada
e 24 (53,33%) como pos-menopausadas. A idade da menarca variou de 10 a 17 anos,
com média de 13 anos, ¢ a idade de menopausa variou de 37 a 58 anos, com média
de 49 anos. A maioria das pacientes era multigesta, pois 15 (41%) apresentavam
histérico de trés gravidezes ou mais, sendo que a idade da primeira variou de 17 a 47
anos, com meédia de 25 anos. Somente 8 (20%) das pacientes relataram uso de
anticoncepcional. O tempo de queixa variou de 13 a 120 meses, com média de 13

meses. A raga predominante foi branca, com 39 pacientes (86%).
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6.2 RELATIVO AO TUMOR PRIMARIO E AO TUMOR DA MAMA

CONTRALATERAL

A distribuicdo do tamanho tumoral da mama 1 assim foi: T1- 12 casos
(26,66%), T2- 12 (26,66%), T3- 7 (15,55%) e T4- 14 (31,11%). Estadiamento clinico
foi: EC I: 12 casos (26,66%), EC II: 11 (24,44%) e EC I1I: 22 (48,88%). Na mama 2
encontramos: T1- 17 (37,77%), T2- 22 (48,88%), T3- 1 (2,22%) e T4- 5 (4,06%),
com estadiamento clinico: EC I: 13 (28,88%), ECII: 25 (55,55%) e ECIIL: 7
(15,55%) (Tabela 1). Analise da distribuicdo dos tumores nos casos metacronicos
mostra que na mama 1 quase metade dos tumores ¢ T1 e T2; na mama 2, T1 mais T2
somam 82% dos tumores. De modo geral, os tumores sincronicos seguem 0 mesmo

padrao (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribui¢ao do tamanho (T) e do estadiamento clinico entre os tumores.

MAMA 1 (%) MAMA 2 (%)

TUMOR

T1 12(26,66) 17(37,77)

T2 12(26,66) 22(48,88)

T3 7(15,55) 1(2,20)

T4 1431,11) 5(11,11)
ESTADIO CLINICO

ECI 12(26,66) 13(28,88)

ECII 11(24,44) 25(55,55)

EC III A/B 22(48,88) 7(15,55)
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6.3 TRATAMENTO CIRURGICO

Em relacdo ao tratamento cirurgico, tanto na mama 1 (37 casos - 82,22%)
como na mama 2 (35 casos — 77,77%) a maioria foi submetida a alguma forma de
mastectomia e 8 (17,70%) na mama 1 ¢ 8§ na mama 2, a tratamento conservador,
respectivamente. Na mama 2, uma paciente foi submetida somente a ressec¢ao do

tumoral (Tabela 2).

Tabela 2 - Distribui¢ao do tipo de tratamento cirurgico entre os tumores.

MAMA 1 (%) MAMA 2 (%)
Mastectomia 37(82,2) 35(77,77)
Ressec¢do segmentar 8(17,77) 8(17,7)
Nao operou 1(2,20)

6.4 LINFADENECTOMIA AXILAR

Em relacdo ao tratamento da axila, a maioria foi submetida a alguma forma
de linfadenectomia axilar (nivel I, II ou III) e poucos casos foram submetidos a
estudo do linfonodo sentinela (1 caso na mama 2) ou ndo houve nenhuma
exploragdo (4 casos na mama 2). Na mama 1, foram dissecados de 1 a 41 linfonodos

(média 21,66) e na mama 2, de 0 a 38 linfonodos (média de 18,75) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Distribui¢ao das variaveis relacionados a linfadenectomia axilar.

MAMA 1 (%)

MAMA 2 (%)

pN--0 24(53,33) 28(60,0)
pN + 1-3 8(17,77) 10(22,22)
4-9 9(20,0) 3(6,66)
>10 5(11,11) 3(6,66)
Lnd Dissecados Media : 21,66 Media: 18,75
0-10 5(11,11) 14 (31,11)
11-20 16(35,55) 8(17,45)
>21 24(53,33) 23(51,11)
Niveis Comprometimento
I 12(26,66) 12(26,66)
11 7(15,55) 2(4,44)
I 2(4,44) 2(4,44)
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6.5 TRATAMENTO RADIOTERAPICO

A maioria recebeu tratamento radioterdpico tanto na mama 1 como na mama
2. Na mama 1, 29 casos (64,44%) e na mama 2, 27 casos (60,0%) no pds-operatdrio
e algumas no pré-operatério. Na mama 2, 14 casos (11,38%) nd3o receberam
radioterapia. A dose de radioterapia na mama 1 variou de 5.000 cGy a 6.200 cGy
(média de 4.886 cGy) e na mama 2 variou de 4.000 cGy a 6.000 cGy (média de
5.034 cGy). A maioria das pacientes nos dois grupos recebeu aplicagdo em mais de

um campo (Tabela 4).
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Tabela 4 - Distribui¢ao das variaveis do tratamento radioterapico entre os tumores.

MAMA 1 (%)

MAMA 2 (%)

Radioterapia
Pre-Op
Pos-Op
Nao

Dose radioterapia

Numero campos irradiagdo

1

2
3
4

8(17,77)
29(64,44)
8(17,77)
Meédia: 4.840 cGy

11(29,72)
9(24,32)

11(29,72)
5(13,51)

2(4,44)
27(60,0)
14(31,11)
Média: 5.034 cGy

9(29,03)
7(22,58)
11(35,48)
2(6,45)

6.6 TRATAMENTO SISTEMICO
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Muitas pacientes em ambos 0s grupos ndo receberam tratamento sistémico
adjuvante. Na mama 1, 22 casos (48,88%); na mama 2, 29 (64,44%). No tratamento
da mama 1, 2 casos receberam quimioterapia neoadjuvante e o esquema mais usado
foi CMF. Outros esquemas incluiam epirubicina e adriamicina. Apenas 7 pacientes
receberam tamoxifen (Tabela 5).

Tabela 5 - Distribuicao das variaveis relacionadas ao tratamento sistémico entre os
tumores.

MAMA 1 (%) MAMA 2 (%)
Quimioterapia
sim 21 (46,66) 16(35,55)
ndo 22 (48,88) 29(64,44)
2(NEO)
Esquema quimiot.
CMF 11(24,44) 11(24,44)
outros 10(22,22) 5(11,1)
Tamoxifen 7(15,55) Nio avalidvel

Neo: qumioterapia neoadjuvante.
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6.7 VARIAVEIS HISTOPATOLOGICAS DO TUMOR PRIMARIO E DO

TUMOR DA MAMA CONTRALATERAL

Grau nuclear mostra padrao semelhante entre tumores da mama 1 e da mama
2, assim como grau histolégico (SBR), infiltrado linfocitario, necrose e nimero de
mitoses. Desmoplasia mostra pequena diferenca, com padrao leve encontrado em 5
(11,36%) casos da mama 2 e apenas 2 (4,4%) casos na mama 1, ao passo que o
padrdo acentuado foi mais comum na mama 1 com 8 (17,8%) casos e 4 (9,09%)

casos na mama 2 (Tabela 6).

