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-RESUMO-

Palavras- chave : Carcinoma mamdrio; inmmo-histoguimica; progndéstico;
receptor estrogénico; CEA; vimentina; p53; CerbB-2; proteina bel-2.

O presente trabatho é um estudo retrospectivo, que tem como objetivo
avaliar a expressdo de alguns marcadores imuno-histoguimicos- ER, CEA ,
vimentina, p53, cerbB-2 e bel-2 - em casos de carcinoma mamdrio em relagdo
a0 seguimento clinico observado nas pacientes que compdem O grupo
estudado, visando estabelecer o valor prognéstico de cada um destes
marcadores, bem como uma possivel relacdo entre suas expressbes. Foram
estudados 40 casos de carcinoma mamdrio, nos quais foi feita uma revisao do
diagndstico histopatolégico e em seguida o estudo imuno-histoquimico, com
classificacio da reagdo segundo o percentual de células positivas. Para a
andlise estatistica foram utilizados os testes Qui- quadrado, Kaplan- Meyer,
regressio Cox e Cox- Mantel. N&o houve relagio estatisticamente significativa
isolada de nenhum marcador com ¢ progndstico, apenas o C-erb-B2 mostrou
uma tendéncia de associacio entre sua expressdo e melhor prognostico (p=
0,09). Ndo houve em nosso estudo nenhuma associacio significativa entre a
expressiio dos marcadores estudados, porém observou-se uma tendéncia de
relacio inversa entre a expressdo de vimentina e ER (p=0,05). Observamos
ainda, embora ndo tenha sido estatisticamente significativa, uma tendéncia de
associacio da expressio do p53 com pior progndstico, O que estd em
concordancia com as conclusdes observadas por outros autores.
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-SUMMARY-

Keywords: Mammary carcinoma; immuno- histochemistry; prognosis;
estrogenic receptor; CEA; vimentin; p53; CerbB-2; bcl-2 protein,

The current work is a retrospective study, having as a goal to evaluate some
immuno-histochemical markers' expression- ER, CEA, vimentin, p33, cerbB-2
and bel-2 - in mammary carcinoma cases regarding the clinical follow-up
observed in patients forming the studied group, aiming to establish the
prognostic value of each one of these markers, as well as a possible
connection between their expressions. 40 mammary carcinoma cases were
studied, in which a review of the histopathologic diagnosis was made followed
by the immuno-histochemical study, classifying the reactions according to the
percentage of positive cells. For statistical analysis the Chi- square test,
Kaplan- Meyer, Cox regression and Cox- Mantel were used. No statistical
association was observed between immuno-histochemical markers and
prognosis.Only the C-erb-b2 marker showed tendency to associate its
positiveness to better prognosis (p= 0,09). There was po meaningful
connection between the studied markers' expression in our study, however it
was noticed an inverse correlation tendency between the expression of
vimentin and ER (p=0,05). We have also observed, though it was not
statistically meaningful, a trend for connection between p53's expression and
worse prognosis, what is according to the findings of other authors.
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UTILIZACAO DE MARCADORES IMUNO- HISTOQUIMICOS DE
VALOR PROGNOSTICO EM TUMORES DE MAMA: ANALISE DE
UMA POPULACAO DE CAMPINAS, SAO PAULO.

INTRODUCAQO

1. - ASPECTOS GERAIS SOBRE O CARCINOMA MAMARIO

A mama origina-se da gléndula sudoripara, aparecendo no embriao
quando este mede 8mm. No quinto més de vida fetal, crescem os brotos
epiteliais, com esboco dos ductos lactiferos, que no oitavo més desenvolvem
ldmen. Na puberdade, a evolugho mamdria se completa com o
desenvolvimento dos ductos lactiferos secundérios. Quinze a vinte lobos, cada
um destes formados por um ducto principal e suas ramificacGes, constituem a
mama. Este aparato glandular é permeado por tecido fibroadiposo e repousa
sobre um coxim de tecido musculo-conjuntivo. O suprimento sangtineo €
feito por ramos das artérias mamdria interna, mamaéria extema e intercostais.
Os linfonodos axilares variam entre 10 a 30 e constituem 5 grapos: grupo da
veia axilar, grupo mamdrio externo, grupo escapular, grupo central e grupo
subclavicular. A inervagio maméria provém do 2° ao 6° nervos intercostais e
dos plexos cervical e braguial.

Os ductos lactiferos principais e secunddrios s&o revestidos por células
colunares superficiais e células cuboidais profundas circundadas por uma
camada de células mioepiteliais, que por sua vez é envolvida por uma lamina
fibroeldstica. Os 4cinos sdo compostos de células cuboidais parcialmente
circundadas por células nioepiteliais descontinuas (Tavassoli, 1992).

A incidéncia do carcinoma mamdrio é extremamente elevada em
vérios paises, ocupando O primeiro lugar dentre as neoplasias malignas em
mulheres nos EUA e na Europa. Aproximadamente uma em cada nove
mulheres americanas devem adquirir cincer mamério em algum mOmento da
vida. Para o ano de 1994 foram estimados 182.000 novos casos de cancer de
mama nos EUA, além de 46.000 6bitos causados pela doenga. A maior parte
dos casos ocorre em mulheres na fase da menopausa, em (Omo da 52 e 72



década, sendo raro o seu aparecimento antes dos 23 anos de idade (Haagensen
et al., 1981).

No Brasil, segundo estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA),
para 0 ano de 1998 foram estimados 269.000 novos casos de clncer, sendo
140.705 (52,3%) em mulheres. Em relacdo ao carcinoma mamario, foram
registrados 32.695 (12,15%) casos novos, correspondendo a 44/ 100.000
mulheres, e 7.165 6bitos devido a esta doenca, correspondendo a 9,6/ 100.000
mutheres. A taxa de mortalidade devido ao carcinoma mamério é maior nas
multheres com idade entre 40 e 79 anos.

Epidemiologicamente, ha vérios fatores relacionados ao risco aumentado
de adqguirir a doenca (Rubin & Farber, 1988):

A} Fatores ambientais - Estudos mostraram que pacientes provenientes
de paises com baixa freqii€ncia da doenga, atingem rapidamente um risco
semelhante em adquirir a doenca ao das mulheres do pafs para onde migraram,
como por exemplo os EUA, onde o carcinoma de mama constitui uma das
principais causas de Obito em mulheres.

B) Fatores genéticos - Principalmente quando hd histéria de carcinoma
em parentes de primeiro grau.

C) Paridade - Incidéncia aumentada nas mulheres que tiveram o primeiro
parto apds os 35 anos de idade.

Maior freqiiéncia em nuliparas do que em multiparas.

D) Duragfo da vida reprodutiva - Risco aumentado na menarca precoce e
na menopausa tardia.

E) Obesidade - Risco aumentado devido 2 sintese de estrégeno pelos
depositos de gordura.

F) Estrdégeno exdgeno - O risco aumenta com o uso de altas doses de
hormoénios administrados no tratamento dos sintomas da menopausa,

O uso de contraceptivos orais nfo se associa a wm aumento comprovado
do risco, devido aos baixos teores hormonais dos medicamentos atuais.

() Histéria de doencga fibrocistica anterior, sobretudo nos casos de
hiperplasia ductal e lobular atipica.

H) Carcinoma da mama contralateral e carcinoma de endométrio- risco
aumentado.

Quanto a etiologia e patogénese, trés fatores de influéncia sio
importantes: (1)fatores genéticos; (2)desequilibrios hormonais; e (3)fatores
ambientais.
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A predisposicio genética é comprovada, estando em estudo um gene
responsdvel pela susceptibilidade ao carcinoma mamdrio, chamado BRCAI
(breast carcinoma 1), que também estd relactonado ao clncer do ovirio.

O desequilibrio hormonal tem papel importante, ¢ muitos fatores de risco
relacionam-se a altos niveis estrogénicos. Tumores ovarianos funcionantes
que sintetizam estrégenos estdo associados ao céncer mamario em mulheres
pos-menopausadas. Estudos recentes confirmam associagdo entre excesso de
estrogeno urindrio frequéncia da ovulaglo, idade na menarca e T18CO
aumentado de cincer de mama. Existern indicios de como os estrgenos
podem agir. O epitélio normal da mama possui receptores para estrogeno e
progesterona ¢ estes tém sido identificados em alguns, mas ndo todos 0s
carcinomas mamérios.

Vérios promotores ¢ inibidores de crescimento sdo secretados pelas
células tumorais da mama (fator alfa de transformacao do crescimento -TGF-
alfa, fator de crescimento epitelial - EGF-, fator de crescimento derivado de
plaquetas -PDGF, e fator de crescimento de fibroblasto- FGF).Muitos estudos
sugerem que eles estdo envolvidos em um mecanismo préprio de progressao
tumoral. A produgio destes fatores de crescimento ¢ dependente do estrégeno
e pensa-se gue as interacdes entre estes hormOnios circulantes, receptores
hormonais das células tumorais e fatores autéerinos de crescimento, induzidos
pelas células tumorais estdo envolvidos na progressao do clncer de mama.

Influéncias ambientais sdo sugeridas pela incidéncia varidvel de cancer
em grupos geneticamente homogéneos e pelas diferencas geograficas quanto a
incidéncia. Entre os fatores alimentares, questiona- se o papel da dieta rica em
gorduras, cafeina e uso de dlcool. As viroses também sdo outro fator estudado,
desde que foi descoberto o MMTV (Mouse Mammary Tumour Virus). Muito
pesquisado tem sido o papel dos oncogenes € dos genes de supressao tumoral,
sobretudo a amplificagio do gene erb B2/neu (similar ao gene receptor de
EGF), que tem sido observada em 5 a 30% dos tumores, associado com a
super-expressio do produto protéico do gene de células carcinomatosas (p185
erb B2). Esta super-expressio do produto genético associa- se a pior
prognéstico em pacientes com carcinoma mamario metastatico em
linfonodos. A insercio de um oncogene erb B2/peu ativado em ratos
transgénicos resulta na formaglo de adenocarcinomas mamdrios. A
amplificagdo dos genes int.-2 (homélogo ao FGF, C-ras e C-myc) tem sido
descrita em cancer de mama. Finalmente, mutagdes somdéticas dos genes
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supressores p33 e Rb ocorrem em 50% e 20% dos casos de cancer mamario
respectivamente.

