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RESUMO

Carcinomas mamarios de tipo basal representam uma classe de tumores
recentemente reconhecida, que apresentam perfis génico e protéico
semelhantes aos das células basais/mioepiteliais da mama normal, estando
associados a pior prognéstico e comportamento biolégico agressivo. Objetivo:
Investigar a freqiéncia de carcinomas mamarios de fenotipo basal em uma
série de tumores triplo-negativos (TTN), definidos pela negatividade para
receptores de estrogeno (RE), de progesterona (RP), e HER2. Métodos:
Selecionamos 140 TTN, obtendo-se caracteristicas clinico-patolégicas e
sobrevida. Microarranjo de tecido (2 cilindros de cada tumor) foi construido e
submetido a imunoistoquimica para RE, RP, HER2, citoqueratinas (CK) 5 e 14,
EGFR, p63, caveolina e p53. Consideramos carcinomas de fendtipo basal os
tumores negativos para RE, RP e HERZ2, e positivos para CK5. Resultados:
Encontramos 105 carcinomas de fenotipo basal entre 140 TTN
(frequéncia=75,0%). A idade média das pacientes foi de 54,8 anos, sendo que
34,3% estavam na pré-menopausa. A maioria dos tumores foi classificada
como carcinoma ductal invasor de alto grau. Os TTN exibiram positividade para
CK5 (75,0%), CK14 (29,0%), EGFR (36,4%), p63 (28,6%), caveolina (14,3%) e
p53 (67,1%). Estadiamento avancado da doenca foi observado em 52
pacientes (50,0%), com diametro tumoral maior que 5cm em 41 casos (39,0%)
e metastases axilares em 61 casos (59,2%). Seguimento clinico foi obtido em
89 pacientes (média=51 meses). Destas, 45 pacientes (50,5%) evoluiram sem
doenca; 6 (6,7%) estavam vivas com doenca; e 38 (42,6%) morreram pelo
cancer. Recidiva sistémica ocorreu em 42 pacientes (47,1%), sendo pulmdes,
cérebro e 0sso0s 0s principais sitios de metastases. As médias das sobrevidas
global e livre de doencga foram de 36 e 28 meses, respectivamente. ldentificou-
se pior sobrevida global nas pacientes com tumores basais, em comparacéo
aguelas com tumores ndo basais, com risco de morte 2,4 vezes maior nas
primeiras. Esta diferenga, entretanto, ndo foi estatisticamente significativa
(p=0,06). Conclusdes: Nosso estudo confirma comportamento clinico agressivo
e elevada frequéncia dos carcinomas de fenotipo basal entre os TTN,

semelhante ao descrito em casuisticas estrangeiras.
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ABSTRACT

Basal-like cancers (BLC) are a newly recognized subtype of breast cancer
defined by the expression of genes and proteins characteristic of the
myoepithelial/basal cells of normal breast, and have been associated with poor
prognosis and agressive biological behavior. Aim: The aim of our study is to
investigate basal phenotype in a series of triple-negative (estrogen and
progesterone receptors-negative and HER2-negative) invasive mammary
carcinomas. Methods: We selected 140 previously tested triple-negative
tumors. Clinical, histopathological and survival data were obtained. A tissue
microarray containing 2 cylinders from each tumor was constructed and
immunohistochemistry for estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR),
HER2, cytokeratins (CK) 5 and 14, EGFR, p63, caveolin, and p53 was
performed. We considered BLC to be any tumors that were ER/PR/HER2-
negative and CK5-positive. Results: We found 105 cases of BLC from 140
triple-negative tumors (frequency=75.0%). The mean age at diagnosis was 54.8
years-old and 34.3% were premenopausal women. The majority of tumors were
high grade (83.7%) and of ductal/no-special-type (80.8%). Triple-negative
tumors showed immunoreactivity for CK5 (75.0%), CK14 (29.0%), EGFR
(28.6%), p63 (28.6%), caveolin (14.3%), and p53 (67.1%). Tumor size larger
than 5cm was observed in 41 cases (39.0%) and axillary metastases were
detected in 61 patients (59.2%). Follow-up was recorded for 89 patients
(mean=51 months): 45 patients (50.5%) with no evidence of disease; 6 patients
(6.7%) were alive with disease; and 38 patients (42.6%) died of the disease.
Relapse was detected in 42 women (47.1%), lungs, brain, and bones being the
most commom sites of metastases. The mean overall survival was 36 months
and the mean disease-free interval was 28 months. Furthermore, the overall
survival associated with BLC cases was shorter than that observed in non basal
tumors (RR=2.4). However, this difference was not statistically significant
(p=0.06). Conclusions: Our findings confirmed that BLC have a poor prognosis
and are high-frequent carcinomas among triple-negative tumors, similar to the

behavior previously reported in North American and European patients.
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INTRODUCAQO

1- A IMPORTANCIA, FATORES PROGNOSTICOS E CLASSIFICACAO DO

CANCER DE MAMA

O céancer de mama é tema de grande relevancia por sua alta prevaléncia e
elevadas taxas de morbidade e mortalidade, representando, no Brasil e no mundo,
o tipo de cancer mais freqiiente entre as mulheres. E ainda, entre as neoplasias, a
principal causa de morte em mulheres, com 49.400 casos estimados para o ano
de 2008, segundo a Estimativa de Incidéncia de Cancer no Brasil (INCA Brasil,
2008).

Consideram-se fatores progndsticos em cancer de mama as caracteristicas
clinicas das pacientes e os aspectos patoldgicos e biolégicos dos tumores que
permitem prever a evolugao clinica da doenca ou sobrevida das pacientes no
momento do diagndstico inicial. Fatores preditivos, em contraste, s&o
caracteristicas clinicas, patoldgicas e biolégicas que sao utilizadas para estimar a
probabilidade de resposta a um tipo particular de terapia adjuvante. Um marcador
prognostico deve ser validado tecnicamente, ter significado estatistico
comprovado por testes clinicos e influenciar na decisao clinica (ALLRED et al,

1998; FITZGIBBONS et al, 2000; GOBBI et al, 2008).
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Os principais parametros na avaliagdo dos pacientes com estratificacdo em
grupos de risco, segundo a Conferéncia de Consenso de Saint Gallen de 2005,
sao idade, tamanho do tumor, grau histolégico, invasao vascular peritumoral,
status linfonodal e superexpressao de HER2 (GOLDHIRSCH et al, 2005).

O estudo histopatolégico do tumor primario da mama através do exame
anatomo-patolégico com coloragcdo de rotina (método de hematoxilina-eosina)
continua sendo entdo o método de avaliagcdo mais utilizado no cancer de mama, e
as informacdes obtidas através deste exame s&o essenciais na determinagcé&o do
prognostico dos pacientes, com utilidade clinica ja comprovada no tratamento
(FITZGIBBONS et al, 2000). Diversos trabalhos demonstraram a importancia
prognostica de se classificar e graduar os tumores de mama (ELSTON & ELLIS,
1991; PAGE et al, 1998; RAKHA et al, 2008g). A graduagao histoldégica dos
tumores mamarios considera a capacidade de diferenciagao estrutural e nuclear
das células. O sistema de graduacédo mais utilizado na atualidade € o proposto por
Scarff, Bloom e Richardson (1957) e modificado por Elston e Ellis (1998). Segundo
este modelo, sdo avaliados a formagao tubular, o grau nuclear e o indice mitético.

O sistema de classificagao histolégica dos carcinomas da mama, adotado pelo
CAP em sua Conferéncia de Consenso de 1999, segue as recomendagdes de
Page et al (1998), onde os tumores sao divididos em carcinoma ductal invasor
sem outra especificagdo (SOE), tipos especiais puros e tipos especiais variantes.

Entretanto, o desafio de desenvolver esquemas de classificacdo, que
identifiquem com acuracia as pacientes com risco ou ndo de recorréncia e aquelas

que responderdao ou ndo ao tratamento, ainda persiste. Outros aspectos clinico-
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patoldégicos e novos marcadores moleculares tém sido investigados para melhor

predizer o prognostico e a evolugao clinica do cancer de mama.

2- A CLASSIFICACAO MOLECULAR DO CANCER DE MAMA

Atualmente o cancer de mama representa uma doenga uUnica em oncologia, na
qual marcadores especificos sido rotineiramente utilizados para predizer a
resposta terapéutica e guiar o tratamento. Estes marcadores s&do também
fundamentais para categorizar pacientes em diferentes grupos progndsticos,
quando combinados com os dados anatomo-patolégicos. Numerosos marcadores
moleculares foram exaustivamente estudados nos Uultimos anos através da
imunoistoquimica (BHARGAVA et al, 2007; GOBBI et al, 2008, ROCHA et al,
2008; WALKER et al, 2008). No entanto, apenas os receptores hormonais de
estrogeno (RE) e de progesterona (RP) e o HER2 (receptor do fator de
crescimento epidérmico tipo 2) estdo bem estabelecidos como fatores preditivos
de resposta terapéutica, de forma que sua avaliagdo tornou-se rotineira na
selecdo de pacientes para tratamentos especificos (FITZGIBBONS et al, 2000;
GOBBI et al, 2008; GOLDHIRSCH et al, 2005; ROCHA et al, 2007; WALKER et al
2008). Pacientes com tumores positivos para RE e RP podem ser beneficiadas
pelo tratamento com moduladores dos receptores estrogénicos (SERM) e com
inibidores de aromatase. O receptor de estrogeno € provavelmente o marcador
preditivo mais poderoso na conduta clinica do cancer de mama, tanto na
determinagdo do prognostico, quanto para predizer a resposta a hormonioterapia

(PAYNE et al, 2008). Pacientes com tumores que superexpressam HER2 podem
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ter aumento da sobrevida quando tratados com o anticorpo monoclonal
humanizado anti-HER2/neu ou transtuzumab (GOLDHIRSCH et al, 2005). No
entanto, pacientes com tumores negativos para estes marcadores nao se
beneficiam destas terapéuticas especificas. E continua a busca de novos
marcadores e fatores progndsticos adicionais que melhor estratifiquem os grupos
de risco e auxiliem a direcionar as alternativas terapéuticas para aqueles que
efetivamente se beneficiardo, particularmente para pacientes com tumores que
nao expressam as moléculas-alvo acima referidas (SORLIE et al, 2001; VAN DE
RIJN et al, 2002).

Os carcinomas mamarios representam um grupo heterogéneo de neoplasias
que diferem no comportamento, evolugao e resposta terapéutica, ressaltando-se
que o cancer de mama € uma doenga genética complexa, caracterizada pelo
acumulo de alteragbes moleculares multiplas. Até recentemente, como ja
mencionado, a classificacdo dos carcinomas mamarios baseava-se
essencialmente no seu aspecto morfolégico (ELSTON & ELLIS, 1998; PAGE et al,
1998). No entanto, tumores classificados sob um mesmo termo descritivo podem
ter aspectos moleculares e evolugdo bioldgica variados. A heterogeneidade
molecular dos tumores mamarios, n&o avaliavel morfologicamente, é um
importante desafio ao estudo e tratamento do cancer de mama (GOLDHIRSCH et
al, 2005; PAYNE et al, 2008).

Avangos recentes na pesquisa do genoma humano e em tecnologias
moleculares de larga escala tornaram possivel lidar com a complexidade
molecular do cancer de mama e tém contribuido para a concepgédo de que esta

diversidade biolégica traz implicagdes terapéuticas (RAKHA et al, 2008b). As
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técnicas de andlise de perfis de expressdo génica utilizando microarranjos
provenientes de amostras de tecido selecionadas revolucionou a pesquisa do
cancer de mama, sendo o método mais empregado atualmente (RAKHA et al,
2008b). Os dois tipos principais de microarranjos de expressao génica sao os de
cDNA e os de oligonucleotideos. Ambos os tipos de microarranjos sao
hibridizados com amostras de cDNA ou RNA obtidos dos tecidos de interesse,
para avaliar as alteragbes em seus niveis de expressao (RAKHA et al, 2008b).
Como estas técnicas podem ser aplicadas a um numero relativamente limitado de
casos e utilizam genes que ainda requerem verificagdo, outros métodos tém sido
aplicados. A reagcao em cadeia da polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR)
permite, simultaneamente, a amplificacdo e a deteccdo do DNA alvo ou de
sequéncias de cDNA. Foi também desenvolvido o uso de microarranjos de tecidos
ou tissue microarrays (TMA), um método que permite a analise de perfis de
expressao protéica em grandes coortes, a partir de arquivos de amostras de
tecido embebidas em blocos de parafina, possibilitando a correlagdo com bancos
de dados clinico-patoldgicos e de seguimento (KONONEN et al, 1998).

O grupo de Stanford foi pioneiro em demonstrar que o cancer de mama pode
ser classificado em subtipos distintos com base em seus perfis de expressao
génica e em suas semelhangas com as células ndo neoplasicas correspondentes
(PEROU et al, 2000). Utilizando um método de agrupamento hierarquico e
sequéncias intrinsecas de genes, os pesquisadores classificaram os carcinomas
mamarios em quatro classes moleculares. Além da separagao légica dos tumores
em RE-positivos e RE-negativos (a ramificagdo principal), agrupamentos

secundarios foram observados. De acordo com este trabalho, o grupo RE-positivo



25

€ caracterizado por elevada expressao de painel de genes tipicamente expressos
pelas células epiteliais luminais da mama (“cancer luminal”). O grupo RE-negativo
engloba trés subgrupos de tumores: um com superexpressdao de HERZ2; um que
expressa genes caracteristicos das células basais/mioepiteliais da mama normal
(“cancer basal”’); e outro cujo perfil de expressdao génica € similar ao do
parénquima mamario normal/fibroadenomas. Estudos subsequentes (CALZA et al,
2006; SORLIE et al, 2001; SORLIE et al, 2003) identificaram consistentemente os
mesmos grupos de tumores inicialmente descritos por Perou et al (2000).
Entretanto, alguns subgrupos parecem ser instaveis (RAKHA et al, 2008b). Por
exemplo, a subclassificagdo dos tumores luminais pode compreender de um a trés
grupos (luminal A, luminal B e luminal C); tumores n&o classificaveis ou tipo
‘mama normal” parecem ser indistinguiveis do grupo de carcinomas negativos
para RE em alguns trabalhos (PEROU et al, 2000; SORLIE et al, 2001).
Posteriormente, pesquisas avaliando perfis imunoistoquimicos através de TMA,
foram capazes de, pelo menos parcialmente, replicar a referida classificagcao
molecular (ABD EL-REHIM et al, 2005; NIELSEN et al, 2004; SORLIE et al, 2003).
A importancia desta taxonomia molecular se reflete nos casos em que grupos
moleculares distintos diferem também quanto ao comportamento clinico; além
disto, as analises transcriptdbmicas forneceram informagdes sobre quais genes
seriam responsaveis por cada subgrupo (RAKHA et al, 2008b).

Em suma, estes estudos permitiram identificar grupos distintos de tumores e
desenvolver novo esquema de classificagdo molecular dos carcinomas mamarios,
associados a diferentes cursos clinicos (ABD EL-REHIM et al, 2005; PEROU et al,

2000; SORLIE et al, 2001):
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Luminal A: expressdo de genes e proteinas que sao tipicamente expressos
pelas células epiteliais luminais da mama (positividade para receptores de
estrogeno, RE, e para receptores de progesterona, RP; e negatividade para
HER2);

Luminal B: expressdo de genes e proteinas tipicamente expressos pelas
células epiteliais luminais da mama, além da expressao de genes semelhantes ao
do grupo de tumores com superexpressao de HER2 (positividade para receptores
de estrogeno, RE, para receptores de progesterona, RP);

Tumores com superexpressdo de HER2: superexpressao de HER?2
(negatividade para receptores de estrogeno, RE, e para receptores de
progesterona, RP; e positividade para HER2);

Tipo basal: expressdo de genes e proteinas caracteristicos das células
basais/mioepiteliais da mama (negatividade para receptores de estrogeno, RE,
receptores de progesterona, RP, e HER2; e expressao de citoqueratinas basais);

N&o classificavel (tipo “mama normal”): expressdo de genes e proteinas
semelhantes aos expressos nas amostras de parénquima mamario normal e
fibroadenomas (negatividade para todos os marcadores referidos acima).

Embora estudos imunoistoquimicos nédo fornegam analise biolégica dos
tumores tdo acurada quanto aqueles baseados em microarranjos de cDNA, os
trabalhos utilizando marcadores protéicos e TMA possibilitam identificar os grupos
inicialmente determinados através da analise do perfil génico. Ha entdo boa
reprodutibilidade entre os estudos utilizando imunoistoquimica e aqueles que
empregaram microarranjos de cDNA para identificacdo de subtipos tumorais com

caracteristicas biolégicas e comportamento clinico semelhantes (ABD EL-REHIM
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et al, 2005; NILSEN et al, 2004). O sistema de classificacdo baseado em perfis
imunoistoquimicos também permite que investigacbes sejam conduzidas em

populacdes onde amostras de tecido fresco nao estao disponiveis.