Tabela 6 - Distribuicao das varidveis histopatoldgicas entre os tumores.

MAMA 1 (%) MAMA 2 (%)

Grau nuclear

I 2(4,44) 2(4,44)

I 14(31,11) 21(46,66)

111 29(64,44) 22(48,88)
Grau histologica (SBR)

I 6(13,33) 6(13,33)

I 32(71,11) 30(66,66)

111 7(15,55) 7(15,55)
Infiltrado

ausente 1(2,2) 4(8,8)

leve 35(77,77) 33(68,88)

moderado 6(13,33) 9(20,0)

acentuado 2(4,44) 1(2,2)
Necrose

presente 10(22,22) 15(33,33)

ausente 35(77,77) 30(66.66)
Mitose

<10 33(73,33) 33(73,33)

11-20 7(15,55) 5(11,11)

>21 5(11,11) 7(15,55)
Desmoplasia

leve 2(4.44) 5(11,36)

moderada 35(77.77) 35(79,54)

acentuada 8(17.8) 4(8,88)
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Vinte e seis tumores da mama 1 e da mama 2 apresentaram grau histologico
de diferenciacdo grau Il com concordancia de 57,7%. No entanto, no grau nuclear
houve concordancia de 35,50% no grau III e 24,44% entre grau Il da mama 1 e grau

IT da mama 2 (Tabela 7).

Tabela 7 - Estudo de concordancia do grau histolégico e nuclear entre os tumores.

MAMA 1
GRAU HISTO
MAMA 2 SRB I (%) SBR II (%) SBR I1I (%)
GRAU HISTO.
SBR I 12,22) 3(6,66) 3(6,66)
SBR I 3(6,66) 26(57,77) 1(2,22)
SBR III 2(4,44) 3(6,66) 3(6,66)
GRAU NUCL.
GRAU NUCL. GN I (%) GN II (%) GN III (%)
GNI 0 0 2(4,44)
GNTI 2(4,44) 8(17,78) 11(24,44)
GNTII 0 6(13,3) 16(35,5)

A maioria dos tumores mostrou padrdo leve de infiltrado linfocitirio na
mama 1 e na mama 2, com nivel de concordancia de 60,0%; necrose tumoral

apareceu nas duas mamas em 25 casos, com concordancia de 55,55% (Tabela 8).
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Tabela 8 - Estudo de concordancia dos infiltrado e da necrose entre os tumores.

MAMA 1
MAMA 2 INFILTRADO
INFILTRADO Leve (%) Mod (%) Acent (%)
Lev 30(66,66) 4(6,606) 1(2,22)
Mod 6(13,33) 2(4,44) 1(2,22)
Acent 1(2,22) 0 0
NECROSE
NECROSE Pres (%) Auset (%)
Pres 25(55,55) 5(11,11)
Auset 10(22,22) 5(11,11)

A maioria dos tumores apresentava indice mitotico baixo, com 25 casos com
indice menor que 10, ou seja, 55,55% de concordancia entre os tumores. Em relagdo
a desmoplasia, o indice de concordancia foi de 63,63% no padrdo moderado, que

corresponde a 28 casos (Tabela 9).

Tabela 9 - Estudo de concordancia da desmoplasia e da mitose entre os tumores.

MAMA 1
MAMA 2 DESMOPLASIA
DESMOPLASIA Lev (%) Mod (%) Acent (%)
Lev 1(2,27) 4(8,88) 0
Mod 1(2,27) 28(62,22) 6(13,33)
Acent 0 2(4,44) 2(4,44)
INDICE MITOTICO

INDICE MITOTICO 1(<10) 1I(11 —20) I (>21)
1(<10) 25(55,55) 7(15,55) 1(2,27)
11(11-20) 5(11,11) 0 0

HI21) 3(6,66) 0 4(8,88)
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6.8 FATORES PROGNOSTICOS E PREDITIVOS

6.8.1 Receptor de Estrogeno e de Progesterona

A maioria dos tumores nos dois grupos tinha receptor de estrégeno positivo.
Na mama 1, 34 casos (75,5%) e na mama 2, 37 casos (82,2%). Em relagcdo ao
receptor de progesterona, na mama 1, 30 casos (66,66%) e na mama 2, 29 (64,44%)
tinham receptor positivo. Quatro casos da mama 1 ¢ 3 da mama 2 n3o foram

avaliados por falta de tumor viavel para anélise (Tabela 10).

Tabela 10 - Distribuicdo dos receptores de estrogeno e de progesterona entre os
tumores.

MAMA 1 (%) MAMA 2 (%)
RECEPTOR ESTROGENO

POS 34(77,77) 37(82,2)

NEG 8(17,77) 7(15,5)

NAO AVALIADO 3(6,66) 1(2,22)

RECEPTOR PROGESTERONA

POS 30(66,66) 29(64,44)

NEG 11(24,44) 13(28,88)

NAO AVALIADO 4(8,88) 3(6,66)

Trinta casos da mama 1 e da mama 2 tinham receptor de estrégeno positivo,
com concordancia de 66,6%, ao contrario do receptor negativo, com apenas 1 (2,2%)
caso com concordancia. Em relagdo ao receptor de progesterona positivo, a

concordancia foi menor, em torno de 55,5%, que representa 25 casos (Tabela 11).
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Tabela 11 - Estudo de concordancia dos receptores entre os tumores.

MAMA 1
MAMA 2 RE
RE POS (%) NEG (%)
POS 30(66,6) 6(13,3)
NEG 4(8,8) 1(2,2)
RPg
RPg POS (%) NEG (%)
POS 25(55,5) 1(2,2)
NEG 5(11,1) 0

6.8.2 Expressao de c-erbB2 (Her-2), de p53, de Ki-67, de CK- 4 e de CK-14
Expressdao de Her-2 foi negativa em 32 (71,1%) casos na mama 1 e em 37
(82,2%) da mama 2, mostrando que a minoria apresentava Her-2 mutado. Em relacao
ao indice de proliferacdo tumoral medido pelo Ki-67, 41 (91,1%) casos em ambas as
mamas 1 e 2 apresentavam baixo indice. Nao foram avaliados 3 casos namama 1 e 1
na mama 2 por falta de tumor vidvel. p53 foi positivo em 35 (77,77%) casos da

mama 1 e 36 (80,0%) da mama 2 (Tabela 12).

Tabela 12 - Distribui¢ao do Her-2, de Ki-67 e de p53 entre os tumores.

MAMA 1 (%) MAMAZ2 (%)
Her2
0/+/++ 32(78,04) 37(90,00)
- 8(19,51) 8(19,51)
ndo avaliado 4(8.,8) 0
Ki67
Baixo 41(91,11) 41(91,1)
Alto 1(2,2) 3(6,0)
ndo avaliado 3(6,66) 1(2,22)
p 53
POS 36(80,0) 35(77,77)

NEG 10(22,22) 9(20,0)
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Nao havia Her-2 mutado nos dois grupos em 27 casos, com concordancia de
60%, e em 11 (24,4%) casos ndo houve concordincia entre os tumores. Ki-67
mostrou concordancia de 84,4% entre os tumores. Em 38 casos, ele apresentou baixo

indice proliferativo na mama 1 e na mama 2 (Tabela 13).