A mama esquerda é mais acometida que a direita. O cincer é bilateral
ou segiiencial na mesma mama em 4% ou mais. Quanto ao sitio de origem,
cerca de 50% surgem no quadrante superior externo, 10% em cada um dos
quadrantes restantes e cerca de 20% na regifo central ou subareolar. O sitio de
origem influencia consideravelmente o padrdo de metastatizacdo ganglionar.
Os ductos terminais parecem ser o local de origem da maior parte dos
carcinomas mamarios, apresentando um grau de sensibilidade e atividade
celular bastante peculiar.

A classificacio histoldgica, baseada na classificacio da OMS (1981), ¢
a seguinte (Apud Tavassoli, 1992):

*NAO - INVASIVO

Carcinoma intra- ductal

Doenca de Paget sem carcinoma invasor da mama
Carcinoma lobular in situ

*INVASIVO (Infiltrante)

Carcinoma ductal invasivo

Carcinoma ductal invasivo com doenga de Paget
Carcinoma lobular invasivo

{Carcinoma medular

Carcinoma coldide (mucinoso)

Carcinoma tubular

Carcinoma adendide cistico

Carcinoma apdcrino

Carcinoma papilifero invasivo

O carcinoma ductal invasivo €, de longe, o mais comum, seja puro
{52.6%), ou combinado a outros tipos histolégicos (22%). Em seguida, vém
os tipos lobular ¢ medular.

Alguns aspectos clinicos s20 comuns aos tmores nvasivos:

- Aderéncia a planos profundos;
- Retracéo e enrugamento da pele (Ypele de laranja™);
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- Linfedema de causa obstrutiva;

- Retracdo mamilar;

- Carcinoma inflamatério ( edema, hiperemia e dor), por acometimento
linfatico da derme;

- Microcalcificagbes;

- Disseminagio linfdtica ( sobretudo para linfonodos axilares).

Quanto a capacidade de originar metéstases, os tumores podem ser:

- Nao- metastatizantes : Intraductal ou lobular in situ;
- Metastatizantes incomuns: Mucinoso puro, carcinoma medular,
adenocarcinoma tubular, carcinoma adendide cistico;
- Moderada ou altamente metastatizantes : Todos os outros tipos.

O estadiamento clinico é assim dividido (Apud Tavassoli, 1992):

. Estadio 1 - Tumor menor que 2 cm., sem envolvimento nodal ou
metastases;

- Bstadio II - Tumor menor que 5 cm., com acometimento de nodos
axilares ( porém mdveis ) e sem metdstases 3 distincia; ou tumores iguais ou
maiores que 5 cm., sem envolvimento nodal ou metdstases.

- Estadio [I - Tumor de qualquer tamanho com acometimento da pele,
parede tordcica e envolvimento nodal, incluindo cadeias axilar e mamaria
interna, fixos , mas sem metdstases disseminadas.

- Estadio IV - Qualquer forma de carcinoma mamario com Ou Sem
envolvimento nodal, fixago peitoral, ulceragdo cutanea ou fixagdo da parede
toracica, com metastases disseminadas,

Quanto ao tratamento cirdrgico, os primeiros procedimentos, por volta
de 1880, tinham resultados altamente mutilantes, e muitas vezes fatais. Néo
havia o recurso do diagndstico microscépico, sendo comum a recorréncia
local em parede toracica. Nesta época, Halsted introduziu a chamada
mastectomia radical (Fechner, 1993).
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Atualmente, ha duas possibilidades: a mastectomia radical e o
tratamento conservador, com exérese apenas do tumor ou do quadrante
correspondente, seguida de radioterapia adjuvante. Trabalhos recentes tém
evidenciado que a sobrevida atinge niimeros semelhantes nas duas condutas
(Faria & Amalfl, 1993). Ha ainda outros tratamentos adjuvantes que incluem
terapéutica hormonal e quimioterapia.

Até meados de 1940, praticamente toda a literatura americana sobre
patologia mamdria era escrita por cirurgides.

A Anatomia Patoldgica cirirgica como especialidade comecou a
ganhar impulso a partir de 1922, com a fundac@o da Sociedade Americana de
Patologistas Clinicos (Fechner, 1993). A defini¢fio de “carcinoma intraductal”
foi provavelmente descrita pela primeira vez em 1933 por Muir, patologista
escocés que percebeu que “as células epiteliais ductais proliferantes adqguiriam
caracteristicas essenciais de neoplasia maligna antes mesmo de transgredir sua
delimitacdo usual”. Stewart, em 1950, utilizou pela primeira vez o termo
carcinoma intraductal. Em 1982, um importante artigo foi publicado por
Lagios et al., que estudando espécimes de mastectomia de casos de carcinoma
in situ, concluiram que carcinomas deste tipo de pequeno volume (< 2,5 cm.)
estdo associados a menor risco de multicentricidade e de carcinoma invasivo
oculto associado. O carcinoma ductal in sim cujo maior didmetro nao
uitrapasse 2,5 cm., ap6s mastectomia ndo apresentaria indfcios de invasfo. A
presenca de necrose seria considerado um indicio de tendéncia a invasio.

Quanto ao tratamento conservador, um dos protocolos do National
Surgical Adjuvant Breast Project comparou casos de carcinoma invasivo
tratados com tumorectomia com ou sem radioterapia adjuvante. A recorréncia
local foi de 23% nos casos tratados apenas com exérese, engquanto gue nos
casos tratados com exérese associada & radioterapia, a recorréncia foi de
apenas 7%. O seguimento médio destes casos foi de 30 meses (Fisher et al.,
1990).
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7 - FATORES PROGNOSTICOS EM CARCINOMA MAMARIO

0 prognéstico é reconhecidamente associado a alguns fatores clinicos e
patolégicos ja bem estabelecidos:

- Tamanho do tumor - tumores menores que 2 cm. apresentam melhor
prognéstico (Garne et al., 1994);

- Envolvimento ganglionar e nimero de linfonodos com metdstase - A
sobrevida de 5 anos é observada em cerca de 80% dos casos sem
envolvimento ganglionar, cai para 50% nos casos onde hade 1 a3 linfonodos
positivos, e passa a 21% naqueles onde hd 4 ou mais linfonodos acometidos
(Fisher et al., 1983).

- Tipo histolégico - A identificacdo do tipo histolégico pode fornecer
importantes informagdes quanto ao prognéstico. Os tipos histolégicos ditos
especiais ( tubular, cribriforme e mucinoso ), e o carcinoma tdbulo- lobular
apresentam prognéstico excelente; 0s tipos tubular e ductal associados a tipos
histol6gicos especiais tém um bom progndstico; os tipos lobular classico e
pleomérfico, e o tipo medular tém um fndice de sobrevida em 5 anos variando
em média entre 30 - 50%, enquanto que os tipos lobular sélido e ductal
invasivo apresentam prognéstico relativamente pobre. Deve-se lembrar, no
entanto, que cerca de 23% dos casos de carcinoma mamiério podem ser mistos,
e neste grupo o significado progndstico do tipo histolégico ndo € bem
definido.

Destaca-se ainda a importincia de associar & informagdo do tipo
histolégico do tumor a sua graduagdo histolégica, nfo apenas pelas
implicagBes progndsticas e consequentemente terapéuticas, mas também como
um indicador da qualidade do laudo andtomo- patoldgico.

A graduagio histolégica € geralmente feita utilizando-se o método de
Bloom & Richardson, publicado em 1957, e que se baseia em 3 aspectos
histopatolégicos : grau de formagao tubular, regularidade no tamanho , forma
e coloragdo dos niicleos, ¢ atividade mitdtica. Este pardmetro no entanto €
questionado quanto a sua valorizagio excessiva por tratar- se de um método
subjetivo, acarretando  problemas  quanto A sua consisténecia e
reprodutibilidade. Porém, ha trabalhos evidenciando a correlacdo significativa
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entre grau histolégico e progndstico em casos com seguimento prolongado
(Carter et al, 1989).

A graduacfio histoldgica combina aspectos da morfologia celular
(pleomorfismo nuclear) com pardmetros de diferenciacio (formacfo tubular) e
avaliaco de proliferacdo celular (contagem de mitoses), podendo-se
considerar que, potencialmente, a graduacio histolégica forneceria uma visio
panordmica de alguns eventos moleculares que se refletem na morfologia
histoldgica. As evidéncias de que esta informacio compara-se favoravelmente
aos indices de diferenciagdo cinética ¢ bioquimica justificam a importancia
deste dado nos laudos histopatoldgicos de todos os casos de carcinoma
mamario. Posteriormente, Bloom (1950) demonstrou que o seu valor
preditivo ¢ amphado pelo conhecimento do status ganglionar.

Page et al. (1991) estudaram grupos de pacientes com sobrevida longa
¢ sobrevida curta (6bito dentro de 10 anos), e confirmaram a correlagio entre
tipo histoldgico e sobrevida. Observaram ainda que a presenca de elastose,
necrose tumoral e invasfo vascular e linfdtica é mais frequente em casos de
sobrevida curta. O tamanho do tumor também mostrou estar relacionado ao
progndstico, mas esta associac@io parece ser vilida apenas nos primeiros 3
anos de doenga, diminuindo progressivamente a partir desta fase .