3- CARCINOMAS MAMARIOS DE FENOTIPO BASAL

3.1- Histérico

E errénea a concepcdo de que os carcinomas de fendtipo basal foram
descobertos através do trabalho pioneiro de Perou et al (2000), embora tal estudo
tenha renovado o interesse para este subtipo de tumores, fornecendo informacgdes
quanto a base genética para a avaliagdo destas neoplasias como um grupo e
adotando designacgdes especificas para se referir a estas. Ha varias décadas ja
era descrito um grupo de carcinomas mamarios que apresentavam diferenciagcao
mioepitelial (MURAD et al, 1971). Os experimentos classicos de Moll et al (1982)
investigaram os perfis especificos de CK na mama normal, e em lesdes mamarias
benignas e malignas, demonstrando que 2% a 18% dos carcinomas de mama e
até 25% dos tumores de alto grau expressavam CK de alto peso molecular, e
portanto tinham um fendtipo basal/mioepitelial. Foi posteriormente reconhecido
que estas neoplasias eram negativas para RE, RP e HER2 (MALZAHN et al,
1998). Por conseguinte, o fendtipo basal ja havia sido relatado na literatura, mas

nao fazia parte de um sistema de classificagdo do cancer de mama.
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3.2- Definicao

Atualmente, os carcinomas de fendtipo basal (também chamados de
carcinomas de tipo basal, tumores basais ou basalbides) sao definidos através de
perfis de expressdo génica e/ou imunoistoquimica, tendo sido inicialmente
descritos como neoplasias que apresentam perfis génico e protéico semelhantes
aos das células basais/mioepiteliais da mama normal (PEROU et al, 2000;
SORLIE et al, 2001). Assim verificou-se neste grupo expressao de citoqueratinas
de alto peso molecular, as chamadas citoqueratinas (CK) basais (CK5, CK14 e
CK17), além de laminina, c-kit, receptor do fator de crescimento epidérmico tipo 1
(EGFR ou HER1), e P-caderina (ABD EL-REHIM et al, 2005; NILSEN et al, 2004).
Os tumores de fendtipo luminal, por outro lado, expressam CK7, CK8/18 e CK19,
como as celulas epiteliais luminais da mama normal (FULFORD et al, 2006;
FULFORD et al, 2007).

Como o uso das técnicas de microarranjos de cDNA ainda nao € rotineiro, a
maioria dos trabalhos define os carcinomas de fendtipo basal
imunoistoquimicamente. Por conseguinte, para auxiliar a padronizar as
investigagdes, uma definicdo precisa destes tumores seria necessaria,
estabelecendo um subtipo mais uniforme de neoplasias e aumentando a
probabilidade de que caracteristicas prognésticas/preditivas possam ser aplicaveis
para todo o grupo. Ainda ndo ha, entretanto, consenso internacional determinando
precisamente quais marcadores devem ser empregados para definir e identificar
os carcinomas de tipo basal (FADARE & TAVASSOLI, 2007; RAKHA et al, 2008c).

A maioria dos autores incluiu em suas definicdes imunopositividade para CK5 ou
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CK5/6 (ABD EL-REHIM et al, 2005; ARNES et al, 2005; BANERJEE et al, 2006;
FOULKES et al, 2004; KIM et al, 2006; LAAKSO et al, 2005; MATOS et al, 2005;
NILSEN et al, 2004; RAKHA et al, 2006a; RAKHA et al, 2006b; RAKHA et al,
2007b; RIBEIRO-SILVA et al, 2005; RODRIGUEZ-PINILLA et al, 2006;
SIZIOPIKOU et al, 2007; VAN DE RIJN et al, 2002). Outros marcadores também
ja requeridos para a inclusdo no grupo de tumores basais foram CK14 (ABD EL-
REHIM et al, 2004; ABD EL-REHIM et al, 2005; BANERJEE et al, 2006;
FULFORD et al, 2006; KIM et al, 2006; LAAKSO et al, 2005; RAKHA et al, 2006a;
RAKHA et al, 2006b; RAKHA et al, 2007b), CK17 (BANERJEE et al, 2006; VAN
DE RIJN et al, 2002), EGFR (KIM et al, 2006; NILSEN et al, 2004; REIS-FILHO et
al, 2006; RODRIGUEZ-PINILLA et al, 2006), c-kit (KIM et al, 2006; NILSEN et al,
2004), p63 (LAAKSO et al, 2005; MATOS et al, 2005; RIBEIRO-SILVA et al, 2005)
e P-caderina (ARNES et al, 2005; MATOS et al, 2005).

Os trabalhos pioneiros de Perou et al (2000) e Sorlie et al (2001) identificaram
0s carcinomas basais no grupo dos tumores negativos para RE, RP e HER2, os
chamados tumores triplo-negativos (TTN). Em decorréncia disto, alguns estudos
exigiram especificamente a auséncia de imunorreatividade para estes marcadores
como critério de definigdo dos tumores de tipo basal (KIM et al, 2006; MATOS et
al, 2005; RODRIGUEZ-PINILLA et al, 2006), enquanto outros ndo apresentavam
esta exigéncia. Apesar de haver grande sobreposicdo entre os TIN e os
carcinomas de fendtipo basal, esta ndo é completa (RAKHA et al, 2008a).
Analises quanto ao status de RE, RP e HER2 em carcinomas de mama
classificados como basais através de seus perfis de expressdo génica/protéica

mostram que estes tumores expressam pelo menos um destes trés marcadores
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em 15% a 54% dos casos (CALZA et al, 2006; NIELSEN et al, 2004; SOTIRIOU et
al, 2003). E importante frisar, portanto, que TTN e tumores de fenétipo basal ndo
sao sinbnimos (REIS-FILHO & TUTT, 2008).

Utilizando blocos de parafina provenientes dos tumores de fendtipo basal
previamente identificados por Sorlie et al (2001) em seus trabalhos com
microarranjos de DNA, Nielsen et al (2004) realizaram estudo imunoistoquimico
para citoqueratina 5/6 (CK5/6), HER1, c-KIT, RE e HER2. A partir de 21 tumores
de carcinomas de tipo basal, identificados através de seus perfis génicos,
observou-se que este subtipo era tipicamente negativo para RE e HER2, e
positivo para CK5/6, HER1 e c-kit, sendo que os 16 casos com este perfil protéico
apresentavam o perfil génico de tipo basal, demonstrando sensibilidade de 76% e
especificidade de 100%. Aplicando estes marcadores e empregando
microarranjos de tecido de carcinomas de mama representativos de 930 pacientes
e com um tempo médio de seguimento de 17,4 anos, a expressao de CK5/6 foi
associada com baixa sobrevida livre de doenca. A expressdo de HER1 foi
identificada em 54% dos casos CK5/6-positivos (e em 11% dos casos CK 5/6-
negativos), estando também associada com pior sobrevida. Foi proposto entdo,
pela primeira vez, um painel imunoistoquimico de quatro anticorpos (RE, HERZ2,
HER1 e CK5/6), para identificar com acuracia e elevada especificidade os tumores
de fenotipo basal.

Ribeiro-Silva et al (2005) aplicaram nove marcadores (p63, CK5, CK8/18,
BRCA1, RE, RP, p53, c-erbB-2 e Ki67) em amostras provenientes 102 carcinomas
ductais invasores. Os casos positivos para CK5 foram submetidos a dupla

coloragcdo com p63, notando-se forte correlacdo da expressdo destes dois
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marcadores, estando ambos também associados a negatividade para receptores
hormonais, reducédo da expressao de BRCA1, alto grau histologico e elevada taxa
proliferativa.

Através da analise de TMA representativos de 168 carcinomas invasores da
mama, Matos et al (2005) verificaram nos tumores basais expressdo de P-
caderina, p63 e CK5. Neste estudo os autores definiram o fendtipo basal pela
imunopositividade para pelo menos um destes trés marcadores (CK5, p63 ou P-
caderina) e negatividade para RE e HERZ2. Isto significa que um caso poderia ser
incluido no grupo de tumores basais apenas pela expressdao de p63, além da
auséncia de marcacado para RE e HER2. Rakha et al (2006a), no entanto,
relataram recentemente que os tumores com o denominado “fenétipo mioepitelial”
(positividade para actina de musculo liso e/ou p63) sdo distintos, em termos de
prognostico, dos tumores de fenétipo basal (CK5/6- e/ou CK14-positivos).

Estas diferengas quanto a definicdo indubitavelmente afetam a proporcédo de
carcinomas classificados como de tipo basal, com risco de nao serem
identificadas subclasses biologicamente relevantes. Ha ainda implicagbes
prognosticas no uso de diferentes definicdes, como ja mencionado. Dentre os
carcinomas ductais invasores de alto grau, se o fenétipo basal € definido apenas
pela imunorreatividade para CK14, esta caracteristica n&o se correlaciona
significativamente com a sobrevida global e a sobrevida livre de doencga
(FULFORD et al 2007). Entretanto, se a definicao incluir imunopositividade para
pelo menos uma das CK5/6, CK14 ou CK17, o fendtipo basal esta associado com

redugao das sobrevidas global e livre de doengca (BANERJEE et al, 2006).
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Rakha et al (2007b) estudaram os padrdes de expressao das CK basais
(CK5/6 e CK14), RE, RP, receptores de androgénio, EGFR, HER2, BRCA1, P-
caderina e marcadores mioepiteliais (actina de musculo liso e p63) em uma série
bem caracterizada de carcinomas mamarios invasores (1872 casos), com tempo
de seguimento longo e utilizando TMA e imunoistoquimica. Embora a expresséo
de CK basais tenha sido associada a outros marcadores, estes ndo auxiliaram a
identificar aqueles casos de pior evolugdo. Ao contrario, quando foram
empregados para definir os casos de fenétipo basal, reduziram consideravelmente
a proporc¢ao de casos alocados no grupo de pior prognéstico. Este trabalho entédo
propbs que a definicdo do fendtipo basal seja baseada apenas na expressao de

CK basais (CK5/6 e/ou CK14), a despeito da expresséo de outros marcadores.

3.3- Frequéncia

Os tumores de fendtipo basal, identificados através de estudos de perfis de
expressao génica e imunoistoquimica em grandes séries de pacientes,
representam 7% a 19% dos carcinomas mamarios invasores (ABD EL-REHIM et
al, 2005; MATOS et al, 2005; NIELSEN et al, 2004; PEROU et al, 2000; SORLIE
et al, 2003; VAN DE RIJN et al, 2002).

No grupo dos TTN a freqiéncia é significativamente maior, sendo que 56% a
84% dos carcinomas expressam marcadores de fendtipo basal, como CK basais e

EGFR (TISCHKOWITZ et al, 2007; RAKHA et al, 2007a).
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3.4- Caracteristicas clinicas

Os carcinomas de fenoétipo basal tém sido consistentemente associados a
comportamento clinico agressivo, com sobrevida global (SG) e sobrevida livre de
doenga (SLD) baixas (ABD EL-REHIM et al, 2004; NIELSEN et al, 2004; VAN DE
RIJN et al, 2002). Alguns estudos demonstraram a expressao de CK basais como
fator prognostico independente da dimensao tumoral, grau histologico e status
linfonodal (ABD EL-REHIM et al, 2004; RAKHA et al, 2007b). Entretanto, até
recentemente, quando comparados com tumores nao basais RE-negativos
(JUMPPANEM et al, 2007) ou de grau histologico semelhante (FULFORD et al,
2007), o fendtipo basal ndo seria, por si s6, um indicador de pior progndstico.
Cheang et al (2008), empregando microarranjos de tecido representativos de
3.744 carcinomas mamarios, compararam a significancia prognostica de um painel
imunoistoquimico de trés marcadores (RE, RP e HER2), indicador do fendtipo
triplo-negativo, com um painel de cinco marcadores (RE, RP, HER2, CK5/6 e
EGFR), indicador do fendtipo basal. A frequéncia de TTN foi de 17% (sobrevida de
67% em 10 anos) e a de tumores de tipo basal foi de 9% (sobrevida de 62% em
10 anos). A analise multivariada mostrou que o painel de cinco marcadores tem
maior valor prognostico que o de trés marcadores, ressaltando que o pior
prognostico de pacientes com TTN é conferido quase inteiramente pela expressao
de marcadores basais. Entre pacientes com TTN tratados com quimioterapia
adjuvante, a positividade para CK5/6 e EGFR identificou uma coorte de pacientes

com evolugdo clinica significativamente pior, indicando que o painel de cinco
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anticorpos é melhor preditor de sobrevida que o painel de trés marcadores
utilizado na rotina de avaliagdo do cancer de mama.

Além de associados a pior prognostico, os carcinomas de tipo basal tendem a
ocorrer em pacientes com idade média inferior a observada para aquelas com
outros carcinomas ductais invasores de alto grau, com médias de 49,9 anos
versus 53,9 anos, respectivamente (FULFORD et al, 2007). Estes tumores
também tém sido relatados com maior frequéncia no grupo de mulheres jovens
(idade menor que 35 anos ou na pré-menopausa), e de origem afro-americana ou
hispanica (BAUER et al, 2007; CAREY et al, 2006; MORRIS et al, 2007). O
primeiro trabalho a atentar para este fato foi o Carolina Breast Cancer Study, que
correlacionou o fendtipo basal com raga e status menopausal, mostrando maior
prevaléncia destes tumores entre mulheres afro-americanas na pré-menopausa
(39%), quando comparadas as mulheres afro-americanas na pds-menopausa
(14%) e as mulheres nao afro-americanas de qualquer idade (16%), contribuindo
para o pior prognéstico observado no primeiro grupo (CAREY et al, 2006). Outros
estudos também mostraram que a expressédo de marcadores preditivos em cancer
de mama sofreria influéncia do fator racial. Pacientes negras com tumores triplo-
negativos apresentam pior progndstico que as caucasianas, independente do
estadio no momento do diagndstico (BAUER et al, 2007; MORRIS et al, 2007).

Em alguns trabalhos, ressalta-se ainda que os tumores basais apresentam
comportamento biolégico diferente dos demais carcinomas mamarios pouco
diferenciados, com padréao de disseminagcao distinto (FULFORD et al, 2007;
RAKHA et al, 2007b). Comparados com outros tumores de alto grau, os

carcinomas de tipo basal tém menor tendéncia a evoluir com metastases para
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linfonodos axilares, ossos e figado. Ha, por outro lado, maior incidéncia de
metastases cerebrais e pulmonares (CAREY et al, 2006; FULFORD et al, 2007;
LUCK et al, 2008). Gaedcke et al (2007) demonstraram que a maioria dos
carcinomas mamarios metastatizantes para o cérebro pertencem aos subgupos
dos tumores basais ou com superexpressao de HER2.

Os tumores de tipo basal também parecem apresentar padrdo distinto de
resposta a quimioterapia, a uUnica modalidade de terapia sistémica atualmente
disponivel para pacientes com TTN (basais e ndo-basais). Apesar destes
pacientes mostrarem elevadas taxas de resposta a quimioterapia neoadjuvante
com antraciclinas (maior sensibilidade terapéutica), ndo apresentam resposta
patolégica completa, ainda evoluindo com pior progndstico e baixa sobrevida

(CAREY et al, 2007; TAN et al, 2007).

3.5- Caracteristicas patoldgicas

Morfologicamente, embora ndo haja achados especificos dos carcinomas de

fendtipo basal, algumas caracteristicas sdo encontradas com maior frequéncia

nestes tumores.

3.5.1- Dimenséao tumoral e atividade proliferativa

A maioria dos trabalhos relata que ndo ha diferencas significativas quanto ao

tamanho do tumor, ao se compararem os carcinomas basais com os outros

suptipos moleculares de tumores mamarios, definidos através de perfis de
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expressao génica (CALZA et al, 2006; SOTIRIOU et al, 2003). Além disso, um
estudo recente demonstrou que a dimensdo tumoral ndo € um indicador
prognostico importante nos tumores de tipo basal, como é observado nos

carcinomas invasores nao basais (FOULKES et al, 2008).