Tabela 13 - Estudo de concordancia do Her-2 e do Ki-67 entre os tumores.

MAMA 1
MAMA 2 Her 2
Her2 O/+/++ +++
0/+/++ 27(60,0) 6(13.,3)
et 5(11,1) 2(4,4)
Ki-67
Ki67 Baixo Alto
Baixo 38(82,60) 2(4.4)
Alto 2(4,4) 1(2,2)

Em relagdo aos marcadores das cé€lulas basais, que sdo o0s principais
marcadores para tumores basal-like, a expressdao foi baixa em ambos os grupos

(Tabela 14).

Tabela 14 - Distribui¢do das citoceratinas 4 ¢ 14 e do p53 entre os tumores.

MAMA 1 (%) MAMA 2 (%)
Ck4 NEG 43(95,55) 45(100)
POS 2(4,0) 0
Ck 14 NEG 41(93,33) 42(95,55)
POS 3(6,0) 3(6,0)
p53 POS 23(82.14) 23(82,14)
NEG 5(17,85) 5(17,85)
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Em relagdo ao CK-14, 40 casos mostraram auséncia de expressao na mama 1
e na mama 2, com concordancia de 88,8%. p53 apresentou positividade em 30 casos

na mama 1 e na mama 2, com concordancia de 66,6% (Tabela 15).

Tabela 15 - Estudo de concordancia do CK-14 e do p53 entre os tumores.

MAMA 1
MAMA 2 Ck14
Ck14 POS (%) NEG (%)
POS 1(2,2) 2(4,4)
NEG 2(4,4) 40(88,8)
p53
POS (%) NEG (%)
p53
POS 30(66,6) 5(11,1)
NEG 1(2,2) 4(8,8)

6.8.3 Expressiao das Moléculas de Adesio e da p—Catenina

A grande maioria dos tumores na mama 1 e mama 2 expressou ecad e f-
catenina ecad foi positiva em 38 (84,4%) casos da mama 1 e em 40 (88,8%) da
mama 2. Igualmente, B-catenina mostrou expressao (membrana) em 40 (88,8%)
casos em ambos 0s grupos.

Claudinas apresentaram expressdes diversas. Claudina-4 apresentou
expressdo positiva forte na mama 1 em 35 (77,77%) casos e na mama 2 em 40
(88,88%). A expressdo da claudina-7 foi menos intensa, com positividade fraca na

mama 1 em 39 (86,66%) casos e 40 (88,88%) na mama 2 (Tabela 16).
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Tabela 16 - Distribui¢ao das moléculas de adesao entre os tumores.

MAMA 1 (%)

MAMA 2 (%)

Claudina 4

Claudina 7

ecad

B-catenina

POS forte
NEG

ndo avaliado

POS fraco
NEG

POS
NEG

nao avaliado

Membrana
NEG

nao avaliado

35(77,77)
5(8,8)
5(11,11)

39(86,66)
6(13,33)

38(84,44)
0
9(2,0)

40(88,88)
2(4,0)
2(4,44)

40(88,88)
3(6,0)
2(4,44)

43(95,55)
2(4,0)

40(88,8)
2(4,0)
3(6,6)

40(88,88)
1(4,0)
3(6,6)

Apesar de a positividade da claudina-7 ser fraca, em 37 casos ela estava

expressa na mama 1 e na mama 2, com concordancia de 82,22%; claudina-4 mostrou

concordancia de 83,78% (Tabela 17).

Tabela 17 - Estudo de concordancia das claudinas 4 e 7 entre os tumores

MAMA 1
MAMA 2 Cld 4
Cld 4 POS (%) NEG (%)
POS 31(83.78) 3(8.10)
NEG 3(8.10) 0 (00.0)
Cld7
Cld7 POS (%) NEG (%)
POS 37(82.22) 6(13.33)
NEG 2(4.44) 0(00.0)

Resultados 80
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Em relacdo a ecad, 34 (80,90%) casos mostraram positividade na mama 1 e
na mama 2, assim como a B-catenina mostrou correlagdo importante entre a mama 1

e amama 2 de 89,74% (Tabela 18).

Tabela 18 - Estudo de concordancia da ecad e da 3-catenina entre os tumores.

MAMA 1
MAMA 2 ecad

ecad POS (%) NEG (%)

POS 34(80,90) 6(14,28)

NEG 1(2,38) 1(2,38)

B-CATENINA

B-CATENINA POS (%) NEG (%)

POS 35(89,74) 2(5,12)

NEG 2(5,12) 0

6.8.4 Perfil Fenotipico do Tumor Primario e do Tumor da Mama Contralateral
O perfil molecular reflete em parte a expressao do receptor de estrogeno. Na
mama 1, encontramos 26 casos luminal A e 8 casos luminal B ¢ na mama 2 28 casos
luminal A e 8 casos luminal B. O perfil fenotipico, que nao esta relacionado com a
expressao de estrégeno na mama 1 e na mama 2, encontramos 8 casos € 5 c¢asos,
respectivamente. A distribuicdo do perfil ¢ bastante semelhante entre os tumores

(Tabela 19).
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Tabela 19 - Distribui¢do do perfil fenotipico entre os tumores.

PERFIL FENOTIPICO MAMA 1 (%) MAMA 2 (%)
LUMINAL A 26(61,90) 28(62,22)

LUMINAL B 8(19,04) 9(20,45)

HER -2 3(7,14) 12.2)

TRIPLO NEGATIVO 3(7,14) 3(7,14)

BASAL-LIKE 2(4,76) 3(7,14)

No AVALIADO 3(6,66) 1(2,22)

Na mama 1 e na mama 2, 20 casos expressaram perfil luminal A com
concordancia de 44,4%. Em relagdo aos outros perfis, a distribuicdo foi bastante

heterogénea (Tabela 20).

Tabela 20 - Estudo de concordancia do perfil molecular entre os tumores.

MAMAL1
MAMA 2 Luminal A Luminal B Her2 Triplo Negativo  Basal-like
(%) (%) (%) (%) (%)
Luminal A 20(44,4) 3(6,6) 2(4,4) 2(4,4) 1(2,2)
Luminal B 3(6,6) 4(8,8) 1(2,2) 0 0
Her2 1(2,2) 0 0 0 0
TriploNegativo 1(2,2) 1(2,2) 0 1(2,2) 0
Basal-like 1(2,2) 0 0 0 0

6.8.5 Distribuicio das Moléculas de Adesdo em Relacdo ao Perfil Fenotipico do
Tumor Primario e da Mama Contralateral

A maioria das moléculas de adesdo estava expressa nos tumores luminal A e
B nos dois grupos. Os tumores que ndo expressavam as moléculas de adesdo também

estavam expressos no perfil luminal A e B nos dois grupos (Tabelas 21 e 22).
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Tabela 21 - Estudo de concordancia das moléculas de adesdo e perfil molecular da
mama 1.