Muitos trabalhos tentaram correlacionar parmetros clinicos ao
prognéstico, incluindo idade, status menopausal, tamanho do tumor, tipo e
graduagéo histol6gica, porém o pardmetro clinico mais largamente aceito é o
acometimento metastético dos linfonodos, e é neste que se baseia a decisdo de
se fazer uma terapia adjuvante ao tratamento cirdrgico (Carter et al., 1988;
Chevalliier et al., 198%; Ellis et al., 1990; Elston & Ellis; Esteban et al., 1994;
Faria et al., 1994; Fechner, 1993; Todd et al., 1987).

Sabe- se, no entanto, que 20- 30% das pacientes com linfonodos
negativos ao diagndstico apresentam recorréncia da neoplasia e vio a ébito em
10 anos. Sabe- se ainda que as metastases podem estar presentes num estigio
precoce da doenca, e que a intervencio teraputica em casos de carcinoma
recorrente ou metastitico € ineficaz em grande nimero deles, reforgando a
1déia de que o tratamento hormonal adjuvante deveria ser iniciado o mais
precocemente possivel. Surge entio um novo questionamento: A terapia
adjuvante, sendo benéfica, o seria para todas as pacientes 7 Alguns tumores
ndo estdo biologicamente capacitados a responder ao tratamento hormonal, e
uma vez identificados ndo deveriam recebé- la. Em suma, a partir deste
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momento conmsegue-se perceber a natureza individual de cada caso de
carcinoma mamario, ao invés de considerar o mesmo tipo de tratamento
adequado a todos eles, o que constitui o principio fundamental da biologia
tamoral. Imp®e-se, portanto, a busca de pardmetros adicionals que
identifiquem os casos de maior risco, baseados na atividade proliferativa das
células tumorais. Uma vez selecionadas precocemente, estas pacientes com
risco aumentado receberiam terapia adjuvante com ou sem o envolvimento de
linfonodos axilares. H4 ainda a necessidade de marcadores capazes de avaliar
a resposta & terap@utica instituida.

A evolugio dos métodos diagndsticos e terapéuticos tem suscitado
grande interesse em estabelecer novos indicadores progndsticos, resultando
em grande ndmero de publicagles que visam testar o valor de diversos
marcadores através das mais variadas técnicas. A evolugdo dos métodos
imuno-histoquimicos possibilita o estudo destes marcadores em material
fixado em formalina e incluido em parafina, permitindo a realizagao de
estudos retrospectivos com a utilizagio de material de arquivo e a comparagao
destes resultados com os aspectos clfnicos observados em cada caso.

Realizamos a seguir uma revisio bibliogrifica da utilizagdo de 6 destes
marcadores imuno-histoquimicos - ER {(receptor de estrégeno), CEA (antigeno
carcinoembridnico), Vimentina, p53, C-etbB 2 ¢ Bcl-2 -, os quais tém sido
largamente estudados quaplo a0 seu valor progndstico no carcinoma
mamario.

2.1 - MARCADORES IMUNO-HISTOQUIMICOS

5 1 1. RECEPTOR DE ESTROGENO (ER)

A identificacio de receptores de estrogeno nas células tumorais data da
década de 60, estabelecendo- se a partir daf uma relacao entre a expressao de
ER no tumor primdrio e a resposta a terapéutica hormonal. A habilidade do
epitélio mamdrio em sintetizar ER pode ser entendida como uma manifestagao
de diferenciacdo bioquimica e manutencio do controle regulatdrio.

Virios estudos observaram uma relagio negativa entre volume celular
e nuclear e a concentracio de ER. A heterogeneidade da reatividade tumoral
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pode ser responsavel por casos falso- positivos, quando representarem uma
minoria da populacio tamoral.

A dosagem dos receptores de estrégeno foi a medida biol6gica mais
precocemente introduzida na prética clinica, reconhecidamente relacionada a
aspectos do comportamento tumoral, na previsio da resposta, relacio ac grau
histolégico, e em relagdo ao progndstico, sobretudo durante o tratamento da
doenga avangada. A importdncia da presenca dos receptores estrogénicos nos
tumores de mama seria a de que estes tumores apresentariam maior indice de
resposta a terapéutica hormonal adjuvante, apresentando melhor prognédstico
tanto nos casos de doenga avancada quanto na fase inicial, em relacfio aos
tumores ER negativos., Ha indmeros trabalhos avaliando o valor deste
método como pardmetro progndstico, os quais, no entanto, utilizam diferentes
métodos para sua detecgBo. Inicialmente utilizava- se o método bioguimico,
que empregava um macerado celular obtido de um fragmento do tumor, o que
exigia uma quantidade significativa de material, além de apresentar dificil
reprodutibilidade, evidenciada nos estudos em que foi utilizado (Alexiev et al.,
1993; Graham et al., 1991; Querzoli et al., 1992). Mais tarde, McCarty et al.
(1985) demonstraram a eficdcia de um anticorpo monoclonal especifico
utilizado em cortes de tecidos congelados, possibilitando o desenvolvimento
de uma técnica semi- quantitativa de avaliagdo, com correlacdo satisfatdria
com o método bioquimico. Ainda na década de 80, o método imuno-
histoquimico tornou- se possivel em material fixado em formalina e incluido
em parafina. Os resultados mostraram-se extremamente satisfatérios no que se
refere & especificidade e sensibilidade, além de elevada correlacio com o
método bioquimico, e oferecendo ainda algumas vantagens adicionais, como
possibilitar a andlise de material proveniente de puncfio, pequenas lesdes, ou
ainda lesGes inicialmente ndo suspeitas de malignidade, das quais ndo foi
colhido material a fresco. Permite ainda o uso de material de arquivo para
estudos retrospectivos. Por preservar a estrutura do tecido, possibilita a
localizagdo topogrifica dos receptores, que ocupam o nicleo da célula,
reduzindo a margem de erro de avaliacdo, e torna vidvel a correlacio de sua
presenga ou auséncia com aspectos morfoldgicos do tumor. A
heterogeneidade da reagfo € uma caracteristica frequente, sendo dificilmente
visto um caso com positividade de 100% das células rumorais. Ela pode ser
explicada pela presenca de estrégeno endégeno, que resulta em niveis imuno-
histoquimicamente ndo detectdveis, o que ndo implica necessariamente em
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que estes tumores ndo respondam ao tratamento hormonal. A resposta a
terapéutica endocrina parece estar ligada a outras varidveis além da expressao
de receptores de estrégeno (Andersen & Poulsen, 1989; Ellis & Gown, 1990;
Craham et al. 1991; Hawkins, 1985; Hsu et al. 1981; McCann et al., 1991;
Ohri et al., 1992; Shintaku & Saib, 1987; Snead et al., 1993).

As conclusdes a partir da utilizagio deste marcador sdo variadas, A
positividade para ER foi associada a idade, status menopausal e ao tipo
histolégico do tumor, predominando nos tipos ductal invasivo e lobular, e
desaparecendo no tipo medular ¢ na variante comedocarcinoma, Estaria ainda
correlacionado ao gran de diferenciagdo histolégica, cujos pardmetros
abrangem formacdo tubular, atipia nuclear e figuras de mitose, ¢ a methores
indices de sobrevida geral. Skoog et al. (1987) concluiram que a diferenga
entre os tumores ER+ e ER- atinge 0 méximo apés cerca de 4 anos, periodo no
qual a maioria dos casos ER- com metéstases axilares teria ido a 6bito. Ruder
et al.(1989) constataram melbores fndices de sobrevida nos casos ER+,
sobretudo nos estdgios mais avancados da doenca. Bur et al.(1992)
observaram relacio entre a expressdo de ER nos casos de carcinoma in situ € a
coexisténcia de componente invasivo. Barnes & Masood ( 1990) constataram
positividade semelhante nos casos de carcinoma in situ com ou sem
componente invasivo, contudo a intensidade da reacao era maior nas lesbes
menos agressivas, Alexieva - Figusch et al.(1989), e Thorpe et al.(1987),
comparando ER e PR (receptor de progesterona), concluiram que a medida de
PR seria de maior valor progndstico, porém ndo recomendaram a sua
avaliagio isolada.

Rutler et al.(1985) e Andry et al.(1989), no entanto, nao confirmaram o
valor prognéstico do ER. Kurtz et al. (1990) consideraram que a avaliagio de
ER isoladamente ndo é um fator suficientemente forte para fundamentar a
escolha da conduta terapéutica, € que este pardmetro precisaria estar
combinado a outros fatores progndsticos.

Os tecidos que respondem a hormonios esterGides contém uma
proteina especifica para se ligar a0 hormdnio, formando com ele um complexo
que migra para o nticleo celular onde se associam a uma protefna da cromatina
e ao DNA, estimulando a RNA- polimerase e resultando no aumento da
sintese de RNAm e RNAr. No pequeno percentual de casos ER+ gque ndo
respondem 2 terapéutica hormonal, haveria uma provével incapacidade dos
receptores estrogénicos em estimular a transcricéo.
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Estatisticas mais recentes t&m identificado um aumento na incidéncia
de carcinomas mamdrios em mulheres de diferentes faixas etdrias e ragas,
levande & formulacfo de hipbieses que possam justificar este fendmeno. Uma
destas, propostas por Pujol et al. (1994), associa as alteraches no padrdo
epidemiolégico do carcinoma mamdrio a mudangas na sua etiologia,
constatando que o aumento de incidéncia nos dltimos 20 anos corresponde a
carcinomas mamdrios ER+. Os autores comnsideram a etiologia hormonal a
melhor explicagdo para tal mudanca no perfil desta neoplasia, justificada pelo
aumento do uso de contraceptivos orais e da terapéutica de reposicéo

estrogénica.

Autor Ano Conclusdes
Publ.

¢ Raymond, W.A & 1989 Confirma valor prognéstico do ER.
Leong, A.S. Y.

o Querzoli, P. et al. 1992 Valor prognéstico e preditivo.