Varios estudos tém consistentemente confirmado que os tumores basais
apresentam taxas proliferativas altas, demonstradas através de indice mitético
elevado (média de 45 mitoses por 10 campos de grande aumento) e expressao
aumentada de Ki-67 (FULFORD et al, 2005; LIVASY et al, 2006; PEROU et al,
2000; POTEMSKI et al, 2005; RAKHA et al, 2006b; RIBEIRO-SILVA et al, 2005).
Esta taxa de crescimento elevada poderia explicar a grande representagcdo dos
carcinomas de fendtipo basal entre os chamados “carcinomas intervalares”
(interval breast cancers), ou seja, tumores que surgem no intervalo de tempo entre
mamografias de rastreamento (COLLETT et al, 2005; FADARE & TAVASSOLI,

2007).

3.5.2- Necrose e zona acelular central

A presencga frequente de zonas centrais acelulares ou necroéticas ja havia sido
descrita por Tsuda et al (1999) em tumores que expressavam marcadores
mioepiteliais, como SMA, S-100 e CK14. Tot et al (2000) também relataram a
presenca de necrose em carcinomas com expressao de CK basais. O unico
estudo morfolégico detalhado de tumores basais, definidos através de seus perfis

génicos, ndo evidenciou zona acelular central em nenhum dos 23 casos,



37

observando-se, por outro lado, areas extensas de necrose geografica (LIVASY et
al, 2006). Outros trabalhos correlacionaram o fenétipo basal e necrose tumoral
(ABD EL-REHIM et al, 2004; RAKHA et al, 2006b). Avaliando carcinomas ductais
invasores de alto grau, Fulford et al (2006) observou que os tumores basais
(definidos pela positividade para CK14) eram significativamente mais propensos a
apresentar cicatriz central e necrose tumoral do que os tumores ndo basais.
Entretanto, o significado deste achado permanece incerto, ja que muitas pacientes
sao submetidas a bidpsias por agulha antes da exérese completa do tumor e
freqlientemente notam-se areas centrais de fibrose reparativa, com formacao de
cicatriz secundaria a procedimento prévio. Seria necessario, ainda, padronizar o
tamanho e as caracteristicas desta zona acelular central (FADARE & TAVASSOLI,

2007).

3.5.3- Padrdes arquiteturais

Os carcinomas de fendtipo basal, em estudos empregando perfis de expressao
génica (LIVASY et al, 2006) e protéica (FULFORD et al, 2006; MATOS et al 2005),
tém maior propensao a apresentar padréo de crescimento expansivo, com bordas
ndo infiltrativas. Estes tumores exibem graus variaveis de infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario peritumoral, mas em proporcdes que excedem aquelas
observadas nos tumores ndo basais (FULFORD et al, 2006; LIVASY et al, 2006).
Estas caracteristicas favorecem a associacdo com os chamados carcinomas

medulares atipicos. A maioria dos tumores mostra ainda baixa formacgéao tubular,
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crescendo em padrao sincicial ou formando ninhos. Em alguns casos pode-se

observar também padrao adendide cistico (FADARE & TAVASSOLI, 2007).

3.5.4- Tipos histoldgicos

Muitos trabalhos ja mostraram que o tipo histolégico mais comumente
associado ao fenétipo basal é o carcinoma ductal invasor sem outra especificagéo,
com proporc¢des que variam de 68,4% a 86% dos tumores basais (ABD EL-REHIM
et al, 2004; ABD EL-REHIM et al, 2005; KIM et al, 2006; NIELSEN et al, 2004;
RAKHA et al, 2006a; RAKHA et al, 2006b). Como os carcinomas ductais invasores
sem outra especificagdo (CDI-SOE) representam o tipo histologico mais frequente
dos tumores de mama, é légico esperar que seja também o mais prevalente entre
os subgrupos moleculares. De fato, ao se examinar uma grande série de
carcinomas mamarios, dividindo-os em classes distintas através dos padrbes de
expressdao de varios biomarcadores, foi demonstrado que os CDI-SOE se
distribuem igualmente entre os subgrupos (ABD EL-REHIM et al, 2005).

Estudos relatam que 5,4% a 7,7% dos carcinomas lobulares invasores de
padrao classico exibem imunorreatividade para CK basais (ABD EL-REHIM et al,
2004; PIEKARSKI et al, 2006). Fadare et al (2008), em uma série de 82 casos de
carcinomas lobulares invasores, todos E-caderina-negativos, identificaram
positividade para CK5/6 em 14 (17%) tumores. Outro trabalho demonstrou néo
haver associagao estatisticamente significativa entre tipo histolégico (ductal versus
lobular) e a expressdao de marcadores basais, como CK5/6 e P-caderina

(COLLETT et al, 2005).
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O carcinoma medular da mama € um tipo histologico raro, de alto grau e bom
prognostico, sendo mais frequente em pacientes com cancer hereditario,
portadoras de mutagcbées do gene BRCA1 (RIDOLFI et al, 1977). Jacquemier et al
(2005) demonstraram, através de analise multivariada com regressao logistica,
que os carcinomas medulares puros ou tipicos poderiam ser mais facilmente
diagnosticados pela associagdo da expressdo de P-caderina, MIB1 maior que
50%, negatividade para HER2 e positividade para p53, ressaltando que 50% dos
tumores rigorosamente classificados como medulares nesta série exibiram
diferenciacado basal/mioepitelial. Rakha et al (2006b) demonstraram que 5,8% dos
tumores basais sdo carcinomas medulares. Outros trabalhos mostraram que
proporgdes significativas dos carcinomas medulares tipicos e atipicos (carcinoma
medular variante) expressam CK basais (JACQUEMIER et al, 2005; KIM et al,
2006; RODRIGUEZ-PINILLA et al, 2007a; TOT et al, 2000). Tot et al (2000)
relataram que 12% dos carcinomas medulares sao imunorreativos para CK14,
enquanto que 25% dos carcinomas medulares tipicos e 43% dos atipicos
expressam CK5/6. Posteriormente, Bertucci et al (2006), empregando
microarranjos de oligonucleotideos e comparando os perfis de expressao génica
de carcinomas medulares e CDI-SOE de alto grau, demonstraram que os
primeiros constituem um grupo menos heterogéneo que os ultimos. Enquanto
todas as subclasses moleculares foram representadas no grupo dos CDI-SOE,
95% dos carcinomas medulares exibiram perfil basal. Além disto, os carcinomas
medulares de tipo basal apresentaram perfis génicos diferentes dos CDI basais,

com superexpressdo de genes envolvidos na diferenciagdo para musculo liso,
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sugerindo que estes tumores seriam um subgrupo distinto de tumores basais com
diferenciacdo mioepitelial.

A maioria dos carcinomas tradicionalmente relacionados a diferenciacéo
mioepitelial (carcinoma mioepitelial, carcinoma adenoescamoso de baixo grau e
carcinoma adendide cistico) expressam CK basais, além de geralmente serem
triplo-negativos (FADARE & TAVASSOLI, 2007).

E relevante ainda destacar que cerca de 30% a 75% dos carcinomas
metaplasicos da mama apresentam fendtipo basal (LEIBL et al, 2005;
MCCARTHY et al, 2007; REIS-FILHO et al, 2005; REIS-FILHO et al, 2006),
detectando-se a expressao de diversos marcadores, como p63, P-caderina,
actina, EGFR, CK14 e CK5 (BOSSUYT et al, 2005; KIM et al, 2006; LEIBL et al,
2005; REIS-FILHO et al, 2005; REIS-FILHO et al, 2006). Reis-Filho et al (2006)
aplicaram o painel imunoistoquimico proposto por Nielsen et al (2004) em 65
casos de carcinomas metaplasicos e demonstraram que 91% dos tumores
apresentavam fendtipo basal, independente do tipo de seus elementos
metaplasicos. Bossuyt et al (2005) detectaram imunopositividade para EGFR em
34 de 39 carcinomas com diferenciagdo escamosa (87%). Em uma série de CDI-
SOE de alto grau, Fulford et al (2006) demonstraram que a presenga de células
fusiformes e metaplasia escamosa € um fator preditor independente para o
fenotipo basal, definido pela expressado de CK14.

Outros tipos histolégicos mais raros que podem expressar marcadores basais
incluem os carcinomas papilifero invasor (43%), cribriforme invasor (7,7%), tubular

(4,2%) e mucinoso (21%), entre outros (KIM et al, 2006; RAKHA et al 2006b).
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3.5.5- Grau histologico

Vérios trabalhos, tanto empregando perfis de expressao génica quanto
protéica, mostraram que os tumores de tipo basal apresentam predominantemente
alto grau histologico e observaram que CDI-SOE positivos para marcadores
basais sao significativamente mais propensos a serem pouco diferenciados ou de
grau lll (ABD EL-REHIM et al, 2004; FOULKES et al, 2004; LIVASY et al 2006;
RAKHA et al, 2006; RIBEIRO-SILVA et al, 2005; KIM et al, 2006; RODRIGUEZ-
PINILLA et al, 2006; RODRIGUEZ-PINILLA et al, 2007a; LAAKSO et al, 2005).
Entretanto ainda ndo ha estudos suficientes para determinar se o grau histoldgico
se correlaciona com o fenotipo basal em outros tipos histologicos, e se o perfil
génico do subgrupo basal, por si sO, prové informagdes prognosticas,

independentemente do grau histolégico (FADARE & TAVASSOLI, 2007).

3.6- Imunofendétipo

Os carcinomas de tipo basal, como descrito anteriormente, sé&o
freqientemente, mas nao invariavelmente, tumores triplo-negativos, ou seja, séo
negativos para receptores de estrégeno, receptores de progesterona e HER2
(LIVASY et al, 2006; RAKHA et al, 2007a). Observa-se ainda imunorreatividade
para CK de alto peso molecular, as chamadas CK basais, tais como CK5, CK5/6,

CK14 e CK17 (ABD EL-REHIM et al, 2005; ARNES et al, 2005; BANERJEE et al,
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2006; FOULKES et al, 2004; KIM et al, 2006; LAAKSO et al, 2005; MATOS et al,
2005; NILSEN et al, 2004; RAKHA et al, 2006a; RAKHA et al, 2006b; RAKHA et
al, 2007b; RIBEIRO-SILVA et al, 2005; RODRIGUEZ-PINILLA et al, 2006;
SIZIOPIKOU et al, 2007; VAN DE RIJN et al, 2002). Além da expressao de CK
basais, também foi descrita, em diferentes propor¢des, positividade para p63, P-
caderina, EGFR (HER1) e c-kit (ARNES et al, 2005, KIM et al, 2006; MATOS et al,
2005; NILSEN et al, 2004; RAKHA et al, 2007b; REIS-FILHO et al, 2005;
RIBEIRO-SILVA et al, 2005; RODRIGUEZ-PINILLA et al, 2006). A positividade
para EGFR tem sido consistentemente demonstrada em diferentes trabalhos, com
elevadas proporgdes, que variam de 40% a 70% dos casos (KIM et al, 2006;
NILSEN et al, 2004; REIS-FILHO et al, 2005; RODRIGUEZ-PINILLA et al, 2006).
Estes tumores mostram ainda mutacbes do gene TP53 ou expressao
imunoistoquimica de p53 em até 85% dos casos (CALZA et al, 2006; CAREY et al,
2006; KIM et al, 2006; SORLIE et al, 2001). Alguns autores relatam que
carcinomas basais podem expressar CK luminais, como CK7/8, CK8/18 e CK19,
em 62% a 98% dos casos, sendo referidos como carcinomas basais mistos (ABD
EL-REHIM et al, 2004; KIM et al, 2006; LIVASY et al, 2006). Ha ainda autores que
reportam a coexpressao de CK5/6 e HER2 (em até 24% dos casos), por vezes se
referindo a estes tumores como carcinomas basoluminais (KORSCHING et al,
2008; KUSINSKA et al, 2005; MATOS et al, 2005). Outras proteinas encontradas
em cerca de 20% a 35% dos casos de tumores basais incluem a laminina
(RODRIGUEZ-PINILLA et al, 2007b), vimentina (LIVASY et al, 2006;
RODRIGUEZ-PINILLA et al, 2007b), SMA (LIVASY et al, 2006), E-caderina

(RAKHA et al, 2006), ciclina E (FOULKES et al, 2004; POTEMSKI et al, 2005),
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fascina (RODRIGUEZ-PINILLA et al, 2006), maspina (REIS-FILHO et al, 2005),
nestina (LI et al, 2007), VEGF (RIBEIRO-SILVA et al, 2006), BRCA-1 (RAKHA et
al, 2006b; RAKHA et al, 2007b; RIBEIRO-SILVA et al, 2005), caveolina 1 (PINILLA
et al, 2006; SAVAGE et al, 2007) e caveolina 2 (SAVAGE et al, 2007).

O papel da caveolina, um componente estrutural, no cancer de mama é
controverso, embora a maioria dos trabalhos sugira que funcione como um gene
supressor tumoral. E expressa, na mama normal, pelas células mioepiteliais e
endoteliais, fibroblastos e adipocitos. No cancer de mama, a caveolina 2 foi
observada em 9,6% dos casos, e esteve relacionada com alto grau histolégico,
elevada taxa proliferativa, negatividade para receptores hormonais e
imunorreatividade para EGFR, p53 e marcadores basais. A expressdo de
caveolina 2 foi significativamente associada ao imunofenétipo basal e a pior
prognostico (SAVAGE et al, 2007). De forma semelhante, identificou-se expressao
de caveloina 1 em 9,4% de carcinomas mamarios invasores, sendo demonstrada
forte associagdo com o fendtipo basal, notando-se que 52% dos tumores positivos
para tal marcador eram basais (PINILLA et al, 2006; SAVAGE et al, 2007).

BRCA1 é um gene supressor tumoral que, ao sofrer mutagdes, estad associado
ao desenvolvimento do cancer de mama hereditario e corresponde a cerca de
10% dos casos diagnosticados. Carcinomas relacionados a mutagdes de BRCA1
tendem a apresentar alto grau histoldgico, caracteristicas medulares, negatividade
para receptores hormonais e HER2, positividade para p53, auséncia de
metastases axilares e pior prognéstico (FOULKES et al, 2004). Recentemente,
demonstrou-se que a maioria destes tumores exibem fenétipo basal, detectando-

se expressao de CK5, CK5/6, CK14 e P-caderina (ARNES et al, 2005; FOULKES



et al, 2004; LAAKSO et al, 2005; PALACIOS et al, 2005; RIBEIRO-SILVA et al,
2005; TURNER et al, 2007). Em tumores esporadicos, embora mutagdes génicas
sejam raras, a perda da fungéo protéica do BRCA1 parece ser importante, tanto
pela redugcdo de sua expressao como por localizagdo subcelular incorreta,
sugerindo o seu envolvimento na patogénese destes tumores, incluindo os
carcinomas de tipo basal (RAKHA et al, 2008e). Turner et al (2007) mostraram
elevada prevaléncia de disfungdo de BRCA1 em carcinomas basais esporadicos,
por reducado significativa da expressdao de seu RNA mensageiro e por aumento
dos niveis de ID4, um inibidor de BRCA1. A localizagdo subcelular do BRCA1
pode ser nuclear, em invaginagdes citoplasmaticas para o nucleo, ou localizagdo
citoplasmatica anormal. Este padrdao de expressdo variavel pode refletir em
diferengas na especificidade dos anticorpos e nos métodos imunoistoquimicos
empregados. Avaliando a expressao imunoistoquimica de BRCA1 em 1940 casos
de carcinomas mamarios invasores, Rakha et al (2008e) identificou que a reducao
ou auséncia da expressao nuclear de BRCA1 foi mais frequente em CDI-SOE e
em carcinomas medulares, estando também associada a alto grau histolégico,
status linfonodal avangado, invasao vascular, receptores hormonais negativos,
positividade para p53 e para marcadores basais (CK5/6, CK14, EGFR e p-
caderina), e menor sobrevida. A expressao citoplasmatica de BRCA1 se
correlacionou com maior taxa de recorréncias e com positividade para EGFR.
Enfim, além dos marcadores definidores, grande variedade de proteinas tém
sido demonstradas nos tumores basais através de estudos imunoistoquimicos,
alguns deles indicando graus variaveis de diferenciagdo mesenquimal, mioepitelial

e/ou basal. Embora sejam inespecificas, estas proteinas podem contribuir para
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elucidar a patogénese dos carcinomas de tipo basal, estabelecer seu diagndstico

e classificacao, e funcionar como alvos terapéuticos potenciais.

3.7- Implicacdes terapéuticas

Carcinomas de tipo basal sdo geralmente tumores de alto grau, linfonodo-
negativos e que nao expressam RE, RP e HER2. Tal fendtipo traz dilemas
terapéuticos importantes, especialmente tendo conhecimento que parte dos
pacientes evoluirdo com recidiva precoce e morte em decorréncia de doenca
metastatica. Agentes anti-estrogénicos e transtuzumab (Herceptin) ndo sao opgao
para estes pacientes e, atualmente, quimioterapia e radioterapia para controles
sistémico e local representam as unicas alternativas disponiveis. Entretanto, a
escolha do melhor esquema quimioterapico permanece indefinida para pacientes
portadoras de TTN.