PERFIL FENOTIPICO DA MAMA 1

MOLECULAS Luminal A Luminal B Her2 Triplo negat Basal-like
ADESAO (%) (%) (%) (%) (%)

E-CADHERINA

POS 25(55,5) 8(17,7) 0 3(6,6) 2(4,4)

NEG 0 0 0 0 0
B-CATENINA

membrana 24(53,3) 8(17,7) 3(6,6) 3(6,6) 2(4,4)

NEG 2(4,4) 0 0 0 0
CLAUDINA 4*

POS forte 22(48,98) 8(17,7) 0 3(6,6) 2(4,4)

NEG 4(8,8) 0 0 0 0
CLAUDINA 7

POS fraco 26(57,7) 7(15,5) 3(6,6) 1(2,2) 2(4,4)

NEG 0 1(2.2) 0 2(4,4) 0

# ndo corresponde ao total.

Tabela 22 - Estudo de concordancia entre as moléculas de adesdo e perfil molecular
da mama 2.

PERFIL FENOTIPICO MAMA 2
MOLECULAS Luminal A Luminal B Her2 Triplo negativo Basal-like

ADESAO (%) (%) (%) (%) (%)

E-CADERINA

POS 25(57,14) 9(21,42) 0 3(7,11) 3(6,90)

NEG 2(4,71) 0 0 0 0
B-CATENINA

Membrana 24(57,14) 9(21,44) 12,23)  3(7,11) 3(6,90)

NEG 2(4,71) 0 0 0 0
CLAUDINA 4°

POS forte 25(58,13) 9(20,92) 0 3(6,90) 3(6,90)

NEG 3(6,90) 0 0 0 0
CLAUDINA 7

POS fraco 27(61,36) 9(20,45) 12,23)  3(6,90) 3(6,90)

NEG 1(2,23) 0 0 0 0

# ndo corresponde ao total.
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6.8.6 Variaveis Histopatologicas e dos Marcadores nos Tumores Sincronicos e
Metacronicos

De modo geral, aspectos histopatoldgicos e expressdo dos marcadores
seguem uma distribui¢do semelhante nos tumores sincronicos (Tabela 23) e
metacronicos (Tabela 24), sem diferencas importantes quando comparados com a

totalidade dos casos.

Tabela 23 - Distribuicdo das caracteristicas histopatoldgicas e dos marcadores nos
tumores metacronicos (28 casos).

MAMA 1 (%) MAMA 2 (%)

Grau nuclear

I 1(3.5) 2(7.14)

I 9(32.14) 11(39.28)

11 18(64.28) 15(53.57)
Grau histologico (SBR)

I 3(10.71) 4(14.28)

I 21(75.0) 18(64.28)

111 4(14.28) 6(21.42)
Desmoplasia#

Leve 2(7.14) 4(14.81)

Moderada 22(78.57) 20(71,42)

Acentuada 4(14.28) 3(11.11)
Infiltrado

Leve 22(78.57) 18(64.28)

Moderado 3(10.71) 6(21.42)

Acentuado 2(7.14) 1(3.5)
Necrose

Presente 8(28.57) 10(35.71)

Ausente 20(71.42) 18(64.28)
Mitose

<10 20(71.42) 18(64.28)

11-20 4(14.28) 5(17.85)

>21 4(14.28) 5(17.85)
RE

NEG 4(14.28) 4(14.28)

POS 24(85.71) 24(85.71)
RPg #

NEG 7(25.0) 8(28.83)

POS
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Cont/ Tabela 23
MAMA 1 (%) MAMA 2 (%)
Her2 #
0/+/++ 21(75.0) 22(78.57)
+++ 5(17.85) 6(21.42)
Ki67 #
Baixo (<10) 28(100.0) 27(96.42)
Alto (>10) 0 0
Ck4
NEG 26(92.85) 28(100.0)
POS 2(7.14) 0
Ck 14
NEG 26(92.1) 27(96.42)
POS 2(7.14) 1(3.5)
Claudina 4
NEG 6(21.48) 3(10.71)
POS Forte 22(78.57) 24(85.71)
Claudina 7
NEG 4(14.28) 1(3.5)
POS Fraco 24(85.71) 27(96.48)
ecad
NEG 1(3.57) 2(7.4)
POS 24(85.71) 24(88.88)
p-catenina
NEG 3(10.71) 2(7.14)
Membrana 25(89.28) 25(89.28)
p33
NEG 5(17.85) 5(17.85)
POS 23(82.14) 23(82.14)

# a soma nem sempre corresponde ao total, pois ha casos ndo avaliados por falta de tumor.
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Tabela 24 - Distribui¢do das caracteristicas histopatoldgicas e dos marcadores nos
tumores sincrénicos (17 casos).

MAMA 1 (%) MAMA 2 (%)

Grau nuclear

I 1(5.80) 0

II 5(29.41) 10(58.82)

I 1164.70) 7(41.17)
Grau histologico (SBR)

I 3(17.64) 3(17.64)

II 11(64.70) 12(70.58)

111 3(17.64) 2(11.76)
Desmoplasia#

Leve 0 1(5.88)

Moderada 13(76.47) 14(82.35)

Acentuada 4(23.52\0 2(11.76)
Infiltrado #

Leve 14(82.35) 14(82.35)

Moderado 3(17.64) 2(11.76)

Acentuado 0 0
Necrose

Presente 2(11.76) 4(23.52)

Ausente 15(88.23) 13(76.47)
Mitose

<10 11(78.57) 13(92.85)

11-20 2(11.76) 0

>21 1(5.80) 1(5,80)
Re

NEG 4(23.52) 4(23.52)

POS 12(70.58) 13(76.47)
RPg

NEG 4(23.52) 6(35.29)

POS 11(64.70) 10(58.82)
Her2 #

0/+/++ 12(70.58) 14(82.35)

+++ 3(17.64) 2(11.76)
Ki67

Baixo (<10) 14(82.35) 13(67.47)

Alto (>10) 0 3(17.64)
Ck 4

NEG 17(100) 17(100)

POS 0 0
Ck 15

NEG 16(94.11) 15(88.23)

POS 1(5.88) 2(11.76)
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Cont/ Tabela 24
MAMA 1 (%) MAMA 2 (%)

Claudina 4

NEG 2(11.76) 0

POS Forte 15(88.23) 16(94,11)
Claudina 7

NEG 2(11,76) 1(5,88)

POS Fraco 15(88,23) 16(94,11)
ecad

NEG 0 1(5.88)

POS 14(82,35) 16(94.11)
p-catenina

NEG 0 1(5.88)

Membrana 15(88,23) 15(88.23)
pS3

NEG 5(29.41) 5(29.41)

POS 12(70.58) 12(70.58)

# a soma nem sempre corresponde ao total, pois ha casos ndo avaliados por falta de tumor.
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6.9 ESTUDO ESTATISTICO DAS VARIAVEIS HISTOPATOLOGICAS, DOS
FATORES PROGNOSTICOS E PREDITIVOS E DAS MOLECULAS DE

ADESAO

Testes estatisticos realizados ndao mostraram diferencas estatisticas
significativas entre os tumores para nenhuma das varidveis estudadas.
Especificamente as moléculas de adesdo ndo apresentaram nenhuma diferenca entre

os tumores (Quadro 6).
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Quadro 6 - Teste McNemar das variaveis estudadas.