¢ Hurlimann, J.etal. 1993 Valor progndstico nos primeiros ¢inco

anos e valor preditivo em relaco ao
tratamento hormonal.

* Robertson, J. F.R. 1994 Valor preditivo e  progndstico,
et al. sobretudo no estadio I11.

- Rich, M. A. et al. 1978 Relacho com o gran histolégico.
The Breast Cancer Positividade para ER relaciona-se a
Prognostic  Study menor fndice de recorréncia e maior
Surgery and . . o
Pathology m’tervalo hﬂvre de doeflga, pore'm nao
Associates. ha correlagdo com metastases axilares.

o McGuire, W. L. & 1992 Para valor progndstico de sobrevida
Clark, G. M. livrte € melhor combind-lo a outros

parametros prognosticos; mais
importante ¢ seu valor preditivo de
resposta a tratamento hormonal.

s Veronese, S. M. et 1995 Valor preditivo para selecic de
al. pacientes para tratamento hormonal.

e Chevallier, B.etal, 1988 ER tem valor prognéstico, sobretudo

na indicacdo de terapéutica adjuvante
ao tratamento cirdrgico.
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Autor

Ano
Publ.

Conclusbes

Gaskell, D. J. et al.

Knight, W. A. et
al.

Mascarel, 1. ef al.

McGuire, W. R. et
al.

Stebbings, W. 8. L.
et al.

Hawkins, R. A. et
al.

Esteban, J. M. et
al.

Clark, G. M.

18989

1977

1995

1982

1989

1996

1994

1994

Valor preditivo do ER na sele¢do de
casos para tratamento com Tamoxifen.
Resposta a0 ER tem relagdo com
tempo de sobrevida e com instituig8o
de tratamento adjuvante.

Correlagio com tamanho do tumor,
status nodal, grau histologico e
dosagem de progesterona, porém o ER
niio patece um marcador com valor
progndstico independente.

QO ER tem valor na selecio de
pacientes para terap€utica hormonal,
mas a andlise sugere que o PR é
melhor marcador neste sentido.

O nivel de ER ¢ PR diminui com a
progressdo da doenga; niveis elevados
de ER relacionam-se com melhor
resposta 2 terapéutica hormonal.
Utilizando dosagem do ER como uma
varidvel continua, concluem que este
marcador tem importante  valor
progndstico no seguimento clinico
inicial (1-3 anos), associado a
parimetros  clinicos (presenca de
metdstases axilares e grau histolégico).
Associado ao CEA, o ER foi fator
preditivo  mais  importante  na
caracterizacio de nm subgrupo de
pacientes com melhor progndstico
(CEA -/ER +).

ER com valor preditivo para institui¢ao
de terapéutica hormonal.
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Autor Ano Conclusdes
Publ.

* De Luca, L. A.et 1993 - Expressio do ER associa-se com grau
al. de diferenciacio celular, presenca de
elastose, auséncia de  infiltracdo
linfocitdria e auséncia de necrose. Sua
expressdo tem valor reduzido em casos
com estadiamento avangado.
¢ Goulding, H. et al. 1995 - A pesquisa do marcador ER com o
anticorpo DAKOQO 1D3 apresenta maior
percentual de positividade e maior
intensidade da  reacdo com
comprovagdo do seu valor preditivo
em relacdo & instituiciio de terapéutica

hormonal.

¢ Butler, J. A. et al. 1985 - Nio confirmam o valor progndstico do.
ER.

*» Andry, G; etal. 1989 - Niao confirmam o valor prognéstico do
ER.

o Kurtz, J. M. et al. 1990 - A avaliacfo isolada do ER nio €

suficiente para orientar a escolha
terap€utica, sendo necessdria  sua
combinacdc com outros fatores
prognosticos.

2.1.2 - ANTIGENO CARCINOEMBRIONICO (CEA)

O CEA € um dos antigenos oncofetais normalmente produzidos por
células fetais normais, que pode também ser produzido por células adultas
malignas de origem epitelial. Sua presenca é associada a capacidade de
crescimento rapido, disseminacio e propriedade de escapar da destruicio pela
resposta do hospedeiro. Inicialmente foi detectado em carcinomas do célon,
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sendo em seguida associado a outras neoplasias, como 0 carcinoma mamario,
e também a processos benignos (Isaacson & Judd, 1978).

Foi observada uma correlagiio inversa entre a sua positividade ¢ a
concentracio de receptores de estrégeno, indicando que CEA e ER seriam
marcadores tumorais opostos. Shousha et al.(1979), estudando a distribuigdo
do CEA nos carcinomas mamdrios, observaram relacdo entre CEA e o
prognéstico da doenca, com findices de sobrevida em 5 e 10 anos
significativamente melhores nos casos CEA negativos, independentemente de
outros parimetros, como presenca de metastases ¢ tipo histolégico do tumor.
Nos casos CEA- positivos o progndstico tenderia a piorar de modo
proporcional 2 intensidade da reagdo. Foi vista ainda associacdo entre a
positividade para o CEA e a presenca de metéstases ganglionares,
estabelecendo a utilidade deste marcador como indice prognéstico. Mansour et
al.(1983) confirmaram esta hip6tese em seu trabalho. Walker (1980) porém,
constatou associacio do CEA apenas com o grau de diferenciacao histoldgica
do tumer, ndo correlacionando este a outros fatores prognosticos, come
metastases e recorréncias. Nap et al.(1983) questionaram o valor prognostico
da avaliacio do CEA, ressaltando a existéncia de glicoproteinas CEA- like que
podem produzir reagbes cruzadas, resultando em um alto fndice de casos
falso- positivos, na ordem de 40% . Em trabalho posterior(1984), os mesmos
autores confirmaram a reatividade cruzada deste marcador, e destacaram a
necessidade do uso de um anticorpo monoclonal na tentativa de melhorar este
aspecto. Em 1983, Kuhajda et al. j4 haviam ressaltado o risco da variagio de
reatividade deste marcador, no entanto concluiram que sua utilizagdo poderia
ajudar na distingdo entre proliferagdes epiteliais malignas e benignas .

Fm trabalbo recente, Schmitt & Andrade (1994) observaram que a sua
positividade nfo estaria restrita aos €asos malignos, ocorrendo também em
casos de hiperplasia ductal atipica, sugerindo que nestes haveria um risco
aumentado de transformacido maligna. Lee et al.(1985), ao contrario, nao
conseguiram estabelecer nenmhuma correlacdio entre o CEA e quaisquer
parametro clnico, morfoldgico on epidemiolégico .

Finalmente Esteban et al.(1994), estudando uma série de 202 casos de
carcinomas mamdrios, ptilizaram anticorpos monoclonais para CEA e ER, ¢
concluiram que o CEA isoladamente ndo € um bom marcador prognostico,
porém identificaram uma associagdo altamente significativa entre a expressao
de CEA e ER nos casos de estidio I e IT, apontando um subgrupo de pacientes

39



com risco mais alto de recorréncia ou Obito. Concluiram ainda que a
associagdo de 2 ou mais pardmetros de significado preditivo sinérgico pode
tracar perfis do tumor de valor clinico relevante, que complementem os
parametros clinicos classicos .

Autor Ano Publ. Conclusoes
¢ Esteban, J. M, et 1994 - O CEA associado ao ER foi
al. considerado o fator preditivo mais

importante na caracterizacdo de um
subgrupo de pacientes com melhor
prognoéstico (CEA -/ER +).

¢ Tormey, D. C. et 1977 - Niveis elevados de CEA ocorrem na

al. maioria dos pacientes com doenca
metastitica, nos  quais fem
importancia progndstica.

» Shousha et al. 1979 - Relacdo significativa entre a
expressdo do CEA e progndstico
independente do status nodal e do
tipo histolégico do tumor, com
negatividade associada a melhor

prognostico.
o Mansour, E. G. et 1983 - Confirmam o valor prognéstico do
al. CEA.
s Walker, R. A. 1980 - Observou associacio do CEA

apenas com 0 grau histolégico, sem
correlacdc com metastases e recidiva
da doenca.

o Jee A K. etal. 1983 - N3o observaram correlacgdo do CEA
com nenhum par@metro clinico,
morfolégico ou epidemiolégico.

2.1.3 - VIMENTINA

Constitui uma das cinco classes de filamentos intermedidrios,
principais componentes do citoesqueleto de mamiferos. A principio era
considerado um marcador especifico de células mesenquimais, o que o
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tornava Gtil na distingdo entre neoplasias de origem epitelial ou ndo- epitelial.
Posteriormente, foi demonstrado que a possibilidade de coexpressdo de
vimentina € queratina era muito comum. “A coexpressdo de queratina e
vimentina em neoplasias epiteliais tem sido associada a alteragOes de forma e
motilidade das células transformadas™ (Henzen - Longmans et al.,, 1987). A
expressio de vimentina em tumores epiteliais tem sido atribuida a uma
reversio celular a tipos mais primitivos ou embriondrios. Azwmi & Battifora
(1987) observaram positividade para vimentina em cerca de 10% dos casos de
carcinoma mamério estudados e concluiram que este marcador poderia ser
utilizado combinado a outros marcadores, constituindo um painel de valor
progndstico. Esta positividade foi verificada sobretudo em casos de carcinoma
ductal pouco- diferenciado (grau histol6gico 3), geralmente neoplasias ER
negativas, com altos valores para fatores de crescimento, medidos pelo
marcador de proliferaciio Ki- 67, indicando comportamento agressivo e pior
prognéstico. Cattoretti et al.(1988) observaram evidéncias da relacdo inversa
entre ER, vimentina e outros marcadores (p53 e EGF- R}, indicando que esta
baseia- se no status proliferativo da célula tumoral. A presenga deste marcador
sugeriria um ciclo celular ativo em uma célula com niveis reduzidos de ER, ou
com uma necessidade reduzida de ER para o seu crescimento. Raymond &
Leong (1989) consideraram a hipGtese de que 2 positividade para vimentina
seria proporcional & redugdo do contato célula- célula, explicando o alto indice
de positividade nas células descamadas .