Diferentes estudos mostram que varias caracteristicas dos tumores basais
estdo classicamente relacionadas a boa resposta clinica e patologica a
quimioterapia neoadjuvante, como negatividade para RE e elevada taxa
proliferativa (CLEATOR et al, 2002; GUARNERI et al, 2006). No entanto ha
poucos trabalhos avaliando a eficacia da quimioterapia em pacientes com tumores
basais. Em um estudo prospectivo, Rouzier et al (2005) demonstraram resposta
completa de 45% ao tratamento com paclitaxel e doxorrubicina nos carcinomas de
tipo basal. Banerjee et al (2006), por outro lado, observaram que quimioterapia
adjuvante com derivados da antraciclina néo foi tdo eficaz nos tumores basais

quanto naqueles nao basais. Um estudo recente relatou baixa taxa de resposta
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dos carcinomas basais a terapia adjuvante com docetaxel, adriamicina e
ciclofosfamida (CAREY et al, 2007).

Foram identificados varios alvos terapéuticos potenciais nos tumores basais,
como o EGFR, HERS3, HER4, c-kit, entre outros (RAKHA et al, 2008f). Entre os
farmacos aprovados para a inibicdo do EGFR estao o anticorpo monoclonal contra
o seu dominio extracelular, como o cetuximab, e os inibidores da atividade
tirosina-quinase do receptor, como o gefitinib, erlotinib, e mais recentemente o
lapatinib, que atua sobre o EGFR e o HER2 (KATZ et al, 2007). Entretanto estas
drogas apenas foram testadas e bem sucedidas para outros tumores, sendo que
seu uso ainda nao foi validado para o tratamento do cancer de mama
(MENDELSOHN et al, 2006). Ensaios clinicos ja estdo em andamento para avaliar
a eficacia dos agentes anti-EGFR (cetuximab isolado ou combinado com
quimioterapia) no tratamento dos carcinomas de tipo basal. Apesar de haver
expressao de c-KIT em grande proporgéo de tumores basais, mutagdes ativadas
do gene KIT nao sédo encontradas nestes tumores. Uma vez que estas mutagoes
sao o principal preditor de resposta aos inibidores do receptor tirosina-quinase tipo
[ll, como o imatinib, ainda ndo se sabe se estas drogas podem trazer beneficios
ao tratamento do cancer de mama (RAKHA et al, 2008f).

Devido a sobreposigao entre o cancer associado ao BRCA1 e os carcinomas
basais, é logico pensar que as opgoes terapéuticas para o primeiro poderiam ser
Uteis para os tumores de tipo basal. Os defeitos de reparo do DNA observados
nos carcinomas hereditarios contribuem para maior sensibilidade a esquemas
quimioterapicos com derivados de antraciclinas, sais de platina ou inibidores da

PARP (polimerase de poli-ADP-ribose), levantando a possibilidade de que os
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tumores basais possam ser mais sensiveis a certos agentes quimioterapicos
(CHAPPUIS et al, 2002; DA SILVA et al, 2007; JAMES et al, 2007; KORSCHING
et al, 2008; RAKHA et al, 2008f; TURNER et al, 2007).

Embora haja relatos de que os tumores de tipo basal possam apresentar
melhor resposta a quimioterapia convencional (CAREY et al, 2007; DIALLO-
DANEBROCK et al, 2007), o fendtipo basal parece ndao ser um fator preditivo
independente de resposta terapéutica, apds se levar em conta a contribuicdo de
outros aspectos, como alto grau histolégico, elevada taxa proliferativa e
negatividade para RE e RP (ROUZIER et al, 2005). Investigagdes futuras sao
necessarias para determinar se estratégias terapéuticas mais agressivas
poderiam melhorar a evolugcdo destes pacientes, assim como definir quais dos

esquemas terapéuticos disponiveis na atualidade seria 0 mais benéfico.

4- MICROARRANJOS DE TECIDO (TISSUE MICROARRAYS)

A técnica de tissue microarrays (TMA) permite a analise retrospectiva em larga
escala da expressao protéica dos tumores através da imunoistoquimica, sendo
possivel conhecer a expressao de uma determinada proteina em até 1000 casos
diferentes em apenas uma lamina histoldégica. Esta técnica apresenta acuracia
comprovada que justifica seu emprego com amplas vantagens de custo e tempo
para os estudos retrospectivos de grandes centros ou estudos cooperativos com
grandes bancos de dados (BUBENDOREF, et al, 2001; MILANES — YEARSLEY, et

al, 2002; SAPINO et al, 2006).
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Em 1986, Battifora et al desenvolveram a técnica do sausage ou multi-tissue
tumor block (MTTB), onde tecidos diferentes eram processados juntos em um
mesmo bloco de parafina de modo aleatério e ndo ordenado. Esses blocos eram
utilizados para teste de novos anticorpos e como controle de qualidade das
reagdes imunoistoquimicas. Kononen et al (1998) aprimoraram a técnica de
Battifora: cilindros de amostras eram retiradas de tecidos de blocos de parafina
pré-existentes e reembebidos em um novo bloco de forma ordenada, com
coordenadas pré-estabelecidas, tamanhos e formas regulares. Essa técnica
apresentou a vantagem de todas as amostras serem processadas em um mesmo
momento e em condi¢gdes idénticas. E ainda preserva o material remanescente

para outras pesquisas ou necessidades diagndsticas.

4.1- Construcdo dos TMA

Para a construgdo dos TMA o patologista estuda as laminas originais e
seleciona as areas de interesse que melhor representem o tumor. A seguir as
areas selecionadas sao identificadas nos blocos de parafina arquivados (bloco
doador) e um ou mais cilindros de tecido (que podem variar de 0,6mm a 2,0mm de
diametro e 3 a 4 mm de comprimento) sado retirados da(s) area(s) escolhida(s)
com uma agulha acoplada a um equipamento de precisdo. Este cilindro € entéo
introduzido em um novo bloco (bloco receptor), previamente preparado com
orificios cilindricos vazios. Os cilindros dos varios casos sdo sucessivamente
adicionados ao bloco receptor, manualmente ou com a ajuda de aparelhos

especificos, e a posicdo de cada caso € identificada em uma planilha com
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referéncias de coluna e linha (eixos X e Y). Ao fim, obtém-se um bloco receptor
que pode conter até 1000 amostras diferentes. Deste bloco sdo obtidos cortes
histolégicos sequenciais numerados em l|adminas tratadas com adesivo que
permitem a realizacdo de reagdes imunoistoquimicas. A leitura das laminas dos
TMA pode ser feita em microscopia éptica convencional pelo patologista, seguindo
a planilha previamente preparada com as coordenadas X e Y, anotando os
resultados encontrados em papel ou diretamente na base de dados do
computador. Varios grupos desenvolveram métodos de arquivo digital de imagens
com softwares de captura de imagens, interpretacdo e armazenamento
automatizado dos dados, permitindo rapida correlacdo entre os dados
armazenados previamente e os resultados obtidos, revisdo das imagens, quando
necessario, estudos comparativos de reprodutibilidade, etc. (LIU et al, 2002;

MANLEY et al, 2001).

4.2- TMA e cancer de mama

Os estudos para validacdo do método de TMA no cancer de mama
demonstraram ser possivel atingir 98% de concordancia com as reagdes nos
cortes histologicos usuais para marcadores imunoistoquimicos como o receptor de
estrogeno e HERZ2, utilizando-se trés amostras de 0,6mm de didmetro de cada
caso. Quando se utilizaram apenas duas amostras a concordancia obtida foi de
94% (CAMP et al, 2000; FEDOR & DE MARZO, 2005). Apesar da amostragem de
mais de uma area nos carcinomas de mama ser importante para que nos TMA

estejam representadas toda a heterogeneidade destes tumores, estudos recentes
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mostraram alta concordancia entre uma amostra de 0,6mm ou 2,0mm e os cortes
habituais do bloco doador (SELVARAJAN et al, 2006). Assim, trabalhos de outros
autores e de nosso laboratério mostram que amostras de TMA sao adequadas e
equivalentes as amostras de cortes histoldégicos convencionais para avaliagao de

marcadores em cancer de mama (ROCHA et al, 2006; SELVARAJAN et al, 2006).

5- JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Ha raros estudos com casuisticas brasileiras avaliando a freqléncia de
carcinomas mamarios de tipo basal em mulheres brasileiras, assim como a
expressao de diferentes marcadores nestes tumores e a evolugdo clinica das
pacientes. No entanto, estes trabalhos nao analisaram diferengas raciais ou
determinaram a frequéncia do fendétipo basal dentre os tumores triplo-negativos. A
populagéo brasileira € muito heterogénea devido ao tipo de colonizagao. O Brasil
acolheu imigrantes oriundos de trés continentes principais: europeus, africanos e
amerindios. Diferente dos EUA, no Brasil, apds cinco séculos de mistura étnica
destes trés grupos, torna-se inviavel correlacionar a cor da pele a ancestralidade.
E possivel que variagdes significativas de comportamento biolégico dos tumores
basais, como a verificada em diferentes grupos étnicos menos miscigenados, néao
sejam tdo nitidas em mulheres brasileiras devido a nossa heterogénea
ancestralidade genémica.

A partir desta revisdo da literatura abordando os diferentes aspectos dos

carcinomas mamarios de fenétipo basal formulamos as seguintes perguntas:
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1- Qual é a frequéncia de tumores triplo-negativos em carcinomas mamarios
invasores de mulheres brasileiras?

2- Qual é a frequéncia de carcinomas mamarios de fendtipo basal dentre os
tumores triplo-negativos?

3- Quais os marcadores imunoistoquimicos associados ao fendtipo basal
seriam observados em uma série de tumores triplo-negativos? E qual seria o
marcador mais freqliente?

4- Quais as principais caracteristicas morfolégicas dos tumores basais?

5- Considerando a maior prevaléncia e pior prognéstico dos carcinomas de
fendtipo basal em mulheres jovens e afro-americanas, em uma populagéo
miscigenada como a do Brasil estes tumores apresentariam comportamento
biolégico adverso como descrito na literatura?

6- Estes tumores seriam mais frequentes em mulheres na pré-menopausa?

7- Analisando a cor da pele, haveria diferengas significativas na sobrevida das
pacientes de diferentes grupos, como a que foi observada na populagdo norte-

americana?
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[OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho séo:

1- Identificar a frequéncia de carcinomas mamarios invasores triplo-negativos
em uma série de casos de mulheres brasileiras cujos tumores foram submetidos a
imunoistoquimica;

2- Avaliar a freqliéncia de carcinomas mamarios de fendtipo basal dentre
tumores triplo-negativos;

3- Estudar as caracteristicas imunofenotipicas dos tumores triplo-negativos,
avaliando a expressao dos marcadores do fendtipo basal e de outros marcadores
associados a estes tumores;

4- Analisar as caracteristicas clinicas dos pacientes e estadio da doenca no
momento do diagndstico inicial;

5- Avaliar os aspectos anatomo-patolégicos dos carcinomas de fenétipo basal;

6- Relacionar o progndstico de pacientes com tumores basais com o seu status

menopausal e seu grupo étnico.
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MATERIAIS E METODOS

Selecionamos para este estudo todos os casos de pacientes submetidas a
tratamento cirurgico (mastectomia; quadrantectomia; setorectomia ou
tumorectomia) no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) no periodo de 2001 a 2006 para tratamento de carcinoma mamario e
cujos tumores foram submetidos a [IQ para avaliacdo de fatores preditivos no
Laboratorio de Patologia Mamaria do Departamento de Anatomia Patoldgica e
Medicina Legal da Faculdade de Medicina da UFMG. Incluimos ainda casos de
tumores mamarios examinados no Departamento de Patologia do Hospital do
Cancer/A.C. Camargo de Sao Paulo. Selecionamos todos os casos cujos laudos
imunoistoquimicos revelaram negatividade para receptores hormonais (RE e RP)
e HER2 (tumores triplo-negativos), no exame original dos dois servigos. Assim,
para a inclusdo neste estudo, os casos preencheram os seguintes requisitos:

1- Ter diagnostico histoldgico original de carcinoma mamario invasor;

2- Ter testes imunoistoquimicos prévios revelando negatividade para RE, RP
e HERZ,;

3- Ter disponibilidade de laminas e blocos de parafina do tumor para

reavaliagao histologica e novo estudo imunoistoquimico.



1- DADOS CLINICOS

Os dados clinicos analisados neste estudo foram obtidos a partir das
requisicdes de exames histopatolégicos arquivados no Laboratério de Patologia
Mamaria e de pesquisa nos prontuarios médicos dos pacientes, arquivados no
Servico de Arquivo Médico do Hospital das Clinicas da UFMG (HC/UFMG).
Também foram coletados dados dos arquivos médicos do Departamento de
Patologia do Hospital do Cancer/A.C.Camargo, para os casos provenientes deste
servigo. Foram obtidos os seguintes dados: nome da paciente; registro geral; ano
da bidpsia; data do diagnéstico inicial e da ultima consulta e/ou 6bito; idade ao
diagnostico inicial; cor da pele (branca, negra, parda ou amarela); periodo
reprodutivo (pré ou pos-menopausa); histéria familiar para cancer de mama;
tratamentos complementares (hormonioterapia, quimioterapia, radioterapia);

recidivas (data e local); tempo de seguimento clinico.

2- ESTUDO ANATOMO-PATOLOGICO

2.1- Dados anatomo-patolégicos dos laudos originais

Os dados foram obtidos dos laudos anatomo-patolégicos e/ou relatérios

prévios arquivados nos referidos servigos de Patologia, sendo coletados: tamanho

do tumor, tipo histologico, formagao tubular, grau nuclear, indice mitético, grau

histoldgico, status linfonodal e estadiamento anatomo-patoldgico.
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A classificagdo do tumor com relagdo ao tamanho foi efetuada tendo como
base o sistema TNM, considerando-se a dimensao descrita no laudo original,
onde:

Tx — dado nao disponivel;

TO — sem evidéncia de tumor;

T1 — tumor menor ou igual a 2 cm;

T2 —tumorde 2 a 5 cm;

T3 — tumor maior que 5 cm.

2.2- Reviséo histopatologica

Todas as laminas originais coradas pelo método de hematoxilina-eosina (HE),
referentes aos casos selecionados, foram reavaliadas pela mesma patologista
(MDBA). A revisao histopatoldgica incluiu reavaliagao do tipo e grau histolégicos
dos tumores. Os casos cujas amostras exibiram artefatos de autdlise ou sinais de
processamento inadequado foram excluidos do estudo, uma vez que a ma
qualidade do tecido fixado indica a possibilidade de ma conservagao dos
antigenos tumorais e, consequentemente, afeta a fidedignidade das reacgdes

imunoistoquimicas.

2.2.1- Classificacao histoldgica

Para a classificagdo dos tumores quanto ao tipo histolégico, foram empregadas

as recomendacgdes de PAGE et al (1998), adotadas pelo Colégio Americano de
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Patologia (FITZGIBBONS et al, 2000), onde os carcinomas sao divididos em
ductal sem outra especificacdo (SOE), tipo “especial puro” e tipo “especial
variante”. Se o tumor nao apresenta nenhuma caracteristica histologica especial,
ele é considerado carcinoma ductal invasor SOE. Para ser referido como tipo
“especial puro”, o carcinoma deve exibir caracteristicas especificas em mais de
90% do tumor. Caso contenha tais caracteristicas em 75% a 90% do carcinoma,
este é classificado como tipo “especial variante”. Foram adotados critérios rigidos
para a classificagdo dos tipos especiais de cancer de mama, com definigbes
préprias para cada subtipo (FIG.1), como preconizado por ELSTON & ELLIS

(1998).
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FIGURA 1 - Diferentes tipos histolégicos de tumores mamarios
invasores, em cortes corados pelo método de HE (400X). Carcinoma
ductal invasor SOE pouco diferenciado (A); Carcinoma medular (B);
Carcinoma metaplasico (C); Carcinoma micropapilar (D); Carcinoma apocrino

(E); Carcinoma medular atipico (F).
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2.2.2- Graduacao histolégica

Para a avaliagdo do grau histoldgico, utilizamos o Sistema de Nottinghan
(ELSTON e ELLIS, 1998), onde o tumor é classificado como bem diferenciado
(baixo grau ou grau ), moderadamente diferenciado (grau intermediario ou grau Il)
ou pouco diferenciado (alto grau ou grau lll). Estas categorias sdo avaliadas
através de notas atribuidos a trés fatores (formacgao tubular, pleomorfismo nuclear
e contagem mitotica), os quais geram valores de 1 a 3 que somados, resultam em
um score final de 3 a 9.