Variaveis p

Grau nuclear 0.31
Grau histolégico 0.75
Infiltragdo 0.45
Desmoplasia 0.28
Necrose 0.42
Indice mitético 0.73
Linfonodo 0.46
Receptor estrégeno 0.75
Receptor progesterona 0.99
KI6 0.52
Her2 0.59
P53 0.26
CK 4 0.48
Perfil molecular 0.34
Claudina 4 0.61
Claudina 7 0.29
ecad 0.48
B-catenina 0.48

Teste McNemar. Nivel significancia p <. 0.05
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7 DISCUSSAO

7.1 VARIAVEIS CLINICAS

A média de idade ao diagndstico foi de 52,4 anos e o intervalo entre os
tumores, considerando apenas os metacronicos (66 meses), sao bastante compativeis
com a literatura. Fischer refere que a maioria dos tumores na mama oposta
desenvolve no periodo de cinco anos ap6s o primeiro tumor (Fisher et al., 1984).

Tamanho do tumor mostra predominancia de tumores grandes e avangados na
mama 1 e estadiamento clinico mostra que a metade ¢ de casos localmente
avancados. Quase metade das pacientes era portadora de linfonodos comprometidos,
0 que ¢ bastante compativel, considerando a populacdo e a época em que foram
tratadas. No Brasil, a maioria dos tumores ainda ¢ diagnosticada em fases mais
avang¢adas. Tamanho do tumor (T1/T2 85%) e estadiamento clinico (ECI/II 83%) na
mama 2 mostram que foram diagnosticados em fase mais precoce, que se reflete na
quantidade de pacientes com linfonodos livre de metastases, provavelmente por
causa do acompanhamento mais intensivo no seguimento dessas pacientes. Para a
maioria, a conduta cirirgica na mama 1 foi mastectomia, que era padrdo na época,
compativel com estadiamento clinico e conceitos Halstedianos que predominavam
entre os cirurgides. Na mama 1, a maioria foi submetida a radioterapia, ao passo que
na mama 2, 14 (11,38%) das pacientes ndo foram submetidas, provavelmente pelo
fato de ter sido realizada mastectomia em tumores <5 cm e com linfonodos ndo
comprometidos em 28 (62,22%) casos. A maioria recebeu dose de radioterapia
necessaria ao tratamento. De alguma maneira, quimioterapia reflete as indicagdes

para seu uso na época. De modo geral, na mama 1 o niimero de indicagdo para
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quimioterapia acompanha os casos com linfonodos comprometidos, ao passo que na

mama 2 apenas 16 (13,67%) pacientes receberam quimioterapia.

7.2 VARIAVEIS HISTOPATOLOGICAS

Observamos prodominio de grau histologico II e III e nuclear I na mama 1 e
na mama 2 provavelmente como reflexo do nivel de evolug@o dos tumores quando do
diagnodstico. A maioria era representada por tumores maiores que 5 cm (Tabela 1).

Na maioria dos tumores o infiltrado apresentava aspecto leve bilateralemte.
Quase a metade dos tumores tinha linfonodos negativos nas duas mamas, apesar de a
maioria ser representado por tumores T2, 3 e 4. A necrose na grande maioria estava
ausente bilateralmente, o que ¢ compativel com o indice mitotico menor que 10 nas
duas mamas (Tabela 6). A desmoplasia apresentou em grau moderado na maioria dos
tumores bilateralmente (Tabela 6).

Quando se avalia os tumores em relacdo a sincronicos € metacronicos, nao se

observa muitas diferengas entre os tumores (Tabelas 23 e 24).

7.3 RECEPTORES DE ESTROGENO E DE PROGESTERONA, HER-2, Ki-67

E CITOCERATINAS-4 ¢ 14

Expressdo de receptores de estrogeno e de progesterona mostra que esses
tumores tém perfil menos agressivo, compativel com grau histologico (SBR II) que
predomina bilateralmente, assim como indice mitdtico e necrose. A porcentagem de
muta¢do de HER2 ¢ compativel com a literatura, que mostra mutagdes em torno de
20% (Slamon et al., 1989). Ki-67 foi compativel com receptor de estrégeno positivo

e provavelmente reflete o indice mitdtico.
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Expressdao de receptor de estrogeno e de progesterona e Her-2 mutado
mostram boa correlagdo sem diferenca significativa: (p: 0,75) (p: 0,99) (p: 0,59),

respectivamente.

7.4 PERFIL MOLECULAR

O perfil molecular mostra que a maioria dos tumores apresentam
caracteristicas de tumores que expressdo receptor de estrogeno, ou seja sao tumores
do tipo luminal A ¢ B nas duas mamas e aqueles que ndo expressdo receptor
estrogeno com menor frequéncia (Tabela 19). No nosso material a frequencia do tipo
luminal A foi em torno de 62% e o tipo basal foi de 7% nas duas mamas. A literatura
registra que o tipo luminal A e o tipo mais freqiiente que representa em torno de
45%. Estes tumores sdo geralmente sdo de baixo grau, tumores diferenciados e
expressam receptor de estrogeno. Ao passo que o tipo basal representa em torno de
15% e sdo alto de grau, ndo expressam receptor de estrégeno e estdo associados com
um progndstico pior (Bertucci et al., 2009). A distribui¢do do perfil fenotipico assim
como as outras variaveis, mostrou grande semelhanca nas duas mamas. A
distribui¢do fenotipica mostra que a maioria dos tumores expressa perfil luminal A e
B que sdo tumores de bom prognodstico. Neste estudo ndo foi feito analise de
sobrevida pela falta seguimento necessario para a sua avaliagao.

Apesar da alta frequéncia de expressio do receptor de estrégeno
bilateralmente, o fenotipo luminal A e B apresenta pequena concordancia entre as
mamas. Com excecdo do luminal A que mostra uma correspondéncia de 44,4% entre

0s tumores, o restante ndo mostra uma correspondéncia importante.
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7.5 EXPRESSAO DAS MOLECULAS DE ADESAO

A expressdo das moléculas adesdo e da B-catenina foi mais freqiiente no tipo
luminal A e B nas duas mamas. Estes subtipos s3o os que expressam receptor de
estrogeno e apresentam melhor progndstico quando comparada com os outros trés
tipos que sdo considerados receptores negativos. Esses achados sdo compativeis, pois
se considerarmos que as moléculas de adesdo estdo relacionadas com o processo de
invasibilidade e metéstase a sua expressao nos tipos de melhor prognéstico indicam
que estes tumores apresentem uma melhor evolugdo.

A expressao do cld7 (positivo fraco) foi compativel com estudos anteriores,
assim como a expressdo da cld4, que mostrou expressdo em 80% (Soini, 2005). A
expressdao nos tumores sincronicos e metacronicos ndo apresentam diferencas
importantes, apesar do intervalo temporal nos casos metacronicos (Tabela 23). Nao
foi encontrado artigos na literatura relatando expressdo de claudinas em cancer de
mama bilateral.