Outros autores, no entanto, consideraram que a vimentina ndo funciona
como wm marcador independente dos critérios convencionais, como
Domagala et al.(1990), sugerindo que esta positividade marcaria a passagem
destes tumores de hormdnio- dependentes a hormdnio- independentes,
aumentando a positividade para vimentina proporcionalmente 4 diminuigao de
positividade para ER. A expressdo de vimentina indicaria uma regulagio de
crescimento falha, favorecendo a replicagio das células tumorais e resultando
consequentemente em pior prognostico .

Autor Ano Publ. Conclustes

e CGould, V.E. etal. 1990 - A freqiiéncia da expressdo de
vimentina foi maior no epitélio
hiperplésico e neoplédsico do que no
epitélio normal.
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Autor Ano Publ. Conclusdes

¢ Domagala, W. et 1990 - Expressdo da vimentina
al. preferencialmente nos casos ER - ou
com baixa positividade do ER e com

alto gran histolégico (GH I,

sugerindo  que spa  expressdo

associa-se¢ a indicadores de pior

prognéstico.
» Raymond, W. A, 1989 - A expressio da vimentina parece
& Leong, A.S. Y. estar associada a comportamento

mais agressivo € pode ter valor
progndstico  para o Ca. ductal
invasor, independente do status
nodal e do grau histolégico.

¢ C(Cattoretti, G. et al. 1988 - Evidéncias de relag@io inversa entre
vimentina e ER.

2.1.4- ONCOPROTEINA p53

O p53 € um gene de localizacdo nuclear presente nas células normais,
com funcdo regulatéria no ciclo celular, inibindo a sua progressio e
funcionando como supressor tumoral. Participa do reparo do DNA e da morte
celular através da apoptose. Em caso de dano ao DNA, o p53 provoca
paralisagdo do ciclo na fase Gl, permitindo o reparo do DNA. Se este ndo
ocorre, o p33 desencadeia o processo de apoptose para prevenir a proliferacio
de células alteradas (Rosen, 1996).

Sua deteccdo imuno-histoquimica em estado normal € dificil devido a
sua labilidade. Em caso de alteracio do gene, ocorre inibicio de suas funcdes
normais ¢ acimulo de seus produtos nas células tumorais, facilitando sua
detecgido. Mutacdes no gene p53 constituem a anormalidade genética mais
frequente nas neoplasias humanas, incluindo o carcinoma mamario. A
expressdo da proteina p33 € caracterizada pela coloracio do micleo das células
tumorais.

Em relacfo ao carcinoma mamdrio, hd numerosos trabalhos publicados
avaliando a associacdo da expressdo da proteina p33 com aspectos clinicos ¢
histoldgicos. Estes utilizam métodos e anticorpos diversos, além de diferentes
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critérios de positividade da reagfo, o que culmina em resultados também
distintos. Porém deve-se ressaltar a contribuicdo positiva destes estudos,
demonstrando relevantes tendéncias e conclusGes sobre esta neoplasia (Rosen,
1996).

Em grande nimero de trabalhos, a expressdo do p53 € mais freqiiente
nos tumores FR negativos, histologicamente pouco- diferenciados. Sua
expressio € menor em tumores do tipo tdbulo- papilifero, lobular puro ou
ductal com 4reas de lobular, e mais freqiiente em tumores do tipo medular.

A maioria dos trabalhos nfio consegue ainda estabelecer correlagdo
significativa entre tamanho do tumor, estddio e expressao do p53. Em relaclo
a0 prognéstico, também parece ndo haver uma associacao significativa bem
estabelecida. Barnes et al.(1993) demonstraram associagio significativa entre
a proporgdo de células p53 positivas e o grau histolégico nos carcinomas do
tipo ductal e lobular. Em rela¢ao ao progndstico, 0s casos com maior indice de
positividade mostraram pior evolugo em termos de intervalo livre de doenga,
sobrevida total e sobrevida apds recidiva, exceto nos c€asos com grau
histolégico TII. Cattoretti et al.(1988) observaram uma tendéncia dos tumores
p53 positivos de serem ER negativos e de evolucdo mais agressiva. Houve
correlaciio do p53 com o grau histol6gice, mas néo com o status linfonodal.
Ainda em relagfio ao status linfonodal, segundo Pietilidinen et al.(1995), o
actimulo da proteina pS3 nfio mostrou valor progndstico independente em
casos com metdstase axilar, enquanto que nos casos sem metdstases a
positividade do pS53 significou uma evolugdo favordvel, provavelmente
relacionada a wma maior sensibilidade destes tumores 2 terapia adjuvante .
Estes achados contrastam com o que tem sido concluido em outros estudos,
que associam a positividade para o p53 com um progndstico desfavoravel.
Haerslev & Jacobsen (1995) também ndo observaram valor progndstico
significativo do pS53, no entanto a positividade para este marcador associa-se
a tumores pouco- diferenciados, ER negativos .

Autor Ano Publ. Conclusoes
e Barbareschi, M. 1996 - O valor prognéstico e preditivo do p53
‘ parece menor do que o esperado, e &
prematuro  copsiderd-lo como parametro
decisivo na escolha da terapéutica.
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Autor

Ano Publ.

Conclusdes

Barnes, D. M. et
al.

Humphrey, P. A.
et al.

Cattoretti, . et al.

Pietildinen, L. et
al.

Poller, D. N. et al.

Poller, D. N. et al.

Barbareschi, M. et
al.

Haerslev, T. &
Jacobsen, G. K.

1993

1994

1988

1995

1993

1992

1992

1995

)

A expressio p53 mostrou associacio
com pior progndstico e foi o
segundo pardmetro mais
significativo em relacéo & sobrevida
total, perdendo apenas para o status
axilar.

Expressio do p53 detectada em
casos de Ca. "in situ”, sobretudo nos
casos com componente do tipo
comedocarcinoma.

A expressio do p53 € associada a
tumores ER negativos, EGF +, de
alto grau e € um parimetro
promissor para avaliar o
progndstico.

A expressdo da proteina p53 é um
fator prognoéstico isolado de valor
pequeno no carcinoma mamario.

A expressdo do pS53 no Ca "in situ"
mostrou  associacdo com elevado
grau histoldgico e com presenca de
necrose, e tendéncia de associagdo
significativa com negatividade para
ER.

O  p33 nio mostrou valor
progndstico independente, apesar de
sua expressdo mostrar tendéncia de
associacdo com pior progndstico.
Relacdo da expressio do p53 com
comportamento clinico mais
agressivo.

Nio observaram valor progndstico
do p53, que ndo mostrou relacio
com sobrevida total nem com
intervalo livre de doenca.
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2 1.5- ONCOPROTEINA C-erbB-2 (NEU ou HER 2)

O C-e1tbB-2 é um proto- oncogene que codifica uma proteina de
membrana celular, pertencente i familia dos proto-oncogenes erbB (tipo I dos
receptores tirosina- kinase), mesma familia do EGFE-R (fator de crescimento
epidérmico). Atua através da fosforilagdo da tirosina. Sua amplificacéo tem
sido associada aos adenocarcinomas, sobretudo na mama, € sua eXpressao
pode ser avaliada por métodos moleculares e imuno-histoquimicos. Na
avaliacdo da positividade imuno-histoguimica, ¢ considerada a coloragdo da
membrana citoplasmatica, que a nivel ultraestrutural localiza-se em organelas
especificas. Nos carcinomas mamdrios o acdmulo verifica-se nos
pseuddpodes, estruturas relacionadas & disseminacfo celular, locomocio,
motilidade e fagocitose, indicando que o C-erbB2 estd envolvido nestas
fungdes celulares (De Potter & Schelthout, 1995).

A freqgiiéncia de positividade dos carcinomas mamarios descrita na
literatura para este marcador varia em média entre 20 e 30%.

Quanto ao tipo histolégico, é observada uma associaclo importante
entre este marcador e o carcinoma do tipo comedo. Nos carcinomas. ductais
invasores, o C-ertbB2 é mais fregiientemente observado quando hd um
componente in situ significativo. Dawkins et al.(1993) destacaram a
associacio da positividade a lesdes de alto grau histolégico (tipo comedo ou
grandes células), citando ainda que 0s tipos “especiais” de carcinoma (tubular,
mucinoso, papilifero, medular e cribriforme), considerados de melhor
progndstico, raramente demonstram positividade para o C-erbB2 .

Quanto ao seu valor prognéstico, segundo De Potter & Schelfhout
(1995), a expressdo do C-erbB2 mostrou valor progndstico secunddrio 408
classicos indicadores como metdstase axilar, tamanho e diferenciagdo do
tumor e receptores hormonais. A expressdo do C-erbB2 parece ser mais
significativa nos primeiros anos apés o diagndstico, com reducdo drdstica do
seu valor a partir do 5° ano de evolugao. Lovekin et al.(1991), estudando 667
casos, encontraram uma associagdo significativa entre a expressao do C-erbB2
e a sobrevida, porém também a consideraram menos significativa do que
outros fatores progndsticos existentes. Os autores acreditam que 0 marcador
seleciona um subgrupo de pior progndstico, mas consideram que sua aplicagio
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clinica seja mais efetiva gquando utilizado em combinacdo com outros
marcadores. Wright et al.(1989), em um grupo de 185 casos, concluiram que o
C-erbB2 tem valor preditivo de pior progndstico em casos com Ou sem
metastases axilares, ressaltando que em grupos considerados de methor
prognostico, o C-erbB2 selecionana aqueles que teriam maiores beneficios
com uma terapéutica mais agressiva ja num estdgio micial .