A formacdo tubular é examinada segundo critérios objetivos, sendo
considerados tubulos somente as estruturas com lumen central bem definido.
Quando mais de 75% do tumor examinado € composto por tubulos, considera-se
o score 1; score 2 é atribuido a tumores com formacgao de 10% a 75% de tubulos;
e score 3 quando ha menos de 10% de formagao tubular.

Em relagao ao pleomorfismo nuclear, os valores também variam de 1 a 3. Com
o intuito de reduzir a subjetividade, as células neoplasicas sdo comparadas com
as células epiteliais normais do parénquima adjacente ao tumor. Na auséncia de
epitélio normal, a comparacgao é feita com linfécitos.

Para a avaliacdo do indice mitético, a dimensdo do campo microscopico é
fundamental e neste estudo o campo microscopico utilizado foi de 0,45mm. A
contagem de figuras de mitose é efetuada na periferia do tumor, escolhendo-se a
area de maior atividade proliferativa da neoplasia (“area quente” ou hot spot),
sendo examinados 10 campos microscépicos consecutivos de grande aumento

(objetiva de 40x). Atribui-se o valor 1 quando até 5 mitoses s&o encontradas em
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10 campos de grande aumento (high power fields ou HPF), valor 2 entre 6 e 10
mitoses por 10 HPF, e valor 3 se ha mais de 11 mitoses por 10 HPF.

Apods avaliacao individual de cada fator, os valores atribuidos a cada item sao
somados, obtendo-se numeros de 3 a 9. O tumor é classificado como grau |
quando a soma dos valores é de 3, 4 e 5; grau Il, com os valores 6 e 7; e grau lll,
se os valores sdo 8 e 9 (Quadro 1).

QUADRO 1 - Sistema de graduacdo histolégica dos tumores da mama

segundo ELSTON & ELLIS, 1991*

Parametro Graduacao
Formacgao Pontuagéao 1: > 75% da area tumoral
tubular Pontuacéo 2: entre 10-75% da area tumoral

Pontuagao 3: < 10% da area tumoral

Atipia nuclear  Pontuacgao 1: tamanho nuclear semelhante a célula ductal
normal (2-3 vezes o tamanho de uma
hemacia)

Pontuacao 2: nucleos de tamanho intermediario
Pontuacgédo 3: nucleos grandes e pleomorficos,
geralmente com nucléolos proeminentes
indice mitético  Pontuagdo 1: 1 mitose por campo de grande aumento
Pontuacéao 2: 2 mitoses por campo de grande aumento
Pontuagédo 3: 3 ou mais mitoses por campo de grande

aumento

*Modificado da classificagdo de BLOOM & RICHARDSON (1957)
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3- ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

3.1- Construcdo do TMA

A partir das laminas originais coradas pelo método da hematoxilina-eosina,
duas areas mais representativas e mais preservadas do tumor foram marcadas.
Os blocos de parafina referentes aos casos selecionados foram utilizados como
“blocos doadores”, a partir dos quais foram retirados dois cilindros de tecido das
areas previamente marcadas. Os cilindros obtidos foram colocados em um bloco
receptor, organizados em coordenadas definidas em uma planilha, permitindo a
identificagao precisa de cada amostra. O diametro de cada disco de tecido foi de
1mm, de modo que o microarranjo de tecido confeccionado contém cilindros com
amostras representativas de todos os tumores selecionados.

A montagem do TMA foi realizada utilizando-se um equipamento manual, da
marca Beecher Instruments®. Foi utilizada fita adesiva (Instrumedics®,
Hackensack, New Jersey) para auxiliar a transferéncia dos cortes de tecido para

as laminas, evitando que os discos de tecido se soltassem.

3.2- Reac¢Bes imunoistoquimicas

Laminas contendo cortes sequenciais do TMA foram coradas para RE, RP e
HER2 para confirmagcdo do diagnéstico de triplo-negativo. Em laminas
sequenciais, foram aplicados anticorpos dirigidos aos marcadores de

diferenciacdo basal (CK5 e CK14), e também outros marcadores, como EGFR,
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p63, caveolina, BRCA1 e p53 (TAB.1). O sistema de deteccéo da reagao utilizado
foi o Novolink Max Polymer® (Novocastra- Biosystems, UK), sistema de

amplificagao do polimero nao biotinilado (Anexo 3).
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TABELA 1 - Anticorpos primarios, dilui¢ces, fabricantes e tipo de

recuperacado antigénica utilizados nas reacdes imunoistoquimicas

Anticorpo Clone Diluicéo Fabricante/Pais Recuperacédo antigénica
RE 6F11 1: 1.000 Novocastra, RU Steamer/Citrato pH 6,0
RP PGr312 1: 1.000 Novocastra, RU Steamer/Citrato pH6,0
HER2 CB11 1: 80 Novocastra,RU Nao realizada
CK5 XM26 1: 100 Neomarkers, Panela de

EUA pressao/Citrato pH6,0
CK14 LLOO2 1: 400 Biogenex,EUA Panela de
pressao/Citrato pH6,0
EGFR 31G7 1: 200 Zymed,CA,EUA Digestdo enzimatica
(proteinaseK)
p63 4A4 1: 2.000 DAKO,EUA Banho maria
/EDTA/TRIS pH9,0
Caveolina E-249 1:500 Epitomics,EUA Pascal/Citrato pH6,0
BRCA1 GLK-2 1:300 DAKO,EUA Pascal/Citrato pH6,0
p53 DO-7 1:2.000 DAKO,EUA Panela de

pressao/Citrato pH6,0




63

3.3- Leitura das laminas do TMA

Todas as informagdes referentes a cada um dos cilindros que compuserem o
TMA foram anotadas em planilhas construidas através do programa Excel, com da
determinagao prévia das coordenadas X e Y no bloco receptor correspondente.
Esta documentacado é de fundamental importancia para a analise e interpretagao

dos resultados.

3.4- Avaliacédo e graduacao das reacfes imunoistoquimicas

Na avaliacédo dos receptores de estrégeno e progesterona, foram considerados
positivos os casos em que mais de 1% das células neoplasicas mostraram
coloracdo nuclear moderada ou forte, sendo estes excluidos. Quando nao se
observou nenhuma coloragao nuclear ou esta esteve presente em menos de 1 %
das células, a pesquisa foi considerada negativa e o caso foi incluido no estudo.
(GOLDHIRSCH et al, 2005; HARVEY et al, 1999).

Para a andlise da superexpressdao da proteina do HER2, a avaliagdo foi
efetuada de acordo com o Guia de Interpretacdo do HERZ2 proposto pela
Sociedade Americana de Oncologia e o Colégio Americano de Patologistas
(WOLFF et al, 2007), como descrito a seguir (Quadro 2):

Pesquisa negativa: score 0 (auséncia de marcagédo de membrana nas células
neoplasicas) ou 1+ (coloragdo de membrana fraca e incompleta em qualquer

proporgéo de células neoplasicas);
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Pesquisa indeterminada: score 2+ (Coloragdo fraca, mas bem definida,
envolvendo toda a circunferéncia da membrana citoplasmatica, em mais de 10% e
menos de 30% das células neoplasicas);

Pesquisa positiva: score 3+ (presenca de coloragdo de membrana completa
em mais de 30% das células neoplasicas).

Apenas os casos negativos (score 0 e 1+) foram incluidos neste trabalho.

QUADRO 2 - Guia de Interpretacdo do HER2 proposto pela Sociedade
Americana de Oncologia e o CAP (WOLFF et al, 2007). coloracdo de

membrana
Grau de Achado microscépico
interpretacéo
0 Negativo Nao identificada nenhuma coloragédo na membrana citoplasmatica
_ Coloragao de membrana fraca e incompleta em qualquer proporgao
1+ Negativo ) o
de células neoplasicas
) Coloracgao fraca, mas bem definida, envolvendo toda a circunferéncia
+

_ da membrana citoplasmatica, em mais de 10% e menos de 30% das
Indeterminado ) o
células neoplasicas

N Coloracéo forte envolvendo toda a circunferéncia da membrana
3+ Positivo . N ] o
citoplasmatica em pelo menos 30% das células neoplasicas

Para os anticorpos CK5, CK14, EGFR e p63 (FIG.2), a imunorreatividade foi
medida estimando-se a porcentagem de células neoplasicas que exibem
coloragao caracteristica (coloragao citoplasmatica para CK5 e CK14, coloragao de

membrana para EGFR, e coloragdo nuclear para p63), sendo considerados
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positivos os tumores que exibiram mais de 10% de células neoplasicas coradas
(RAKHA et al, 2007b).

Na avaliacdo da caveolina empregamos o sistema de scores adotado por
Savage et al (2007), que leva em consideragao a distribuicdo e a intensidade da
coloragao, atribuindo-se notas de 0 a 4. Tumores com score final (soma dos
scores da distribuicdo e da intensidade) maior ou igual a 4 sdo considerados
positivos (FIG.2). A analise da distribuicdo e intensidade de células neoplasicas
coradas (coloragdo de membrana, com ou sem coloragao citoplasmatica) é feita
como descrito abaixo:

Distribuicao:

0- <1% de células neoplasicas coradas;

1- 1% a <10% de células neoplasicas coradas;

2- 210 a <25% de células neoplasicas coradas;

3- 225% a <50% de células neoplasicas coradas;

4- 250% de células neoplasicas coradas.

Intensidade:

0- auséncia de coloragao nas células neoplasicas;

1- coloragao de intensidade fraca;

2- coloracao de intensidade moderada;

3- coloracéao de intensidade forte.

A intensidade da coloracdo das células neoplasicas é determinada por
comparacao com a expressao de caveolina nas células endoteliais normais.

Para a graduacdo do BRCA1, empregamos valor de corte semelhante ao

adotado por Rakha et al (2008e), segundo os quais ha positividade quando mais
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de 5% das células neoplasicas apresentam coloragéo citoplasmatica ou nuclear.
Entretanto, as laminas coradas para BRCA1 n&o foram consideradas adequadas
para avaliacdo neste estudo. Apos varias tentativas de padronizar a reacao
imunoistoquimica, verificamos marcagao, tanto citoplasmatica quanto nuclear, em
todos os tumores e na amostra de figado do TMA, com elevado background.
Consequentemente, os resultados obtidos ndo foram contabilizados.

Considerou-se positiva a pesquisa de p53 (FIG.2) quando mais de 5 % das
células neoplasicas exibiram coloragdo nuclear caracteristica (RAKHA et al,
2007b).

Para classificar os tumores como basais, adotamos os critérios propostos por
Rakha et al (2007b), que propuseram que a definicdo do fendtipo basal seja
baseada apenas na expressdao de CK basais (CK5 e/ou CK14), a despeito da

expressao de outros marcadores.
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Figura 2 - Estudo imunoistoquimico de carcinomas mamarios triplo-

negativos com diferentes marcadores associados ao fenoétipo basal
(400X). Positividade para CK5 (A); CK14 (B); EGFR (C); p63 (D); Caveolina

(E); e pS3 (F).
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4- ANALISE ESTATISTICA

Para analisar a frequéncia do fendtipo basal e as variaveis clinicas e
moleculares foram utilizados os programas Epi-Info® (versdo 6.0) e MINITAB 14,
aplicando-se os testes exato de Fisher ou o teste do qui-quadrado.

Para verificar a associacdo das diferentes variaveis com a sobrevida das
pacientes foi empregado o método de Kaplan-Meier. As curvas de sobrevida
foram construidas e comparadas através dos testes de Log-rank e Wilcoxon,
sendo posteriormente efetuada a analise por regressao linear multivariada pelo
modelo semi-paramétrico de Cox (software R). Todas as variaveis
estatisticamente significativas (p<0,05) na anadlise univariada entraram na

regressao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os maior parte dos resultados obtidos e discussao serdo apresentados de
forma alternativa, como artigo cientifico submetido a peridédico. O artigo esta
estruturado com base nas normas do periddico a que foi submetido, e
acompanhado da carta de submissao.

Apdés o artigo, apresentamos resultados adicionais (ndo incluidos no
manuscrito devido ao numero de paginas limitado, determinado pela RAMB),
consideragdes finais, conclusdes gerais que atendem aos objetivos propostos,

lista de Referéncias Bibliograficas e Anexos.
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Resumo

Objetivo: Investigar a frequéncia de
carcinomas mamarios de fendétipo basal
em uma série de tumores triplo-
negativos (TTN), definidos pela
negatividade para receptores de
estrogeno (RE), de progesterona (RP), e
HER2. Métodos: Selecionamos 140 TTN,
obtendo-se caracteristicas clinico-
patolégicas e sobrevida. Microarranjo de
tecido (2 cilindros de cada tumor) foi
construido e submetido a
imunoistoquimica para RE, RP, HER2,
citoqueratinas (CK) 5 e 14, EGFR,p63 e

Keywords

Breast cancer, Triple-negative tumors,
Basal-like breast cancers,
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Abstract

Background: The aim of our study was
to investigate basal phenotype in a
series of triple-negative (estrogen and
progesterone receptors-negative and
HER2-negative) invasive mammary
carcinomas. Methods: We selected 140
previously tested triple-negative tumors.
Clinical, histopathological and survival
data were obtained. A tissue microarray
containing 2 cylinders from each tumor
was constructed and
immunohistochemistry for estrogen
receptor (ER), progesterone receptor



p53.Consideramos carcinomas de
fenétipo basal os tumores negativos
para RE, RP e HER2, e positivos para
CK5. Resultados: Encontramos 105
carcinomas de fenétipo basal entre 140
TTN (frequiéncia=75,0%). A idade média
das pacientes foi de 54,8 anos, sendo
que 34,3% estavam na pré-menopausa.
A maioria dos tumores foi classificada
como carcinoma ductal invasor de alto
grau. Os TTN exibiram positividade para
CK5 (75,0%), CK14 (29,0%), EGFR
(36,4%), p63 (28,6%) € p53 (67,1%).
Estadiamento avancado da doencga foi
observado em 52 pacientes (50,0%0),
com didmetro tumoral maior que 5 cm
em 41 casos (39,0%) e metastases
axilares em 61 casos (59,2%).
Seguimento clinico foi obtido em 89
pacientes (média=51 meses). Destas,
45 pacientes (50,5%) evoluiram sem
doencga; 6 (6,7%) estavam vivas com
doenca; e 38 (42,6%) morreram pelo
cancer. Recidiva sistémica ocorreu em
42 pacientes (47,1%), sendo pulmdes,
cérebro e 0ssos os principais sitios de
metéstases. As médias das sobrevidas
global e livre de doenca foram de 36 e
28 meses, respectivamente. Conclusfes:
Nosso estudo confirma comportamento
clinico agressivo e elevada frequéncia
dos carcinomas de fendtipo basal entre
os TTN, semelhante ao descrito em
casuisticas norte-americanas e
européias.
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(PR), HER2, cytokeratins (CK) 5 and 14,
EGFR,p63, and p53 was performed. We
considered basal like-cancers (BLC)
those tumors that were ER/PR/HER2-
negative and CK5-positive. Results: We
found 105 cases of BLC from 140 triple-
negative tumors (frequency=75.0%).
The mean age at diagnosis was 54.8
years-old and 34.3% were
premenopausal women. The majority of
tumors were high grade (83.7%) and of
ductal/no-special-type (80.8%). Triple-
negative tumors showed
immunoreactivity for CK5 (75.0%o),
CK14 (29.0%), EGFR (28.6%), p63
(28.6%), and p53 (67.1%). Tumor size
larger than 5cm was observed in 41
cases (39.0%) and axillary metastasis
were detected in 61 patients (59.2%).
Follow-up was recorded for 89 patients
(mean=51 months): 45 patients
(50.5%) with no evidence of disease; 6
patients (6.7%) were alive with disease;
and 38 patients (42.6%) died of the
disease. Relapse was detected in 42
women (47.1%), being lungs, brain, and
bones the most commom sites of
metastasis. The mean overall survival
was 36 months and the mean disease-
free interval was 28 months.
Conclusions: Our findings confirmed that
BLC are poor prognosis and high-
frequent carcinomas among triple-
negative tumors, similar to the behavior
previously reported in North American
and European patients.
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Ménica M. A. Stiepcich
Helenice Gobbi
Conteudo do trabalho:

Introducéo

Os carcinomas mamarios representam um grupo heterogéneo de tumores que diferem no
comportamento, evolugdo e resposta ao tratamento’. Tumores com a mesma classificagédo
histolégica podem ter aspectos moleculares e evolugdo biolégica variados. A heterogeneidade
molecular dos tumores mamarios, ndo avaliavel morfologicamente, € um importante desafio ao
estudo e tratamento do cancer de mama®. Pesquisas recentes utilizando perfis de expressao
génica, com o emprego de microarranjos de DNA e, posteriormente, perfis imunoistoquimicos
empregando microarranjos de tecido, permitiram identificar novas categorias de tumores e
desenvolver novo esquema de classificagdo molecular dos carcinomas mamarios associados a
diferentes cursos clinicos®® : luminal A (positivos para receptores de estrogeno, RE, e para
receptores de progesterona, RP; e negativos para HER2); luminal B (RE+ ; PR+ ; HER2+);
tumores com superexpressédo de HER2 (RE- ; RP- ; HER2+); tipo basal (triplo-negativos; RE-,
RP-, HER2- ; e positivos para citoqueratinas basais); nao classificavel (tumores com negatividade
para todos estes marcadores).