Positividade da ecad foi bastante expressiva no nosso material. Na literatura
ela registra diminui¢do ou auséncia em 45%-63%, porém alguns registram
positividade em até 70% (Mahler-Araujo et al., 2008). Um dos poucos artigos
encontrado na literatura registra 80% de expressdo da ecad e 87% de B-catenina no
cancer de mama bilateral (Bassarova et al., 2005b).

Do mesmo modo foi a expressdo da f—catenina, que mostrou compatibilidade
com a literatura (Gillett et al., 2001; Chung et al., 2004).

A expressdo das moléculas de adesdo e da B-catenia ndo mostrou diferencas
importantes apesar do intervalo entre os tumores (Tabela 24). Segundo alguns
autores os tumores sincronicos apresentariam semelhancas maiores em relagdo aos

metacronicos (Kollias et al., 2004).
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A analise estatistica mostrou que nao ha diferenca entre os tumores baseados

nas variaveis histopatologicas; marcadores e moléculas de adesdo estudadas.

7.6 CONSIDERACOES FINAIS

Cancer de mama bilateral oferece a oportunidade de discussdo de temas
relacionados a carcinogénese, a clonalidade, a hereditariedade e a terapéutica. Desses
temas, a discussdo a respeito da clonalidade tem grande importancia e aparece na
literatura frequentemente. Alguns autores sustentam que o tumor na mama
contralateral seria metastatico, mas a maioria alega que sdo primarios, com base em
estudos histopatologicos, marcadores e analise de biologia molecular. Contudo, ndo
existe método que diagnostique com certeza se o tumor na mama contralateral ¢
primario ou secundario. Nao existe fator de risco que identifique com certeza qual a
paciente desenvolvera cancer na mama contralateral, apesar dos fatores de risco
conhecidos.

No nosso material, o receptor de estrégeno e de progesterona do tumor da
mama | apresentou grande concordancia com o tumor da mama 2, sem diferenca
significativa entre os tumores, de modo que a expressdo do receptor de estrogeno e
de progesterona da mama 1 e preditivo da mama 2. A literatura registra que essa
semelhanca seria pelo fato de os tumores terem se desenvolvido no meio ambiente e
hormonal semelhante. Alguns referem que os tumores denominados metacronicos
sdo biologicamente sincronicos, pois se considerarmos que a maioria dos tumores ¢
diagnosticada num intervalo de cinco anos e se tomarmos o tempo de duplicagdo
tumoral como 60 dias, esses tumores j& estavam presente no momento do diagndstico
do tumor inicial. Esses dados sugerem que se originaram do mesmo clone celular. As

moléculas de adesdo estavam expressas predominantemente no perfil fenotipico
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luminal A e B, que sabidamente apresenta melhor progndstico em relagdo aos outros
trés perfis. Essa expressdo das moléculas ¢ compativel com esse perfil, pois sua
auséncia estd relacionada a perda de adesividade celular, & maior capacidade de
migracdo e a metastase. Perda da adesividade celular ¢ uma caracteristica importante
dentre as alteragdes que a célula sofre quando da transformacao neoplésica maligna e
a ecad tem papel importante dentro da adesdo celular. Perda de expressao da ecad
esta relacionada a transformacao carcinomatosa e ao desenvolvimento de metastases.
Estudos mostram que a perda de expressao das ecad e das claudinas esta relacionada
a maior probabilidade de comprometimento linfonodal, 2 metdstase hepatica e ao
risco de morte.

Nosso estudo ndo mostra evidéncias de que as moléculas de adesdo e a f3-
catenina tenham algum papel no desenvolvimento do cancer de mama bilateral, pois
sua expressao estava preservada bilateralmente e em nivel semelhante. Essa
semelhanca ¢ valida para tumores sincronicos e metacronicos. Assim, ndo e possivel
afirmar se o tumor contralateral ¢ primdrio ou secundario baseado no estudo dessas
moléculas.

Na auséncia de diferenca significativa entre os tumores com base nos
aspectos histopatologicos, na expressdo de receptores e nos marcadores, a

probabilidade de que os tumores sdo semelhantes ndo pode ser afastada.
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8 CONCLUSOES

Os presentes resultados permitem concluir que em relagdo aos carcinomas de

mama bilaterais ndo houve diferengas significativas nos parametros estudados, a

saber:

Grau Histologico Receptor de Estrogeno E-cadherina
Grau Nuclear Receptor de Progesterona  claudina 4
Infiltrado Ki—- 67 claudina 7
Necrose pS3 -catenina
Demoplasia Her2

Indice Mitético CK-4¢ 14
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Anexo 1 - Quadro geral de pacientes.

MAMA 1 (%)

MAMA 2 (%)

IDADE Mediana: 52,0a Mediana: 55,0a
ANTECEDENTE FAMILIAR (1Grau) 3(6,6)
TUMOR
Tl 11(24,4) 16(35,55)
T2 11(24,4) 23(51,11)
T3 7(15,55) 1(2,0)
T4 14(31,11) 5(4,06)
1(ndo avaliavel)
ESTADIAMENTO CLINICO
ECI 12(26,66) 13(10,56)
ECII 11(24,44) 25(42,2)
ECIII A/B 22(48,88) 7(15,55)
1(ndo avaliavel)
CIRURGIA
MASTECTOMIA 36(82,20) 35(77,77)
RESSECCAO SEGMENTAR 8(17,77) 8(17,77)
NAO OPEROU 1
RADIOTERAPIA
PRE-OP 8(17,77) 2(1,62)
POS-OP 29(64,44) 27(60,0)
NAO 8(6,5) 14(11,38)
QUIMIOTERAPIA
SIM 8(6,5) 8(17,77)
NAO 35(77,7) 37(82,22)
2(NEO)
GRAU NUCLEAR
I 2(1,6) 3(6,66)
11 14(31,11) 18(40,0)
11 29(64,44) 25(55,55)
GRAU HISTOLOGICO (SBR)
I 7(15,55) 8(17,77)
11 32(71,11) 30(66,66)
11 7(15.55) 7(15.55)
STATUS LINFONODAL
pN-0 24(53.33) 27(60,0)
pN+1-3 8(17,77) 8(17,77)
4-9 8(17,77) 5(11,11)
> 10 5(11,11) 3(6,62)
TAMOXIFEN (SIM) 7(15,55) SEM INFORME
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Cont/ Anexo 1

MAMA 1 (%) MAMA 2 (%)

RECEPTOR ESTROGENO

POSIT 34(75,55) 37(82,21)

NEG 8(17,77) 7(15,53)

NAO AVALIADO 3(6,66) 1(2,20)
RECEPTOR PROGESTERONA

POSIT 30(66,66) 29(64.44)

NEG 11(24,44) 13(28,88)

NAO AVALIADO 4(8,88) 3(6,66)
HER 2

0/+/++ 32(71,11) 37(82,20)

-+ 8(17,77) 8(17,77)

NAO AVALIADO 5(11,11)
Ki67

ALTO 41091,11) 43(97,72)