A importincia da expressio do C- erbB2 estende- se ainda ao
tratamento, pois hé estudos recentes mostrando que casos de carcinoma
mamdrio que expressam este marcador se beneficiariam da administracdo de
um medicamento chamado trastuzumab (herceptina), constituido por
anticorpos para o C-ertbB2. As primeiras experi€ncias indicam que a
herceptina possui atividade anti-tumoral potente, exercendo seu efeito
terapéutico através de alguns mecanismos como antagonismo da funcio do
sistema HERZ e inibicAo direta do crescimento das células tumorais. No
estudo de Shak (1999), o anticorpo monoclonal anti- HER2 frastuzimab
(herceptina) foi testado para verificacfio de sua eficdcia e seguranca em
pacientes com carcinoma mamério como nova op¢do terapéutica para 08 casos
de carcinoma metastatico que expressam ¢ C-erbB2. Foram incluidas neste
estudo 1000 mulheres, e os dados indicaram que a herceptina pode ser uma
importante op¢do de tratamento, sozinho ou em combinagdo com outras
drogas. Baselga et al. (1999) também utilizaram a herceptina em casos de
carcinoma mamario metastitico com expressdo do C-erbB2 determinada
através do método imuno- histoquimico, e concluiram que esta droga, sozinha
ou em combinagdo com quimioterapia, € uma grande aliada no tratarento
destes casos.

Ravdin (1999), no entanto, ressaltou que ainda nfo h4 justificativas para
a investigac@o de rotina deste marcador em tumores primdrios no momento do
diagndstico, uma vez que a importancia de sua verificacfo tem sido observada
apenas em casos de doenca avancada, com metdstases. Segundo o autor, a
melhor estratégia seria guardar material do tumor primédrio, utilizando-o para a
verificacdo da expressdo do C-erbB2 em caso de recorréncia da doenga.

Autor Ano Publ. Conclusoes
s Wright, C. et al. 1989 - A expressdo do C-erbB-2 pareceu
ser um importante indicador
progndstico independente.

46



Autor Ano Publ.

Conclusdes

De Potter & 1994
Schelfhout.
Molina, R. et al. 1996

Gusterson, B. A etal. 1992

Tandon, A. K. et al. 1989

Toikkanen, S. et al. 1992

Lovekin, C. et al.

A expressdo do C-erbB-2 relaciona-
se com diminuicdo da sobrevida
total e do intervalo livre de doenga,
podendo ser um marcador preditivo
de recorréncia.

A expressio do marcador C-erbB-2
é util no diagdstico precoce de
recorréncia.

A expressio do C.erbB-2 traz
informac®es prognésticas adicionais
e pode ser il como preditivo de
resposta & quimioterapia.

C-erbB-2 é um  marcador
significativo  independente  com
valor preditivo para sobrevida geral
e intervalo livre de doenca nos casos
com metéstase axilar.

O C-erbB-2 tem significado
prognostico com expressio
associada a menor sobrevida, com
valor independente nos casos com
metastase axilar.

A expressio do C-erbB-2 é um
indicador prognéstico importante,
relacionado com pior prognéstico.

2.1.6- PROTEINA BCL-2

O becl-2 6 um oncogene pertencente & categoria dos reguladores da
morte celular programada (apoptose), ampliando a vida média celular e
aumentando assim as chances da célula adquirir defeifos genéticos de
crescimento e proliferagio efou supressao (Korsmeyer, 1992)

Inicialmente detectado em casos de linfoma ndo-Hodgkin, tem sido
também observado em tecidos ndo-linféides fetais e adultos, ¢ em algumas
neoplasias hematolGgicas e epiteliais, sobretudo aquelas em tecidos sob



controle hormonal, como a mama (Sierra et al., 1995). Nathan et al.(1994),
comparando tecido mamdrio fetal e infantil, observaram gue no primeiro, a
positividade para o Bcl-2 era maior nas células basais, enquanto que no tltime
a positividade maror passava a ser nas células epiteliais luminais, indicando
que a perda progressiva de expressdo do Bcl-2 em células basais reflete a
diminui¢do da capacidade proliferativa do tecido e sua diferenciacfo,
“sugerindo um papel ativo deste gene na morfogénese mamaria. Em reagdes
imuno-histoquimicas, a positividade para o Bcl-2 € citoplasmaitica, sobretudo
na regido perinuclear.
Sobre o valor progndstico deste marcador, Hurlimann et al.(1995), em
190 casos de carcinoma ductal invasor, observaram uma correlacio inversa
entre Bcl-2 e p53, e uma tendéncia de melbor prognéstico nos casos Bel-2
positivos. Este valor prognéstico foi significativo no que se refere a
recorréncia em 5 anos, sobretudo em pacientes com idade acima dos 54 anos.
Nos casos positivos para Bel-2 e p53, parece que o Bel-2 confere boa resposta
a terapéutica hormonal, o que sugere que a avaliacdo simultinea destes
marcadores pode ser ttil na identificagdo de um subgrupo de melhor evolugio.
No entanto Sierra et al.(1995), em um grupo de 124 casos de carcinoma ductal
invasor em estddio T1, verificaram uma tendéncia a metédstases linfonodais 3,6
vezes maior no grupo Bcel-2 positivo em relagfio aos casos Bcl-2 negativos.
Constataram ainda que esta tendéncia aumentava proporcionalmente ao
percentual de células positivas, o que indicava uma associagfio bastante
significativa. Os autores confirmaram a correlagio do Bel-2 com o ER ¢
evidenciaram que a positividade do Bcl-2 foi mais freqgiiente em tumores com
progressdo metastatica inicial do que nos casos sem metdstase axilar, o que
podia significar uma vantagem dos casos Bcl-2 positivos na progressio
tamoral .

Autor Ano Publ. Conclusfes

t

s Sierra, A. et al. 1995 Valor prognéstico do  Bcl-2,
associado ao graun histologico e
status do PR.

o Hurlimann, J. et 1995 - A expressio do Bcl-2 associou-se a

al. melhor progndstico.
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Autor Ano Publ.

ConclusGes

¢ Berardo, M. D. et 1998
al.

e Silvestrini, R. et 1996
al.

¢ Barbareschi, M. et 1996
al.

1

Em casos com metastase axilar, a
expresséo do Bel-2 € associada com
varios  indicadores de  bom
progndstico, € estd isoladamente
associada a melhor progndstico.

A negatividade para o marcador Bcl-
2 ¢ indicativa de comportamento
bioldgico agressivo.

A positividade do Bcl-2 esteve
associada a melhor prognéstico nos
casos sem metastases axilares.
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3. JUSTIFICATIVA DO PRESENTE ESTUDO -

A busca continua por métodos que fornecam dados cada vez mais
detalhados acerca de neoplasias de alta incidéncia, como o carcinoma
mamdrio, visa possibilitar a distingio de tumores que embora
histologicamente semelhantes, podem se comportar de maneira diferente.
Estas informagdes prognésticas mais precisas permitiriam a instituicdo da
terapéutica mais adequada a cada caso, traduzindo um aumento real das
chances de cura destas pacientes.

Neste sentido, o desenvolvimento das técnicas de imuno-histoquimica
e a utilizacdo de marcadores cada vez mais especificos e sensiveis , vem
contribuindo significativamente na elucidagfo de grande nimero de casos de
dificil diagndstico, bem como tem acrescentado importantes informacdes
quanto 3 origem e evolugdo das neoplasias mamdrias, permitindo que cada
caso seja individualizado quanto a sua natureza, € portanto conduzido como
tal.

O levantamento de publicacdes referentes a0 uso de marcadores imuno-
histoquimicos de possivel valor prognostico nos carcinomas mamdrios coloca-
nos em comtato com um infinddvel e riquissimo material, que reflete o
interesse que este assunto tem gerado ao longo de décadas. A grande
quantidade de hipSteses e conclusOes, muitas vezes conflitantes, pode ser
parcialmente explicada pela variedade dos métodos utilizados, ou ainda pelas
diferengas epidemiolGgicas entre 0s VArios grupos populacionais estudados.
Estes resultados podem ser ainda explicados por fatores de ordem técnica,
como artefatos de fixacdo tecidual, comprometendo a qualidade das reacdes.

Embora poucas sejam as afirmagOes que reinam um grau consideravel
de concordancia, fica clara a evolugo dos conhecimentos sobre o carcinoma
mamério e os reflexos desta evolugdo no que diz respeito a terapéutica
atualmente disponivel. Fica também evidente 2 imperiosa necessidade de
continuar os estudos nesta drea, utilizando os conhecimentos ja adquiridos €
tentando ampli4- los. Neste sentido, a realizagdo de estudos retrospectivos em
casos com longo perfodo de seguimento surge como opgio ideal de material a
ser utilizado, e talvez a melhor maneira de aproveitd- lo seja a pesquisa
simultdnea de varios marcadores, confrontando os resultados obtidos para
cada um deles com os outros, € também comparando estes resultados com a
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evolugdo clinica observada. Visto que nenhum dos marcadores até hoje
estudados conseguiu firmar- se como marcador de valor progndstico absoluto
isoladamente, poderia ser bastante produtiva a tentativa de estabelecer um
painel imuno-histoquimico que atendesse &s necessidades de informagdes
progndésticas utilizando marcadores j4 bem conhecidos, que juntos poderiam
fornecer dados de tanta credibilidade quanto os pardmetros clinicamente
utilizados.
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4. OBJETIVOS

O presente estudo, em um grupo de 40 pacientes portadoras de
carcinoma mamario, visa:

- Comparar os resultados obtidos através dos marcadores imuno-histoquimicos
utilizados - ER, CEA , vimentina, p53, CerbB2 e Bcl-2 - com a evolugio
clinica apresentada por cada um dos casos estudados, verificando se ha relagdo
entre a expressio destes marcadores e o comportamento clinico, para tentar
estabelecer o valor prognostico de cada um dos marcadores testados.