Os carcinomas de tipo ou fendétipo basal, como descrito acima, sao neoplasias que nao expressam
receptores hormonais e a proteina do oncogene HER2 (receptor do fator de crescimento
epidérmico tipo 2), sendo por isto referidos como tumores triplo—negativ036’7. Por outro lado,
expressam citoqueratinas (CKs) basais (CK5/6, CK14 e CK17), de forma semelhante ao que se
observa nas células mioepiteliais da mama normal. Outros marcadores mioepiteliais, como p63 e
P-caderina, também foram demonstrados nos tumores de fenétipo basal, permitindo a sua

identificacdo através de um perfil imunoistoquimico definido®®'%"!

. Além da expressao de CKs
basais, também foi descrita nos tumores de tipo basal positividade para o receptor do fator de

crescimento epidérmico tipo 1 (HER1 ou EGFR)g, BRCA1" e caveolina'?. A expressao de HER1
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foi identificada em 54% dos casos CK5/6-positivos (e em 11% dos casos CK5/6-negativos)’,
representando um potencial alvo para o tratamento destes carcinomas de mama, através de
farmacos antagonistas, como o cetuximab, gefitinib, erlotinib, e mais recentemente o lapatinib™.
Por outro lado, a positividade para BRCA1 em carcinomas de tipo basal, além de estar associada a
pior prognéstico pela sua fungéo no reparo de alteragdes no DNA, é fator preditivo de resposta a
quimioterapia’"™.

Morfologicamente, carcinomas de fenodtipo basal apresentam predominantemente alto grau
histolégico, elevada atividade proliferativa e mais frequentemente exibem elementos medulares e
metaplasicos''®"". Além disso, afetam preferencialmente mulheres jovens afro-americanas'® e
estdo associados a pior prognoéstico, com maior incidéncia de metastases hematogénicas para

4,7,19,20,21

pulmdes e cérebro . A freqiéncia de carcinomas de tipo basal, identificados através de

estudos de perfis de expressado génica e imunoistoquimica em grandes séries de pacientes, varia
de 7 a 19% dos tumores de mama®°>®.

Ha raros estudos com casuisticas brasileiras avaliando a freqtiéncia de carcinomas mamarios de
tipo basal em mulheres brasileiras, assim como a expressao de diferentes marcadores nestes
tumores e a evolugao clinica das pacientes®.

Este trabalho objetiva analisar a freqiiéncia de carcinomas de fenétipo basal em uma série de
casos de tumores triplo-negativos, estudando as caracteristicas clinicas, anatomopatoldgicas,

imunofenotipicas e evolutivas.
Métodos

Selecionamos para este estudo 140 casos de pacientes submetidas a tratamento cirdrgico
(mastectomia; quadrantectomia; setorectomia ou tumorectomia) no periodo de 1985 a 2006, e
cujos laudos imunoistoquimicos revelaram negatividade para receptores hormonais (RE e RP) e
HER2 (tumores triplo-negativos). Para a inclusdo neste trabalho, os casos preencheram os
seguintes requisitos: ter diagndstico histoldgico original de carcinoma mamario invasor; ter testes
imunoistoquimicos prévios revelando negatividade para RE, RP e HERZ2; ter disponibilidade de

laminas e blocos do tumor para reavaliagao histolégica e novo estudo imunoistoquimico.

Estudos clinico e anatomopatoldgico

Os dados clinicos e histopatolégicos dos laudos originais foram obtidos a partir de arquivos
médicos. A avaliagao incluiu: idade ao diagndstico inicial; raga informada; periodo reprodutivo (pré
ou pos-menopausa); histéria familiar para cancer de mama; tratamentos complementares; tempo
de seguimento clinico; ocorréncia de recidivas; tipo e grau histolégicos do tumor primario; tamanho
do tumor; status linfonodal; e estadiamento anatomopatoldgico.

As laminas originais coradas pelos métodos da hematoxilina-eosina (HE) foram revistas pelo
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mesmo patologista (MDBA), reavaliando-se tipo e grau histolégicos dos tumores. Para a
classificagéo histologica dos tumores, foram empregadas as recomendagdes de PAGE et al (1998)
e do Colégio Americano de Patologistas (2000)%. Para a avaliagdo do grau tumoral, utilizamos o
Sistema de Nottinghan23.

Estudo imunoistoquimico

Microarranjo de tecido ("tissue microarray" - TMA) foi construido retirando-se cilindros (1mm de
didametro) a partir de blocos de parafina dos casos selecionados , apés marcagéo, nas laminas
originais, de uma ou duas areas mais representativas e mais preservadas de cada tumor, de forma
que o TMA obtido contivesse duas amostras de cada neoplasia. Para a montagem do TMA utilizou-
se um equipamento manual da marca Beecher Instruments®.

Laminas contendo cortes histolégicos seqlienciais do TMA foram coradas para RE, RP e HER2
para confirmagao do diagndstico de triplo-negativo (duas laminas para cada anticorpo, contendo
cilindros em duplicata). Em I&minas sequenciais, foram ainda aplicados anticorpos dirigidos aos
marcadores de diferenciagéo basal (CK5 e CK14), além de outros marcadores, como EGFR, p63 e
p53 (Tabela 1). O sistema de visualizagéo da reagao foi o sistema de amplificacao de polimero néo
biotinilado (Novolink®, Biosystems, UK). A analise dos marcadores moleculares seguiu critérios

7,24,25

referidos na literatura e os valores de corte empregados encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Anticorpos primarios, diluicdes, fabricantes, recuperagao antigénica e valores de corte

dos anticorpos utilizados no estudo imunoistoquimico’***°

Antigeno Clone  Diluicao Fabricante @ Método de recuperacgao Valores de
antigénica corte
RE 6F11 1: 1.000 Novocastra  PEV/Citrato pH 6,0 <1%
(negativa)
RP PgR 1: 1.000 Novocastra  PEV/Citrato pH 6,0 <1%
312 (negativa)
HER2 CB11 1: 800 Novocastra  Sem pré-tratamento Oou 1+
(negativa)
CK5 XM26 1: 100 Neomarkers PP/Citrato pH 6,0 210%
(positiva)
CK14 LLO02  1:400 Biogenex PP/Citrato pH 6,0 = 10%
(positiva)
EGFR 31G7 1:200 Zymed Digestao enzimatica 2 10%
(positiva)
p63 4A4 1: 2.000 Dako BM/EDTA/TRIS > 10%

pH 9,0 (positiva)
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p53 D0-7 1: 2.000 Dako PP/Citrato pH 6,0 > 5%

(positiva)

PEV=panela elétrica a vapor; PP=panela de pressédo; BM=banho-maria

Os carcinomas foram considerados de fenétipo basal quando expressaram pelo menos um tipo de

CK basal (CK5 e/ou CK14), como proposto por Rakha et al'.

Andlise estatistica

Para analisar a freqiiéncia do fenétipo basal e as variaveis clinicas e moleculares foram utilizados
0S programas Epi-Info® (verséo 6.0) e MINITAB 14, aplicando-se os testes exato de Fisher ou o
teste do qui-quadrado.

Para verificar a associagao das diferentes variaveis com a sobrevida das pacientes foi utilizado o
método de Kaplan-Meier. As curvas de sobrevida foram construidas e comparadas através dos
testes de Log-rank e Wilcoxon. Procedeu-se entédo a analise multivariada pelo modelo semi-

parameétrico de Cox (software R).

Resultados

Foram identificados 140 casos de carcinomas mamarios invasores triplo-negativos (negativos
para RE, RP e HER2) dentre 2.235 tumores submetidos a imunoistoquimica no periodo
analisado (6,3%). A frequéncia de carcinomas mamarios de fenétipo basal foi de 105/140
tumores triplo-negativos (75,0%). A idade média das pacientes com carcinomas de fenétipo
basal, ao diagnéstico inicial, foi de 54,8 anos (variagéo: 32-86 anos). Detectou-se historia
familiar positiva para cancer de mama em 27 de 103 pacientes (26,2%), com relato de doenca
em uma (20,4%) ou mais de uma (5,8%) parente de primeiro grau. A porcentagem de mulheres
na pré-menopausa foi de 34,3% (35/102 pacientes), sendo que 7,8% (8/102) delas tinham idade
abaixo de 35 anos. Quanto a cor da pele informada, 70/104 pacientes (67,3%) eram referidas
como brancas, 5/104 pacientes (4,8%) como negras, 25/104 pacientes (24,0%) como pardas e

3/104 (2,9%) como de origem asiatica.

Caracteristicas clinico-patolégicas e imunoistoquimicas dos casos de carcinomas de

fenotipo basal

A maioria dos tumores foi classificada como carcinoma ductal invasor sem outra especificagao
(SOE), representando 80,8% dos casos (84/104 casos). Identificou-se extenso componente de
carcinoma ductal in situ (mais de 25% do tumor) em 4/84 casos. Foram considerados
carcinomas de tipo especial puro 7,7% (8/104) dos tumores, e tipo especial variante, 11,5%
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(12/104) dos casos. O tipo especial puro mais frequente foi o carcinoma metaplasico (5/104;
4,8%), seguido pelos carcinomas apdcrino (2/104; 1,9%) e papilifero (2/104; 1,9%). Dentre os
carcinomas de tipo especial variante, o mais comumente observado foi o carcinoma medular
atipico (medular variante), representando 3,8% (4/104) dos tumores. Em relagéo ao grau
histoldgico, foram considerados de alto grau (grau Ill) 87 de 104 tumores (83,7%) e de grau
moderado (grau Il), 14 de 104 tumores (13,5%). A maioria deles apresentou baixa formagéao
tubular (97/104; 93,3%), alto grau nuclear (89/104; 85,6%) e indice mitético moderado (52/104;
50,0%). Elevada taxa mitotica foi detectada em 42,3% (44/104) das neoplasias.

Os resultados do perfil imunoistoquimico dos tumores triplo-negativos estao resumidos na Tabela
2.
Tabela 2 - Expresséo de citoqueratinas basais (CK5 e CK14) e outros marcadores associados ao

fendtipo basal em 140 casos de carcinomas mamarios triplo-negativos

Marcador Positivos Negativos Total

n (%) n (%) n (%)
CK5 105 (75,0) 35 (25,0) 140 (100)
CK14 41 (29,3) 99 (70,7) 140 (100)
EGFR 51 (36,4) 89 (63,6) 140 (100)
p63 40 (28,6) 100 (71,4) 140 (100)
p53 94 (67,1) 46 (32,9) 140 (100)

Os carcinomas de fendtipo basal exibiram positividade para CK14 em 41/105 (39,0%) e para
EGFR em 43/105 (41,0%) tumores. Em todos os casos positivos para CK14 coexistiu
positividade para CK5. Observou-se ainda imunomarcacao para p63 em 34,3% (36/105 casos)

e para p53 em 71,4% (75/105 casos) dos tumores positivos para CK5.

Estadiamento anatomopatolégico avangado da doenga (3A, 3B, 3C e 4) foi observado em
50,0% das pacientes (52/104). A dimensao tumoral era maior que 5 cm em 39,0% (41/104) dos
casos. Identificou-se status linfonodal positivo em 59,2% (61/103) das mulheres. Os principais
tipos de tratamento adjuvante administrados foram: quimioterapia (8,0%), radioterapia (7,0%),
ou ambos (52,0%).

Seguimento, evolucdo clinica e sitios de metastases

Seguimento clinico foi obtido em 89 de 105 pacientes (84,8%), com média de tempo de
seguimento de 51 meses (variacao de 12 a 148 meses). No grupo de pacientes com
seguimento, 50,5% (45/89 casos) evoluiram sem evidéncia de doencga até o término do
acompanhamento, enquanto 6/89 pacientes (6,7%) estavam vivas, porém com manifestacdes

do cancer. Dentre as 89 mulheres com seguimento clinico, 38 morreram em decorréncia da
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doenca (42,6%). Recidiva sistémica foi documentada em 47,1% (42/89) das pacientes, sendo
pulmdes, cérebro e 0ssos os principais sitios de metastases hematogénicas, com taxas de
53,4%, 19,3% e 19,4%, respectivamente. Outros locais de metastases foram figado (3 casos;
7,2%), pleura (3 casos; 7,2%) e mediastino (2 casos; 4,7%). Observou-se recidiva local em oito
casos (19,4%).

Sobrevida global e sobrevida livre de doenca

A sobrevida global (SG) das pacientes variou de 3 a 145 meses, com média de 36 meses e
mediana de 28 meses. Identificou-se pior sobrevida global nas pacientes com tumores basais,
em comparagao aquelas com tumores nao basais (Grafico 1), com risco de morte 2,4 vezes

maior nas primeiras. Esta diferenga, entretanto, nao foi estatisticamente significativa (p=0,06).

Quanto a sobrevida livre de doencga (SLD), foi observada média de 28 meses e mediana de 20
meses, sendo que em nove casos (15,0%) identificou-se doenca disseminada no momento do

diagndstico inicial. O tempo maximo de SLD foi de 119 meses.

Caracteristicas clinico-patoldgicas dos tumores de fend6tipo basal nas pacientes pré-

menopausa

No grupo das mulheres na pré-menopausa, notou-se maior freqliiéncia dos carcinomas com
diferenciacao basal entre os tumores triplo-negativos (79,5%; 35/44 casos). Houve relato de
historia familiar positiva em 32,4% (11/34) das pacientes. Carcinoma ductal invasor SOE
também foi o tipo histoldgico predominante, representando 94,3% dos casos e exibindo alto
grau histologico em 91,4% dos tumores. Identificou-se doencga avangada (estadio maior que 3)
em 52,9% (18/34) das pacientes, com status linfonodal positivo em 73,5% (25/34) dos casos.
Seguimento clinico foi obtido para todas as pacientes do referido periodo reprodutivo, sendo
que 45,7% (16/35) permaneciam vivas e sem evidéncia de doenca até o término do
seguimento; 8,6% (3/35 casos) estavam vivas com manifestagbes da doenga; e 45,7% (16/35
casos) morreram em decorréncia do cancer. Documentou-se recidiva em 18/35 casos (51,4%),
com média de SLD de 26 meses e mediana de 20 meses. A SG variou de 3 a 123 meses

(média=32 meses; mediana=23 meses).

Discusséo

Em nosso trabalho, observou-se frequéncia inferior dos tumores triplo-negativos (6,3%), em
comparagéo com o relatado em casuisticas estrangeiras (26% ;16,3%)7‘18. E possivel que a
menor freqliéncia que encontramos seja devida ao critério de negatividade que adotamos para
os tumores triplo-negativos %,

A terminologia e definigdo (morfoldgica e imunofenotipica) dos carcinomas de tipo basal

permanece controversa, tendo evoluido a partir dos trabalhos iniciais de Sorlie et al*®. Painel
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imunoistoquimico de quatro anticorpos (RE, HER2, HER1 e CK5/6) foi inicialmente proposto por
Nielsen et al’, porém ainda n3o ha correlaco exata com os perfis genéticos determinados
através de microarranjos de DNA. Estudos europeus mais recentes propdem utilizar a
expressao de citoqueratinas basais (CK5/6 e/ou CK14) como o elemento definidor do fendtipo
basal'®'®?®. Devido a atual auséncia de consenso internacional®, optamos por empregar o
critério recentemente proposto por Rakha et al', que definiu a identificacao dos carcinomas
com diferenciagao basal a partir da expressao de CK5/6 e/ou CK14. Encontramos alta
freqiéncia de carcinomas de fendtipo basal dentre os tumores triplo-negativos (105/140
tumores;75,0%), superior a encontrada por Rakha et al’, que identificaram fencétipo basal em
157/282 tumores triplo-negativos (55,7%).