BAIXO 3(6,66) 3(6,66)

NAO AVALIADO 3(6,66) 1
PERFIL MOLECULAR

LUMINAL A 26(57,77) 28(62,22)

LUMINAL B 8(17,77) 9(20,0)

HER 3(6,66) 12,2)

TRIPLO NEGATIVO 3(6,66) 2(4,44)

BASAI-LIKE 2(4,44) 3(6,66)

NAO AVALIADO 3(6,66) 12,2)
CK4

NEG 43(95,55) 45(100)

POSIT 2(4,0) 0
CK 14

NEG 42(93,33) 41(95,55)

POSIT 3(6,66) 3(6,66)
CLAUDINA 4

POSIT FORTE 35(77,77) 40(88,88)

NEG 5(8,80) 3(6,66)

NAO AVALIADO 5(11,11) 2(2,20)
CLAUDINA 7

POSIT FRACO 39(86,66) 43(95,55)

NEG 6(13,33) 2(4,0)
E-CADERINA

POSIT 38(84.44) 40(88,88)

NAO AVALIADO 9(17,7) 3(6,66)
B-CATENINA

MEMBRANA 40(88,88) 40(88,88)

NEG 2(4,0) 2(4,0)

NAO AVALIADO 3(6,66) 4(8,88)
P53

POSIT 36(80,00) 35(77,77)

NEG 10(22,22) 9(20,0)
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Anexo 2 - Questionario.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

TESE DE DOUTORADO. DISCIPLINA DE ONCOLOGIA DO DEPTO. DE

IMAGENOLOGIA DA FMUSP.
ORIENTADOR: PROF. DR. FERNANDO A. SOARES.

ORIENTADO: HIROFUMI IYEYASU

RG:

IDADE:

STATUS MENOPAUSADA:

RACA: (1) BRANCO (2) N BRANCO

TEMPO QUEIXA: MESES

MENARCA (IDADE):

MENOPAUSA (IDADE):

PARIDADE: (0O)N (1)1G (2)2G (3) MULTL.

IDADE 1* GRAVIDEZ:

HISTORIA FAMILIAR DE CA MAMA: (DN (2)S

TIPO HISTORIA: (1) MAE (2) IRMA (3) FILHA (4) OUTROS.

ANTICONCERP. (0)N (HS

ANOS USO (MESES):

INICIO TRAT (abertura prontuério):

EC TUMOR INICIAL

T1 MAMA INICIAL: (1) Tl (2)T2 (3) T3(4) T4(5)

QUADRANTE I: (1) QSE.(2) QS (3)QIE (4)QII(5)QC (6) _

NI: 0)0 (HN1 2)N2 (3)

EC1: (DI (QUA (3)IIB (4)IIA (5)IIIB (6)



19.

20.

21.

22.

23.

24.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.
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EC TUMOR CONTRALATERAL
T2 MAMA OPOSTA: (1)TI (2)T2(3) T3 (4) T4 (5)
QUADRANTE 2: (1) QSE. (2) QSE (3) QIE (4) QII (5)QC (6)

N2: 0)0 (IH)NI (2)N2 (3)

EC2: (DI (QIIA (3)1IB (4)IIA (5)IIIB (6)

MAMA OPOSTA: (1) SINCRONICO (<12M) (2) METACRONICO

INTERVALO ENTRE T1 e T2 (MESES):

TRATAMENTO DO TUMOR INICIAL

RADIOTERAPIA: (1) PRE (2) POS OP

DATA RXT (inicio):

CAMPOS (1) PLASTRAO (2) AXILA (3) FSC (4) MI (5)

DOSE RXT: cGy

MASTECTOMIA: (1) RADICAL (2) MODIFICADO(3) MS+GI (4)

DATA CIRURG.

INTERVALO CIRURG — QTX (meses):

QTX: (1) Nao (2) Sim

ESQUEMA QTX: (1) CMF (2) OUTROS

N’ CICLOS:

INTERVALO QTX: (1) SEMANAL (2) MENSAL (3) OUTROS

DOSE TOTAL QTX :

TAMOXIFEN: (1) SIM (2) NAO

TRATAMENTO DO TUMOR CONTRALATERAL.

RADIOTERAPIA: _ (I)PRE  (2) POS OP

DATA RXT (inicio):

Anexos 102
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38.  DOSE CAMPOS (1) PLASTRAO (2) AXILA (3)FSC (4)MI (5)
39. RXT:
40.  CAMPOS (1) PLASTRAO (2) AXILA (3)FSC (4)MI (5)
41.  MASTECTOMIA: (1) RADICAL (2) MODIFICADO (3) MS+GI (4)
42.  DATA CIRURG.
43.  INTERVALO CIRURG — QTX (meses):
44,  QTX: (HN 2)S
45.  ESQUEMA QTX: (1) CMF (2) OUTROS
46.  NO CICLOS:
47.  INTERVALO QTX: (1) SEMANAL (2) MENSAL (3) OUTRS
48.  DOSE TOTAL QTX:
TAMOXIFEN:
ANATOMOPATOLOGICO DO TUMOR INICIAL
49.  NAP
50.  TIPO HISTOLOGICO: (1) DUCTAL NOS (2) LOBULAR NOS (3)
PAGET (4) OUTROS
51. RECEPTORES: RPg RE
52.  LNODOS COMPROM.
53.  NIVEL COMPROM. (1)1 )1 (3) I
54.  INVASAO: (1) LINF (2) VASC. (3) NEURAL (4) OUTROS (5) MUSC.
55.  COMPONENTE INTRADUC: O)N (1S
56. GRAU DE #: (HhI (3) III
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60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.
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ANATOMOPATOLOGICO DO TUMOR CONTRALATERAL

N AP:

TIPO HISTOLOGICO: (1) DUCTAL NOS (2) LOBULAR NOS (3) PAGET
(4) OUTROS
RECEPTORES: _ RPg RE.

LNODOS COMPROM.

NIVEL COMPROM. (1)1 ) (3)1II

INVASAO: (1) LINF (2) VASC. (3) NEURAL (4) OUTROS (5) MUSC

COMPONENTE INTRADUC: 0)N (1S
GRAU DE #: (LI (@I (3) 111
EVOLUCAO
RECIDIVA LOCAL: (1) PLTRAO  (2)PLTR CLT (3) AXLALI

(4) AXILACLT  (5)FSCI  (6)FSCCLT (7)

DATA RECD. LOCAL.:

TRAT. RECD. LOCAL: (1) CIRURG. (2) RXT (3) QTX (4) HORM (5)
OUTROS
METASTASES: (1) 0SSO (2) PULMAO (3) FIGADO (4)

DATA 1 META:

TRAT. META: (1) QTX. (2) HORM. (3)RXT (4)

STATUS FINAL: (1) VIVO S/DCA  (2) VIVOC/DCA  (3) MOCA
(4) MORTE ASSINTOMATICA  (5) PERDIDO
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Anexo 3 - Distribui¢cao dos tumores no TMA