- Comparar os resultados obtidos em cada marcador com 08 outros anticorpos

utilizados e com parimetros clinicos e patolégicos, visando estabelecer uma
possivel relagdo entre suas expressoes.
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MATERIAL E METODOS

| SCASUISTICA -

O grupo objeto do presente estudo consta de 148 pacientes com
carcinoma mamario nos estadios clinicos [, II e III, tratadas com cirurgia
conservadora (tumorectomia ou quadrantectomia), seguida de radioterapia
adjuvante, atendidas no Centro de Oncologia Campinas (COC), no periodo de
novembro de 1981 a janeiro de 1987.

Como critérios de inclusdo, havia necessidade de que os blocos de
parafina contendo os tumores estivessem disponiveis para a realizacdao dos
estudos imuno-histoquimicos. Além disto, informacdes sobre idade, estddio,
resposta A terapéutica, morbidade e mortalidade também deveriam estar
completas. Portanto, este grupo inicial foi reduzido para apenas 40 casos, 0s
dnicos dos quais foi possivel obter os blocos de parafina dos cortes do tumor,
por motivos diversos. Nestes, a idade das pacientes variou entre 30 e 80 anos,
com média de 54,8 anos, mediana de 59,5 anos e desvio-padrdo igual a 13,5
anos. Além disso, observou-se que 20,0% delas tinha idade entre 30 e 40 anos,
20.0% entre 41 e 50 anos, 15,0% entre 51 e 60 anos, ¢ 45,0% tinha idade
superior a 60 anos.

Foram realizados cortes corados pela técnica de rotina (hematoxilina &
eosina), para classificagdo histolégica das neoplasias Em seguida foram
processadas as reagdes imuno-histoquimicas para receptor de estrogeno (ER),
antigeno carcinoembrionario (CEA), vimentina, p53, C-erbB-2 e Bcl-2. Estes
estudos foram realizados no Laboratorio de Patologia Experimental - CAISM
- UNICAMP.

A graduacdo histoldgica e nuclear foi feita segundo a modificacao de
Nottingham do sistema Bloom- Richardson.

Nos casos estudados, o tipo histolgico ductal invasor foi o mais
freqiiente (90%), seguido pelos tipos coldide (5%), intraductal papilifero
(2.5%) e carcinoma medular (2,5%). Em relacao ao grau histolégico, 5,4%
tinham grau histolégico I, 48,7% grau histologico II, e 45,9 % eram de grau
histolégico III. Quanto ao grau nuclear, 13,5% eram de grau nuclear 1, 78,4%
apresentaram grau nuclear 2, e 8,1% apresentam grau nuclear 3. Metastases
axilares ao diagnéstico foram constatadas em 55,0% dos casos. Quanto a0
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estadiamento clinico, 15.0% encontravam-se no estadio I, 60.0% no estadio
[I, e 25,0% no estadio III.

O tempo de seguimento clinico médio dos casos estudados foi de 83.9
meses, tendo variado de 2 a 167 meses.

Quanto a evolugdo clinica apresentada, 60,0% dos casos evoluiu sem
novas evidéncias da doenca, 10.0% apresentou recidiva local, 12.5%
apresentou metastases a distancia, e 17,5% foi a obito pela doenca.

|
| ‘ 30.0 0.0
0
|
|

o

OCom n:'dz\u i
W Sem recidiva (SED)

30—

Forcentagem

104 ‘

30 4 |

-

Presente Ausenie o
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Metastase

GRAFICO 01 - Caracterizacio das pacientes quanto a evolucio da
doenca, considerando-se a presenca de metastase ao diagnostico.

2 - METODO IMUNO-HISTOQUIMICO -

* A pesquisa dos antigenos receptor estrogénico (clone 1D35). antigeno
carcinoembrionico (policlonal), vimentina (clone V9)., p53, C-erbB2
(policlonal) e Bel-2 (clone ) foi realizada de acordo com os procedimentos de
rotina em imuno-histoquimica. técnica da estreptavidina - biotina - peroxidase,
descritos por Hsu et al. ( 1981), com modifica¢des do laboratorio. Esta reagdo
possibilita a identificagdo dos antigenos celulares através da enzima
peroxidase. que se liga a um anticorpo especifico. Em seguida, utiliza- se uma
substancia geradora de cor (diaminobenzidina- DAB), que reage com a
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enzima e se precipita no local onde estd presente o antigeno. A reacgfo
produzida é proporcional ao teor de antigeno, e a estrutura celular € em
seguida contra - corada com hematoxilina de Mayer. Foram utilizados neste
trabatho 6 anticorpos especificos, conforme descrito na Tabela 1. Utiliza-se
ainda um anticorpo secundério capaz de ligar- se a0 primdrio, conjugado a
biotina , € o complexo de peroxidase conjugado & estreptavidina e biotina. A
estreptavidina apresenta 4 sitios para a ligagdo da biotina, um deles € ocupado
por biotina ligada ao anticorpo secundirio, e 0s outros 3 se unirdo ao
complexo biotina- peroxidase da solugéo.

ANTICORPO DILUICAO RECUPERACAO
ANTIGENICA

Primarios

-Anti- BR 1:2000 Microondas, 3X 7 min., com

1D5 {G. Delsol, Franga) tampéo citrato, 10mM, pH
6,0,

Variante: Substitui¢do do
tarnpéo citrato por uréia 3%
nos Casos negativos com

citrato.
-Anti-CEA 1:1000 Nio realizada
A115- DAKO (policlonal)
~Anti-vimentina (V9) 1:20 Nio realizada
MT725
-Anti- proteina p53 1:100 Microondas, 3X 7 min., com
M7001- DAKO tampdo citrato pH 6,0.
-Anti-C-erb-B2 13060 Microondas, 3X 7 min., com
A485-DAKO tampdo citrato pH 6,0.
~Anti-bel-2 1:40 Autoclave com dgua
M8R7-DAKO destilada- 5 min.
Multi-link (biotinilado) 1:100 _
E453-DAKO

Complexo estreptavidina- | 1:100 -
biotina-peroxidase
K377-DAKO

Tabela 1 — Reagentes imuno-histoquimicos utilizados.
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O procedimento fo1 realizado do seguinte modo :

A) Cortes histologicos de 5 micrémetros de espessura foram colocados em
laminas lavadas e tratadas com solucfio de organossilano a 2% em acetona
(3- Ammnopropil- trietoxi- silano, A3648 Sigma). Os cortes foram mantidos a
temperatura ambiente até a realiza¢do da técnica imuno-histoquimica.

B) Desparafinaco, com um banho de xilol a 60*C (15 min.) e dois banhos de
xilol & temperatura ambiente (10 min. cada) para retirar o excesso de parafina.

C) Hidratacdo em gradiente decrescente de 4lcoois (3 banhos de 4lcool
absoluto - 2 min. cada, 1 vez em 4lcool 80% por 2 minutos e 1 vez em dlcool
50% por 2 min., todos a temperatura ambiente). Em seguida, lavagem em dgua
corrente por 2 minutos e passagem em agua destilada.

D) A seguir, procedeu- se & recuperacdo antigénica, visando desmascarar os
antigenos aferados pela fixacdo dos tecidos em formalina.

As variagles para esta técnica foram necessdrias no momento da
recuperacdo antigénica, uma vez que s30 necessdrios procedimentos para
expor os antigenos afetados pela fixacdo do tecido com formalina. A
recuperagao antigénica pode ser realizada por digestdo enzimdtica ou calor. A
t€cnica especifica utilizada para cada um dos marcadores estd especificada na
tabela 1 e consistiu de calor timido (microondas ou autoclave), dependendo do
anticorpo utilizado. Apenas para o CEA e vimentina nfo se utilizou o método
de recuperaciio antigénica. Para o receptor estrogénico, nova tentativa foi feita
nos ¢asos ndo- reativos, substituindo-se o tampdio citrato 10 mM, ph 6,0
utilizado habitualmente, por solucio de uréia a 5%.

E) Inibiglo da peroxidase endégena, utilizando- se solugdo de perdxido de
hidrogénio a 3% em metanol por 15 minutos, & temperatura ambiente,
seguindo- se lavagem em 4gua corrente e dgua destilada, e incubagdo em
tampédo PBS (Phosphate buffer saline, pH 7,6).

F) Bloqueio de reagGes inespecificas , visando eliminar a reagfo inespecifica
de fundo, evitando que o anticorpo primdrio se una a outros antigenos
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teciduais. Utilizou-se soro nio-imune de porco (o mesmo animal em que foi
produzido o anticorpo secunddrio biotinilado), incubando os cortes durante 20
minutos em cAmara vimida 2 temperatura ambiente, retirando- se 0 eXcesso em
seguida com papel de filtro.

G) Incubagdo com o anticorpo primédrio durante 2 horas em camara tmida, no
caso dos anticorpos CEA e vimentina. Para o ER, p53, C-erb-B2 e Bcl-2
utilizou-se a incubagdo, por toda a noite a 4¥C (cerca de 18 h.), continuando-
se a reacdo na manhd seguinte. Retirado 0 €xCesso de anticorpo primdrio,
seguiram-se 3 lavagens em PBS, cada uma de 5 minutos, & temperatura
ambiente.

H) Reaciio com o anticorpo secunddrio biotinilado (anti-imunoglobulinas de
coelho e camundongo, produzidas em sufno- Multilink, DAKO), incubado
durante 30 min. em cAmara Gmida 3 temperatura ambiente. Em seguida,
retirou-se 0 excesso e seguiram- se 3 lavagens de 5 minutos cada em PBS.

D Incubagfo com complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (K377 Dako,
diluicdo 1:100) durante 30 minutos em camara tirnida A temperatura ambiente,
seguindo-se nova lavagem em PBS.