Em nossa série, a maioria dos tumores basais foi positiva para CK5, expressa em 75,0%
(105/140) dos tumores triplo-negativos. A CK14, além de estar expressa em apenas 29,3%
(41/140) dos casos, nao identificou nenhum tumor que tenha sido negativo para CK5. Foi
elevada a frequiéncia de expressao de p53, identificada em 67,1% (94/140 casos) dos
carcinomas triplo-negativos e em 71,4% (75/105 casos) dos tumores com diferenciagéo basal,
semelhante ao ja descrito na literatura”®. A imunorreatividade para EGFR e p63 obtida em
nossa casuistica também foi semelhante a descrita em outros trabalhos, tendo sido observada
em 36,4% (51/140 casos) e 28,6% (40/140 ) dos tumores triplo-negativos, respectivamente. Em

apenas cinco casos houve positividade para p63 e negatividade para as citoqueratinas basais.

Nossos resultados confirmam que os carcinomas de fenétipo basal em mulheres brasileiras tém
caracteristicas morfolégicas, clinicas e evolutivas semelhantes ao descrito em casuisticas
europeéias e norte-americanas. Estes tumores sdo predominantemente carcinomas ductais
invasores de alto grau histologico e atividade proliferativa moderada a elevada, com doenga
avancada no momento do diagndstico em grande proporcao das pacientes (50,0%)9. Dentre os
tipos especiais puros e variante, nossos achados também estdo de acordo com a literatura
internacional, que relata associagdo dos carcinomas metaplasicos e medulares com o fenétipo

basa|15,16,17.

Observamos alto indice de metastases sistémicas (47,1%), com maior freqiiéncia para
pulmdes, cérebro e ossos, do que para figado. Em contraposi¢cado ao achado de outras
casuisticas'®"?, detectamos também alta taxa de metatases axilares, identificada em 59,2% dos

NOSSOS Casos.

Embora tenhamos detectado maior freqiiéncia dos carcinomas de fenétipo basal no grupo de
mulheres na pré-menopausa (79,5%), esta diferenca nao foi estatisticamente significativa

(p=0,49), assim como os demais parametros analisados.

Outro achado relevante de nosso estudo foi a pior sobrevida global nas pacientes com tumores

basais, em relagéo aos tumores triplo-negativos ndo basais. Embora a diferenga ndo tenha sido
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estatisticamente significativa, houve significAncia marginal (p=0,06) e o risco de morte para as
pacientes com tumores basais foi 2,4 vezes maior que o daquelas com tumores nao basais
(RR=2,43; 1C=95%). Como adotamos a positividade para CK5 como elemento definidor do
fendtipo basal, este resultado aponta este marcador como um possivel indicador de pior
prognostico nas pacientes com tumores ftriplo-negativos, um grupo que ainda n&o dispde de
terapéutica especifica e que apresenta pior resposta as alternativas convencionais de
tratamento. Nossos resultados portanto corroboram estudos prévios, que ressaltam a

importancia de se identificar a diferenciagdo basal nos tumores triplo-negativos®*?'.

Concluséo

Nosso estudo em mulheres brasileiras confirma que os carcinomas de fenétipo basal sdo muito
frequentes entre os tumores triplo-negativos, tém alto grau histolégico e comportamento clinico

agressivo, semelhante ao descrito em séries de pacientes norte-americanas e européias.

Referéncias Bibliogréficas

1. Payne SJL, Bowen RL, Jones JL, Wells CA. Predictive markers in breast cancer - the present.
Histopathology. 2008;52:82-90.

2. Rakha EA, EI-Sayed ME, Reis-Filho JS & Ellis 10. Expression profiling technology: its
contribution to our understanding of breast cancer. Histopathology. 2008;52, 67-81.

3. Abd EI-Rehim DM, Ball G, Pinder SE, Rakha E, Paish C, Robertson JF, et al. High-throughput
protein expression analysis using tissue microarray technology of a large well-characterized series
identifies biologically distinct classes of breast cancer confirming recent cDNA expression analyses.
Int J Cancer. 2005;116:340-50.

4. Perou CM, Sorlie T, Eisen MB, van de Rijn M, Jeffrey SS, Rees CA, et al. Molecular portraits of
human breast tumors. Nature. 2000;406:747-752.

5. Sorlie T, Perou CM, Tibshirani R, Aas T, Geisler S, Johnsen H, et al. Gene expression patterns
of breast carcinomas distinguish tumor subclasses with clinical implications. Proc Natl Acad Sci U S
A.2001;98:10869-74.

6. Reis-Filho JS, Tutt ANJ. Triple negative tumours: a critical review. Histopathology. 2008;52:108-
118.

7. Rakha EA, EI-Sayed ME, Green AR , Lee AHS, Robertson JF, Ellis |O. Prognostic markers in
triple-negative breast cancer. Cancer. 2007;109:25-32.

8. Matos I, Dufloth R, Alvarenga M, Zeferino LC, Schmitt F. p63, cytokeratin 5, and P-cadherin:
three molecular markers to distinguish basal phenotype in breast carcinomas. Virchow Arch.
2005;447: 668-94.



82

9. Nielsen TO, Hsu FD, Jensen K, Hu Z, Hernandez-Boussard T, Livasy C, et al.
Immunohistochemical and Clinical Characterization of the Basal-Like Subtype of Invasive Breast
Carcinoma. Clin Cancer Res. 2004;10:5367-74.

10. Rakha EA, EI-Sayed ME, Green AR, Paish EC, Lee AHS, Ellis 10. Breast carcinoma with basal
differentiation: a proposal for pathology definition based on basal cytokeratin expression.
Histopathology. 2007;50:434-8.

11. Turner NC, Reis-Filho JS, Russell AM, Springall RJ, Ryder K, Steele D, et al. BRCA1
dysfunction in sporadic basal-like breast cancer. Oncogene. 2007;26:2126-32.

12. Savage K, Lambros MB, Robertson D, Jones RB, Jones C, Mackay A, et al. Caveolin 1 is
overexpressed and amplified in a subset of basal-like and metaplastic breast carcinomas: a
morphologic, ultrastructural, immunohistochemical, and in situ hybridization analysis. Clin Cancer
Res. 2007;13:90-101.

13. Katz M, Amit |, Citri A, et al. A reciprocal tensin-3-cten switch mediates EGF-driven mammary
cell migration. Nat Cell Biol. 2007;9:961-9.

14. James CR, Quinn JE, Mullan PB, Johnston PG, Harkin DP. BRCA1, a potential predictive
biomarker in the treatment of breast cancer. Oncologist. 2007;12:142-50.

15. Reis-Filho JS, Milanezi F, Steele D, Savage K, Simpson PT, Nesland JM, et al. Metaplastic
breast carcinomas are basal-like tumours. Histopathology. 2006;49:10-21.

16. Rodriguez-Pinilla SM, Rodriguez-Gil Y, Moreno-Bueno G, Sarrié D, Martin-Guijarro MC,
Hernandez L, et al. Sporadic invasive breast carcinomas with medullary features display a basal-
like phenotype: an immunohistochemical and gene amplification study. Am J Surg Pathol.
2007;314:501-8.

17. Vincent-Salomon A, Gruel N, Lucchesi C, MacGrogan G, Dendale R, Sigal-Zafrani G, et al.
Identification of typical medullary breast carcinoma as a genomic sub-group of basal-like
carcinomas, a heterogeneous new molecular entity. Breast Cancer Res 2007;9:R24.

18. Carey LA, Perou CM, Livasy CA, Dressler LG, Cowan D, Conway K, et al. Race, breast cancer
subtypes, and survival in the Carolin Breast Cancer Study. JAMA. 2006;295:2492-502.

19. Fulford LG, Reis-Filho JS, Ryder K, Jones C, Gillett CE, Hanby A, et al. Basal-like grade Il
invasive ductal carcinoma of the breast patterns of metastasis and long-term survival. Breast
Cancer Res. 2007;9:R4.

20. Rakha EA, EI-Rehim DA, Paish C, Green AR, Lee AHS, Robertson JF, et al. Basal phenotype
identifies a poor prognostic subgroup of breast cancer of clinical importance. Eur J Cancer.
2006;42:3149-53.

21. van de Rijn M, Perou CM, Tibshirani R, Haas P, Kallioniemi O, Kononem J, et al. Expression of
cytokeratins 17 and 5 identifies a group of breast carcinomas with poor clinical outcome. Am J
Pathol. 2002;161:1991-6.

22. Fitzgibbons PL, Page DL, Weaver D, Thor AD, Alired DC, Clark GM, et al. Prognostic factors in



83

breast cancer. College of American Pathologists Consensus Statement 1999. Arch Pathol Lab Med.
2000;124:966-78.

23. Elston CW & Ellis 10. Pathological prognostic factors in breast cancer. The value of histological
grade in breast cancer: experience from a large study with long-term follow-up. Histopathology.
1991;19:403-10.

24. Harvey JM, Clark GM, Osborne CK, Allred DC. Estrogen receptor status by
immunohistochemistry is superior to the ligand-binding assay for predicting response to adjuvant
endocrine therapy in breast cancer. J Clin Oncol. 1999;17:1474-81.

25. Wolff AC, Hammond ME, Schwartz JN, Hagerty KL, Allred DC, Cote RJ, et al. American Society
of Clinical Oncology/College of American Pathologists guideline recommendations for human
epidermal growth factor receptor 2 testing in breast cancer. J Clin Oncol. 2007;25:118-45.

26. Fulford LG, Easton DF, Reis-Filho JS, Sofronis A, Gillett CE, Lakhani SR, et al. Specific
morphological features predictive for the basal phenotype in grade 3 invasive ductal carcinoma of
breast. Histopathology. 2006;49:22-34.

27. Fadare O,Tavassoli FA. The phenotypic spectrum of basal-like breast cancers: a critical
appraisal. Adv Anat Pathol. 2007;14:358-73.

Imagens enviadas pelo autor.

Graficol

Probablidade oe Saommdwene

3G BM MEEES



Sobrevida global das pacientes com tumores basais versus tumores néo basais (probabilidade de
sobrevivéncia estimada pelo método de Kaplan-Meier para pacientes com tumores basais versus
pacientes com tumores nao basais)

SG = sobrevida global

2- RESULTADOS ADICIONAIS

2.1- Caracteristicas clinico-patoldgicas

As principais caracteristicas clinico-patologicas de nossa casuistica estéo

sumarizadas na tabela 2 (TAB.2).
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TABELA 2- Principais caracteristicas clinico-patolégicas da série de

pacientes com carcinomas com fenoétipo basal

Parametro Numero
n (%)

Idade em anos
Intervalo 32-86 anos (média de 54,8)
<35 8(7,8)
35-50 34 (33,0)
51-60 27 (26,2)
>60 34 (33,0)
Cor
Branca 70 (67,3)
Negra 5(4.,8)
Parda 25 (24,0)
Amarela 3(2,9)
Nao informada 1(1,0)
Status menopausal
Pré-menopausal 35 (34,3)
Po6s-menopausal 67 (65,7)
Tamanho do tumor
Intervalo 1,2-14,0cm
<2cm 11 (10,6)
2-5cm 38 (36,5)
>5cm 45 (43,2)
Linfonodos axilares
Positivo 61 (59,2)
Negativo 34 (33,0)
Tipo histolégico
Carcinoma ductal invasor SOE 84(80,8)
Tipo especial puro 8 (7,7)

Tipo especial variante 12(11,5)
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2.2- Cor da pele versus carcinomas de fenotipo basal

Comparando-se o grupo das mulheres referidas como brancas (70/104; 67,3%
da amostra), com o das negras e pardas (30/104; 28,8% da amostra), notou-se
pior sobrevida global no primeiro grupo (p=0,019), com maiores taxas de recidiva
e mortalidade em decorréncia do cancer nestas pacientes (GRAF.2). Enquanto
33/70 (47,1%) pacientes brancas morreram devido ao céncer, no grupo das
negras/pardas, 7/30 (23,3%) morreram em decorréncia da doenga (p=0,049).
Entretanto observou-se maior perda de seguimento no segundo grupo (18,75%
negras/pardas x 5,9% brancas). Relapso da doencga foi identificado em 51,5%
(35/68) das brancas e em 17,2% (5/29) das negras/pardas (p=0,024).

Nossos achados sao diferentes de relatos prévios de casuisticas norte-
americanas que mostraram maior frequéncia e pior prognoéstico dos carcinomas de
fendtipo basal em mulheres negras/afro-americanas (CAREY et al, 2006; MORRIS
et al, 2007). Em nosso estudo, ndo observamos diferengas significativas quanto a
freqiéncia de tumores basais nos dois grupos, identificando-se frequéncia de
78,6% (70/89 pacientes) nas brancas, e de 73,1% (30/41 pacientes) nas
negras/pardas. Por outro lado, demonstramos pior sobrevida global, maior taxa de
recidivas e de morte em decorréncia do cancer nas pacientes referidas como
brancas, do que nas negras/pardas, sendo que o risco de morte nas primeiras foi
cerca de 3 vezes o risco de morte nas segundas (p=0,019; RR=2,6; 1C=95%).
Deve-se ressaltar, entretanto, que em nosso trabalho as pacientes brancas
corresponderam a 67,3% da casuistica, com menor representagdo de negras e

pardas. Além disso, consideramos que devido a miscigenagao caracteristica da
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populacéo brasileira, ha dificuldade em se determinar com preciséo a raga das
pacientes apenas pela cor da pele. Pesquisas anteriores utilizando ferramentas
moleculares com o objetivo de estratificar os individuos de acordo com sua
ancestralidade gendmica, e ndo através da cor da pele, mostraram que em
pacientes brasileiras a cor da pele nao reflete a ancestralidade européia, africana

ou amerindia (PARRA et al, 2003).
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GRAFICO 2- Sobrevida nas pacientes de cor branca versus pacientes de
cor negra/parda com tumores de fendOtipo basal. Probabilidade de
sobrevivéncia estimada por Kaplan-Meier para pacientes de cor branca versus

pacientes de cor negra/parda com tumores de fendtipo basal.

2.3- Expresséo de marcadores associados ao fendétipo basal

Além da expressdo de diferentes biomarcadores ja discutida no artigo,

mostramos ainda positividade para caveolina em 20/140 TTN (14,3% dos casos),
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sendo que todos estes 20 tumores eram carcinomas de fendtipo basal (20/105
casos; 16,2%). Apesar de termos adotado critérios semelhantes aos descritos na
literatura para definir a positividade para este marcador, através de sistema de
scores (SAVAGE et al, 2007), detectamos frequéncia inferior a descrita em
trabalhos prévios (PINILLA et al, 2006; RODRIGUEZ-PINILLA et al, 2006;
SAVAGE et al, 2007). Como houve coexpressao de caveolina e CK5 em todos os
20 tumores positivos para o primeiro anticorpo, este marcador ndo auxiliaria, em

nossa amostra, a identificar maior numero de casos de tumores basais (FIG.3).