Placenta 88895 88902-A 94409 99415-A 100413 100832-A 1021/9631 101932 3/6| 101944 (102204 A 273 12323/138 10‘223 105665
108412 109278 109428 116557  D| 118051 124918 12700 A| 129402 129402
' 108940 : 109412 " /s " 120491 e 125310 127088 . o o

134879 140499 140499 143157 143157 144491 144491 144641
132304 133413 134838 N\ 136450 D > 141296 141423 ! ! e o e
144840 145107 145107 146215 146215 147506 147523 150252 153712 153712 154423 155297
3/10 C D E F A E s 18 C 13 33 2/4 SR 4 B
156160 156160 158533 164423 164891 165331 166330 166475 167622 169592 171531
h o > e N 165306 - B o N N 171276 g 174716
179872 180851 TRHEE 183088 | 183090 e 190689 193264 193264 LRSS | [oEbds 1B | RS 197170 197346 2
i ] A3 23 C
199938 199938 201469 201470 201925 204233 204233 204340
. : 200997  [200098  1/3|201173 ¢ o o . 203478 N 923 0233 D2 G 205499 D
207460
206126 | 206408 1/4 . 208584 13| 210407 | 213314 A (217833 33| 218928 219847 219(:938 220795 204759 225531 227965
28799 A | 22T 20378 D | 234485 B0 aazae6 | 2P0 oasaze D | 244413 A | 244703 | 2a671424 [P7U 0 Tloaeio A (250047 A
255045 A| 255045 C|258402 C| 258508 | 258644 D | 261540 262931 263590 27012 277878 278371 28?320 280972 282311
AL 288953 205209 | 297289 A | 299204 ey S 300579 300715 | 301818 C |301931 17| 301931 302277 303091
D A Fl K1 5/7
306579 309936 311055 311055 313791 K| 318112 318112 323635 327650 329394
" 306744 | 307021 C | 309936 ¢ : , 5 313370 e o s " s e
130800 31973 333086 333086 683 |33434 Bl 334357 B |ssasas 4| BOT-S9IS | BOT7284 | BOS314 | BOST3E2 | B99S039 | BAI442
A B B A A H A A
BAL7060 | BAI-8066 | BA2395l | BA2-3951 | BA4-6027 | BA4TIZ8 | .o | BA4-12149 | BAST2IL | A-722975
B A K L 5/ AL 173 - Al Al D4

Titulo — Mama 13
TMA Dr. Hirofumi
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Anexo 4 - Tecnica de Imunoistoquimica.

Segue a descri¢ao do protocolo utilizado:

1 Desparafinizagdo das laminas do material incluido na parafina e colocadas
em laaminas e deixadas em estufa por 24 horas;

2 Xilol a 60°C por 20 minutos e na temperatura ambiente por 20 minutos;

3 Trés passagens em etanol (100%, 95% e 70%);

4 Lavagem da lamina em agua corrente ¢ ¢ em agua destilada;

5 Recuperacgdo antigénica por calor (panela de pressio — Eterna™) em tampio
citrato por cinco minutos para obter maior expressao antigénica;

6 Bloqueio da peroxidase endogena com H,O, a 3% (4gua oxigenada 10
volumes) para inibir a enzima natural tecidual para ndo alterar a reagdo
antigeno-anticorpo;

7 Lavagem das laminas em 4gua corrente e em agua destilada;

8 Incubagdo com anticorpo primdrio, diluido em titulo preestabelecido,
conforme Quadro 5 em tampao PBS a 1% (SIGMA) e azida sodica 1%
(NaN3) 0,1% a 4°C em cAmara tmida por 18 horas;

9 Lavagem em tampao PBS;

10 Sistema de amplificacdo: incubagdo por 30 minutos com Post Primary Block

(NovoLink Max Polymer — Reino Unido);

11 Lavagem com tampao PBS;
12 Incubacio com NovoLink Max Polymer por 30 minutos a 37°C;
13 Revelagdo com cromoégeno: incubagdo das laminas em solucdo substrato 3,3

diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 100 mg% (SIGMA)
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dimetilsulféxido (DMSO) 1 ml, H,O, a 6% (4gua oxigenada 20 volumes) 1
ml e PBS 100 ml (cinco minutos ao abrigo da luz);

Lavagem em agua corrente e em agua destilada;

Contracoloragdo com hematoxilina de Harris;

Imers3o em agua amoniacal (solucdo de hidroxido de aménio a 0,5%),
lavando-se em seguida com dgua corrente e com agua destilada;

Desidratacao das laminas em etanol (passando a 80%, 95% e 100%) ¢ em
xilol quatro vezes;

Montagem das ldminas em Entellan neu.
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Apéndice 1 - Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital A.C. Camargo

Hospital o2
Comité de Etica em
A.C.Camargo Pesquisa - CEP

Sao Paulo, 31 de Julho de 2007.

Ao
Dr. Fernando Augusto Soares

Ref.: Projeto de Pesquisa n® 950/07
“Estudo de moléculas de adesdo em Cancer de Mama Bilateral”.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundago Antonio Prudente - Hospital
A.C. Camargo, em sua Gltima reunido de 10/07/2007, aprovaram a realizagdo do estudo e
tomaram conhecimento dos seguintes documentos:

Folha de Rosto para pesquisa envolvendo seres humanos;

Termo de Compromisso do Pesquisador com Resolugdes CNS;

Termo de Dispensa do Consentimento Livre e Esclarecido;

Justificativa da ndo apresentagdo do orgamento financeiro;

Declaragio de Ciéncia do Departamento de Mastologia;

Declaragio de Ciéncia e Comprometimento do Departamento de Anatomia Patolégica;

YVYVYYY

Informagdes a respeito do andamento do referido projeto deverio ser encaminhadas a
assistente do CEP dentro de 12 meses.

Atenciosamente,

Vice-Coordenador-do Qomité de Etica em Pesquisa

Rua Prof, Antanio Prudente, 211 — Liberdade — Sdo Paulo - SP CEP 01509-900 - CNP] 60.961.968/0001-06
Tel/Fax (0XX%11)2189.5020 - cep_hcancer@hcancer.org.br
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Apéndice 2 - Aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas e

Instituto de Radiologia do Hospital das Clinicas

PROTOCOLO
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Ao

Departamento de Radiologia

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de sdo Paulo, em 30.08.07,
tomou ciéncia da execugdo do Protocolo de Pesquisa n° 0749/07,
intitulado: “ESTUDO DE MOLECULAS DE ADESAO NO CANCER DE MAMA
BILATERAL".

No que tange & sud parte empirica serd
desenvolvido no Hospital do Cancer A. C. Camargo, fendo seu Comité

de Etica aprovado o estudo em 10.07.07.

Pesquisador (a) Responsavel: Prof. Dr. Fernando Augusto Soares

Pesquisador (a) Executante: Dr. Hirofumi lyeyasu

CAPPesq, 30 de agosto de 2007.

f‘:‘_;: e~

PROF. DR. EDUARDO MASSAD
Presidente
Comissdo de Efica para Andlise de Projetos de Pesquisa

7l

Comisedo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos, 225, 5° ander - CEP 05403 010 - Sdo Paulo - 5P