Quanto a expressao de EGFR, é importante relatar que em somente oito casos
imunorreativos para tal marcador nao observamos coexpressdo de CK5,
ressaltando novamente a elevada frequéncia de expressao desta citoqueratina em
nossa casuistica. Portanto, se tivéssemos adotado os critérios propostos por
Nielsen et al (2004) para a definicado do fendtipo basal (negatividade para RE, RP,
HER2, e positividade para CK5/6 e/ou EGFR), ndo haveria diferenga significativa
de frequéncia de tumores basais dentre os TTN (75,0% dos casos, segundo 0s
critérios de Rakha et al, 2007b, versus 80,7% dos casos, segundo os critérios de
Nielsen et al, 2004). Nao houve diferengca quanto a sobrevida entre os grupos de
pacientes com TTN EGFR-positivos e EGFR-negativos, ao contrario do
demonstrado em relagao a expressao de CK5. Assim, além de ser mais frequente,
a expressao de CK5 mostrou uma tendéncia (valor de p com significancia
estatistica marginal) de pior evolugao clinica, indicada pela menor sobrevida global
em relagao as pacientes com TTN CK5-negativos (tumores n&o basais). De forma
semelhante, apenas em quatro casos a expressdo de p63 nao coexistiu com a
positividade para CK5 (FIG.3).
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FIGURA 3 — Estudo histolégico e imunoistoquimico de um caso de
carcinoma mamario de fenétipo basal (caso 3) mostrando coexpressédo de
diferentes marcadores (400X). Em A, coloracéao de HE; em B e C, imuno-
marcagao de membrana e citoplasma positiva para CK5 e CK14; em D, imuno-
marcagao nuclear positiva para p63; em E, imuno-marcagcdo de membrana

positiva para caveolina; e em F, imuno-marcacao nuclear positiva para p53.
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|[CONSIDERACOES FINAIS

O cancer de mama compreende um grupo de doengas notavelmente diverso
em termos de apresentacao, morfologia, perfil molecular e resposta terapéutica.
Embora as pesquisas com perfis de expressdo génica tenham atraido atencao
consideravel e a esperanga de que poderiam resultar em melhoria dramatica na
conduta dos pacientes, até o momento as conquistas, na pratica, tém sido
limitadas. De fato, alguns questionamentos criticos tém sido levantados em
relacdo a taxonomia molecular do cancer de mama, em seu atual formato: quéo
novos seriam estes subgrupos? Qual o significado clinico destas classes? Quanto
de informacgéo adicional esta classificacao realmente oferece, além do que ja é
provido pelos métodos tradicionais? Os dados adicionais sdo relevantes no
manejo clinico dos pacientes? E esta taxonomia poderia superar os sistemas de
classificagao atuais? Estas e outras questdes, de interesse clinico e académico,
ainda nao foram satisfatoriamente respondidas. Em verdade, informes extras
fornecidos pelos estudos de descoberta de classes/taxonomia molecular até entédo
foram de interesse principalmente académico, ainda sem se transpor para a
pratica clinica. Alguns autores tém discutido que os trabalhos de taxonomia
molecular existentes nao incluiram dados histopatolégicos detalhados nas
analises multivariadas e, portanto, o referido valor de significancia prognostica
independente € pelo menos questionavel (RAKHA et al, 2008b). Além disso, a

classificagdo molecular baseada no agrupamento hierarquico ndo pode ser
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aplicada prospectivamente, ja que os multiplos estudos realizados utilizaram
sequéncias de genes diferentes e alguns subgrupos ndo séo estaveis. Feitas
estas consideracgdes, a contribuicdo destes estudos € inquestionavel quanto ao
fato de que representaram o primeiro passo em direcdo a uma classificagao
molecular refinada e funcional dos carcinomas mamarios, e que pode
verdadeiramente ter relevancia prognostica e preditiva, complementando os
sistemas de classificacdo empregados atualmente.

No que concerne os carcinomas de fenétipo basal, particularmente, apesar de
terem fascinado os cientistas devido a seus parametros clinicos e patoldgicos
caracteristicos, ainda ndo ha consenso quanto a sua definicAo e método de
identificagdo na rotina pratica. Além disso, o significado prognostico dos tumores
basais e a resposta a regimes quimioterapicos especificos permanecem em
debate (RAKHA et al, 2008c).

Apesar de diferencgas relacionadas a definicdo e prevaléncia dos carcinomas
de tipo basal, a pior evolugdo dos pacientes com estes tumores tem sido relatada
em diversas populagdes (RAKHA et al, 2008d), como em nosso estudo. Também
observamos historia clinica mais agressiva, desenvolvimento de recorréncias,
metastases a distancia, menor sobrevida e taxa de mortalidade relativamente alta
dentre as pacientes com tumores basais. Nossos resultados mostram, como em
relatos prévios, que os carcinomas basais representam um espectro de tumores,
com caracteristicas morfolégicas e imunofenotipicas em comum, ainda que
heterogéneas. No contexto do cancer de mama “triplo-negativo”, seria importante
identificar estes tumores na rotina, uma vez que podem implicar em

comportamento biolégico mais agressivo, padrdo peculiar de metastases e
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resposta diferenciada a quimioterapia. O patologista, frente a uma combinacéo de
aspectos morfoldgicos (alto grau, indice mitético elevado, cicatriz/necrose central,
elementos medulares e metaplasicos) e imunoistoquimicos (negatividade para RE,
RP e HER2), pode avaliar a presenca do fendétipo basal através do emprego de
um ou mais biomarcadores, como CK5, CK14 ou EGFR. Nao obstante opcgdes
terapéuticas especificas ainda ndo estejam disponiveis, os colegas oncologistas
podem ser alertados sobre as particularidades destas neoplasias. Ao mesmo
tempo, apenas identificando, registrando, catalogando e documentando os casos
deste grupo heterogéneo de tumores € que poderemos estar em posicdo de
definirmos quais as opc¢des terapéuticas mais apropriadas no futuro.

Nosso estudo confirmou que os carcinomas de fendtipo basal conferem pior
prognostico e menor sobrevida as pacientes, independente da miscigenagéao racial

das mulheres brasileiras de nossa amostra.
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l[cCONCLUSOES

1-

Identificou-se baixa freqUéncia de carcinomas mamarios invasores triplo-
negativos (140 casos dentre 2.235 tumores submetidos a imunoistoquimica
no periodo analisado), correspondendo a 6,3% dos tumores.

Os carcinomas de fenétipo basal apresentaram freqiéncia elevada (75,0%)
dentre os tumores triplo-negativos.

O marcador mais constante foi a CK5 (75,0% dos casos), sendo que a
expressao de CK14 (29,3% dos casos) sempre coexistiu com a expressao
de CK5 (39,0% dos casos). Nos tumores definidos como basais, verificou-
se ainda expressdo de outros marcadores associados ao fendtipo basal,
como EGFR (41,0%), p63 (34,3%), caveolina (16,2%) e p53 (71,4%).

A maioria das pacientes foi diagnosticada em estadio avangado da doenca,
com elevado indice de metastases linfaticas e hematogénicas no momento
do diagnéstico inicial.

Os tumores basais foram predominantemente carcinomas ductais invasores
de alto grau (83,7% dos casos), com elevado indice proliferativo e
dimensbes maiores (tamanho maior que 5cm em 43,2% dos tumores) .

O prognéstico foi adverso (SG média=36 meses; SLD média=28 meses),
independente do status menopausal. Observou-se pior sobrevida no grupo
de pacientes referidas como brancas (p=0,019), que apresentaram maior

taxa de recidiva e maior mortalidade.
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ANEXO 2 - REGISTRO DE PACIENTES, AVALIACAO

HISTOLOGICA (HE) E IMUNOISTOQUIMICA

IPROTOCOLO DE PESQUISA - REGISTRO DE PACIENTES]

NOME:

REGISTRO:

NUMERO DA BIOPSIA :

ANO:

EXAME IMUNOISTOQUIMICO (11Q): ANO:

PROCEDENCIA: 1- HC/UFMG; 2- Hospital do Cancer A.C. Camargo/Sé&o Paulo

| - CLINICA

Sexo: 1- feminino 2- masculino 3- ndo consta
Idade: numero inteiro (se néo tiver, deixar em branco)
Cor: 1- branca; 2- negra; 3- parda; 4- amarela; 5- néo consta
Historia familiar (Hfam):
1- Ca de mama em parente de 1° grau (1a= 1parente; 1b=2parentes)
2- Cade mama em parente de 2° grau
3- Negativa
4- Né&o consta

Il - TRATAMENTO

1-  Quimioterapia (QT)
2- Radioterapia (RT)

3- Hormonioterapia (HT)
4- QT +RT

5- QT +HT

6- RT+HT

7- Todos acima

lIl -ESTUDO ANATOMO-PATOLOGICO

Tipo do espécime:
1- Biopsia
2- Tumorectomia
3- Setorectomia/Quadrantectomia
4- Mamaplastia
5- Mastectomia simples
6- Mastectomia com esvaziamento axilar
7- Setorectomia/Quadrantectomia com esvaziamento axilar
8- Imunoistoquimica p/ marcadores prognésticos
9- Outros

Lateralidade:
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1-  Unilateral
2- Bilateral
3- Nao consta

Quadrante: informar com letras (QSE; QSI; QIE; Qll)

Lateralidade da bidpsia (LatBIO):
1- Direita
2- Esquerda
3- Na&o consta

Estadiamento anatomo-patoldgico (TNM):
1- 0;2-1; 3-1lA; 4-1IB; 5-1llA; 6-11IB; 7-1lIC; 8- 1V 9- sem informes

pT: Tx (tumor nao disponivel) TO (sem evidéncia de tumor) T1 (£2cm) T2 (>2-5cm)
T3(>5cm) T4 Invaséo da parede toracica/pele

pN: Nx- Linfonodos regionais n&o avaliados

No- Auséncia de metastases ao exame histoldgico de rotina (HE)

N1- Metastases em 1 a 3 linfonodos axilares e/ou nos linfonodos da cadeia mamaria interna pela
biépsia de linfonodo sentinela, mas nao detectavel clinicamente.

N2- Metatases em 4 a 9 linfonodos ou em linfonodos da cadeia mamaria interna clinicamente
aparente, na auséncia de metastase axilar.

N3- Metastases em 10 ou + linfonodos axilares, ou linf. infraclaviculares, ou em linf. supraclavicular
ipsilateral.

pM Metastases a distancia
Mx- ndo avaliavel

MO- ausente

M1- Metastase a distancia

Linfonodo sentinela:
1- Positivo
2- Negativo
3- Nao se aplica

Linfonodos axilares (LN):
1- Positivo
2- Negativo
3- Nao se aplica

Tipo histoldgico geral ao diagnéstico inicial e apés reviséo histoldgica (TipoHi e r):
1-Carcinoma ductal invasor (CDI) SOE: mais de 60% a 75% do tumor apresenta tipo nao especial
2- Tipo especial puro: mais de 90% do tumor apresenta tipo especial. Especificar

3- Tipo especial variante: 60 a 75% do tumor apresenta tipo especial. Especificar

Subtipo histolégico: Especificar
Formacao tubular ao diagnéstico inicial e ap6s reviséo histolégica (Ftubi e Ftubr ) :
1- 1 ( mais de 75% do tumor)

2- 2 (de 25% a 75% do tumor)
3- 3 (menos de 25% do tumor)

Grau nuclear (GNi er):



1- 1 (discreto pleomorfismo nuclear)
2- 2 ( moderado)
3- 3 (acentuado)

indice mitotico (IMi e r):
1- 1 (até 5 figuras de mitose por 10 HPF)
2- 2 (6 a 10 figuras de mitose por 10 HPF)
3- 3 (mais de 10 figuras de mitose por 10 HPF)

Grau histolégico (GH i er):
1- Gl (Bem diferenciado)
2- Gll (Moderadamente diferenciado)
3- Glll (Pouco diferenciado)
4- Nao se aplica

IV— ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

Receptor de estrégeno (RE) inicial (i) e apds repeticdo da reagcdo imunoistoquimica:

1- Positivo
2- Negativo
3- Nao consta

Receptor de progesterona (RP) inicial (i) e apés repeticao:
1- Positivo
2- Negativo
3- Nao consta

HER2 (c-erb-B2/neu) inicial (i) e apds repeticdo:
1- Positivo
2- Negativo
3- Nao consta

p53inicial (i) e apds repeticado:

1- Positivo

2- Negativo

3- Nao consta
CK 5:

1- Positivo

2- Negativo
CK 14:

1- Positivo

2- Negativo
EGFR:

1- Positivo

2- Negativo
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p63:
1- Positivo
2- Negativo

Caveolina: Especificar o score

1- Positivo
2- Negativo

V-SEGUIMENTO CLINICO

Follow-up (FUP):
1-  Alive with no evidence of disease (NED)
2- Died of disease (DOD)
3- Alive with disease (AWD)
4- Perda de follow-up

Tempo de follow-up (TEMPFUP): nimero de meses
Recidiva da doenca (REC):

1- Presenca de recidiva

2- Auséncia de recidiva

3- Nao consta
Local (is) da recidiva: Especificar

Sobrevida global (SG): numero de meses

Sobrevida livre de doenga (SLD): nimero de meses

IPROTOCOLO DE PESQUISA|

NOME: BIOPSIA:
Sexo: ldade: Cor:

RG: Q:
Procedéncia: Tipo de espécime:

Lateralidade:
Quadrante: LatBIO:

Data da ultima visita/ébito:

Ano:

ANO:

Data do diagnastico inicial:
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Hfam: Tipos de TTO:

TipoHi: TipoHr:

Subtipo histologico:

Ftubi: Ftubr: GNi: GNr: [Mi:
GHr:

Tamanho do tumor (T):

LN: Linfonodo sentinela:
Estadiamento (TNM):

Follow-up (FUP):

Tempo de follow-up (TEMPFUP):

Recorréncias (local ou a distancia):

REi: RE: RPi: RP:
HER2:

p53i: p53: CKb5: CK14: EGFR:
Caveolina:

Tipos de TTO:

OBS:

IMr:

HERZ2i:

p63:

GHi:
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ANEXO 3 - PROTOCOLO PARA REACAO IMUNOISTOQUIMICA

PROTOCOLO IMUNOISTOQUIMICO DO POLIMERO NAO BIOTINILADO
(Novolink Max Polymer, Novocastra, UK)

Desparafinizacao:
1) Imergir as laminas em xilol - 3 banhos em xilol (5 minutos cada)
2) Imergir as laminas em alcool - 4 banhos (mergulhar 10X)

3) Lavagem por 5 minutos em agua corrente

Reativacdo antigénica: conforme o anticorpo primario

4) Recuperagao antigénica na Pascal (Camara de Pressdo): em solugao

Citrato pH 6,0 a 125° C (30 segundos ap0s atingir 125°C e pressao entre

5) Recuperagao antigénica com digestdo enzimatica: mergulhar as laminas
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em solucao de proteinase k da Dako (diluicdo 1:20 em tris pH 7,5) e deixar

por 7 minutos

6) Deixar as laminas resfriando em temperatura ambiente por 20 a 30 minutos

7) Depois de frias, lavagem em agua corrente por 5 minutos

Blogueio da peroxidase enddgena:
8) Imergir as laminas em Peroxido de Hidrogénio (10 volumes) durante 5
minutos

9) Lavagem em tampdo PBS: 3 banhos, com duracdo de 5 minutos cada

Bloqueio de proteinas:
10)Pingar o Bloqueador de Proteinas e deixar por 20 minutos

11)Lavagem em PBS: 3 banhos, com duragédo de 5 minutos cada

Anticorpo primario:
12)Incubagédo com o anticorpo primario por 2 horas
13)Lavagem em PBS
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Bloqueador pOs-primario:
14)Incubacédo com Bloquador pos-primario por 30 minutos

15)Lavagem em PBS

Aplicacédo do polimero:
16)Incubagdo com NovoLink Polymer (NovoLink Max Polymer,
Novocastra,UK) por 30 minutos

17)Lavagem em PBS

Revelacédo da reacdao:
18)Revelacao da reagcdo com cromogeno diaminobenzidina (DAB): 5
minutos(Kit Liquid DAB + Substrate Chromogen System; DakoCytomation,
Carpinteria, Califérnia)

19)Lavagem em agua corrente

Contracoloragéao:
20)Contracoloragdo com Hematoxilina de Harris por 2 minutos

21)Lavagem em agua corrente por 5 minutos

Desidratacdo, diafanizacdo e montagem:
22)Imergir as laminas em alcool absoluto: 3 minutos em cada cuba
23)Imergir as laminas em xilol: 10X em cada uma das 2 cubas
24)Manter as laminas na 22 cuba de xilol enquanto se realiza a montagem com

laminula e Enthelan®.
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ANEXO 4- PRODUCAO CIENTIFICA RELACIONADA A TESE

1- APRESENTACOES EM CONGRESSOS E ENCONTROS

Tema livre selecionado para apresentacao oral e entre os 24 melhores
trabalhos concorrentes a para premiagdo no XXVI Congresso Brasileiro de

Patologia, Bento Gongalves/RS, Brasil, 2007

DE BROT MA, CURCIO VS, SOARES FA, GOBBI H. Breast carcinomas with
basal differentiation: a clinical, histopathological, and immunohistochemical
study in Brazilian women. In: XXV| Congresso Brasileiro de Patologia, 2007,
Bento Gongalves. Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial. Sao
Paulo.2007;43.59.

Tema livre apresentado como p6ster em Encontro de Pés —graduacgéo

DE BROT MA, SOARES FA, CURCIO VS, GOBBI H. Freqiiéncia de
carcinomas mamarios de fendtipo basal em mulheres brasileiras. | Encontro de
Po6s-Graduagao em Patologia da UFMG, Belo Horizonte, 17 e 18 de abril de
2008.

2- ARTIGO COMPLETO ENVIADO PARA PUBLICACAO EM PERIODICO

INDEXADO

DE BROT MA, SOARES FA, CURCIO VS, GOBBI H. Freqgiiéncia de
carcinomas mamarios de fendtipo basal em mulheres brasileiras. Submetido
em 22/4/2008 (artigo original, numero de fluxo 429). Revista da Associacao
Médica Brasileira (RAMB).