J) Coloragdo com DAB (3,3 tetra- hidrocloreto- diamino- benzidina, D5637
Sigma), preparada como se segue: 100 ml. de PBS diluido 10 vezes, 60 mg. de
DAB, 500 M de dgua oxigenada e 1000 M de DMSO.

K) Contra-coloracédo com hematoxilina de Mayer, durante 1 minuto em
temperatura ambiente. Seguiu-se lavagem em 4gua corrente, com algumas
gotas de amoniaco para obter melhor contrasie da coloracdo, e posterior
Javagem em dgua destilada,

1.) Desidratacfio , com 3 banhos em dlcool absoluto seguidos de passagem em
3 xiléis. HEm seguida procedeu- se & montagem das lAminas em meio
permanente (Entellan- Merck).

ApGs a realizagBo das reagdes, a andlise foi feita em microscépio
6ptico comum (os preparados s@0 permanentes) e a classificagdo da
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intensidade das rea¢Oes foi feita de modo semi- quantitativo, enquadrando- as
em urna das seguintes categorias:
0 = negativo em todas as células neopldsicas
+ = reacdo leve; até 20% das células neopldsicas coradas;
++ = reacdo moderada; 20 a 50% das células neoplédsicas coradas;
+++ = reacdo mtensa; mais que 50% das células neopldsicas coradas.
Para efeito de andlise estatistica, os casos foram agrupados de dois
modos: O versus +/++/+++, ¢ 0/+ versus ++/+++.
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FIGURA 02 - Reacdo imuno-histoquimica positiva para CEA (aumento de
200 x).




FIGURA 03 - Reacdo imuno-histoquimica positiva para Vimentina (aumento de
200 x).

FIGURA 04 - Reacido imuno-histoquimica para Vimentina - Controle interno
positivo (aumento de 200 x).




- 3- ANALISE ESTATISTICA

Com o objetivo de avaliar a relagdo entre a presenca de metastases e
evolucdo da doenga utilizou-se o teste Qui-quadrado, que tem como objetivo
comparar grupos de individuos quanto a proporgao de ocorréncia do evento.
Neste caso, comparar o grupo de mulheres com metdstases com aquelas sem
metdstases quanto a ocorréncia de recidiva.

Para as curvas de sobrevida com dados categorizados, utilizou-se o
método de Kaplan- Meyer. Os grupos categorizados foram comparados
através do teste de Cox- Mantel. Para comparar os dados continuos em rela¢ao
3 sobrevida, utilizou- se a regressao Cox.

Além disso, no caso de tabelas 2x2, quando € observada diferenca
significativa, avalia-se a razao das chances (O.R.), medida esta que quantifica
o grau de associagdo entre duas varidveis.

Todos os resultados foram considerados significativos a um nivel de
significancia de 5% (p<0,05), tendo portanto, 95% de confianca de que 0s
resultados estejam corretos.
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RESULTADOS

Os marcadores imuno-histoquimicos ER, CEA e vimentina foram
utilizados nos 40 casos que compdem o grupo objeto do nosso estudo. O
marcador p33 foi utilizado em apenas 39 casos, o C-erb-B2 foi avaliado em 34
casos e 0 bcl-2 em 37 casos.

Quanto a presenga de metdstases, 22 (55%) dos casos apresentavam
metdstases ao diagndstico, 0 que nao ocorreu em 18 (45%) dos casos. Entre 0s
casos com metdstases, 11(50%) evoluiram sem novas evidéncias da doenca,
enquanto 4 (27,8%) apresentaram recidiva, porem esta diferenca ndo mostrou-
se significativa no nosso grupo.

As andlises estatisticas dos resultados foram feitas agrupando-se 0s
casos de duas maneiras: 0 X +/++/+++, € 0/+ X ++/+++.

Vimentina e p33 foram os marcadores com maior indice de
negatividade em nosso grupo, enquanto ER, CEA e c-erbB2 mostraram 0s
maiores indices de positividade.

Nio foi possivel avaliar a influéncia do estadiamento da doenca na
positividade dos marcadores devido ao numero reduzido de casos que
compdem o objeto de estudo. Pode-se no entanto fazer um estudo descritivo.

Veremos a seguir os resultados obtidos com cada um dos marcadores
imuno-histoquimicos utilizados.
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1) ER (1D5)

Os resultados obtidos com este marcador apresentaram a seguinte
distribuicdo:

0-16 casos (40,0%)
+ =10 casos (25,0%)
++ - 2 casos (5,0%)
+++- 12 casos (30,0%)

Nao houve relagdo estatisticamente significativa entre os resultados
obtidos com este marcador e a idade das pacientes.

No que se refere aos graus histologico e nuclear, o marcador ER ndo
mostrou correlacdo estatisticamente significativa com nenhum destes dois
critérios, independente da maneira de agrupar os casos.

Quanto ao estadiamento, a positividade para o ER nos casos em estadio
| foi de 33.3%, 41,7% no estadio II e 20,0% no estadio III.

Nao foram observadas diferengas significativas entre os resultados
obtidos com este marcador ¢ os casos com e sem recidiva da doenca, no



entanto observou-se uma maior positividade entre as mulheres sem novas
evidéncias da doenga.

A avaliagio da influéncia da presenca de metédstases quanto a
positividade dos marcadores também nao mostrou-se estatisticamente
significativa para nenhum dos marcadores estudados, porém no caso do ER
observou-se maior indice de positividade no grupo de mulheres sem
metastases ao diagnodstico.

2) VIMENTINA

A reagdo com a vimentina apresentou seus resultados distribuidos da

seguinte forma :
0- 26 casos (65%)
+- 7 casos (17,5%)
++- 4 casos (10,0%)
+++- 3 casos (7,5%)

Nio houve relagdo estatistica significativa entre a idade das pacientes e
os resultados obtidos com este marcador,

Em relacio ao grau histolégico, houve evidéncia de associacdo
estatisticamente significativa quando os casos eram agrupados como 0 x
+/++/+++, e em relacdo ao grau nuclear, a evidéncia de associagao
significativa manteve-se nos 2 modos de agrupar 0s casos.

Quanto ao estadiamento, a positividade para a vimentina foi de 16,7%
no estadio I, 12,5% no estadio II e 20,0% no estadio IIL.

Apesar de ndo haver diferencas significativas, a positividade para este
marcador foi maior entre as pacientes sem novas evidéncias da doenca durante
o seguimento clinico.

A presenca de metdstases também ndo mostrou relacdo significativa
com este marcador, porém observou-se maior indice de positividade entre 0s
casos sem metastases.
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3) CEA

As reagdes feitas com o CEA ficaram assim distribuidas:
0- 12 casos (30,0%)
+- 4 casos (10,0%)
++- 7 casos (17,5%)
+++- 17 casos (42,5%)

O CEA ndo apresentou relacdo estatisticamente significativa com a
idade das pacientes.

Em relac@o ao grau histolégico nao houve associacio significativa com
este marcador em nenhuma das formas de agrupar os casos. Com o grau
nuclear, houve evidéncia de associac@o estatisticamente significativa apenas
quando os casos foram agrupados como 0/+ X ++/+++.

A positividade para o CEA atingiu 50,0% nos casos em estadio I, 70,8%
no estadio II e 50,0% no estadio III.

No que se refere a evolucdo da doenca em relacdo a positividade dos
marcadores , nao houve associacdo significativa com o CEA, no entanto o
indice de positividade foi maior entre os casos sem evidéncias da doenga.

Em relacdo a presenca ou ndo de metdstases ao diagndstico, ndao houve
associacao significativa com este marcador, no entanto hd indicios de uma
relacdo entre a presenca de metdstases e a resposta ao CEA, com maior
numero de casos positivos no grupo sem metdstases (p= 0,071).

4) P53

A relacdo com este marcador apresentou seus resultados distribuidos da
seguinte maneira:
0- 21 casos (53,8%)
+- 10 casos (25,6%)
++- 4 casos (10,3%)
+++- 4 casos (10,3%)

A 1dade das pacientes nao mostrou associacao estatisticamente
significativa com este marcador.

Também nao houve relacdo significativa deste marcador com os graus
histolégico e nuclear em nenhuma das 2 formas de agrupar os casos.
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Quanto ao estadiamento, o marcador p53 apresentou 16,7% de
positividade no estddio I, 25,0% nos casos em estadio II e 20,0% naqueles em
estadio III.

A evolucdo da doenca ndo teve influéncia significativa nos resultados
obtidos com o marcador p53, no entanto, seu indice de positividade foi maior
nos casos onde houve recidiva da doenga.

A presenca de metdstases ao diagndstico ndo mostrou associagdo
significativa com este marcador, mas hd um indice de positividade maior no
grupo com metdstases linfonodais.

5) C-erb-B2

As reacdes com o c-erb-B2 apresentaram a seguinte distribuicdo:
0- 13 casos (38,2%)
+- 2 casos (5,9%)
++- 6 casos (17,7%)
+++- 13 casos (38,2%)

Nio hé relacio estatisticamente significativa entre este marcador e a
idade das pacientes que compdem 0 nosso grupo de estudo.

Quanto ao grau histolégico, houve evidéncia de associagao significativa
com o c-erb-B2 quando os casos sdo agrupados como 0/+ X ++/+++. O grau
nuclear ndo mostrou associacio estatisticamente significativa em nenhuma das
2 formas de agrupar os casos.

Em relacdo ao estadiamento, observou-se um aumento do indice de
positividade deste marcador a medida que aumenta o estadiamento da doenca,
com 20,0% de positividade entre 0s €asos no estadio I, 54,6% nos casos em
estadio I1, e 835,7% de positividade no grupo em estadio IIL.

Em relacio & evolugdo clinica, observou- se uma tendéncia de
associacdo com a expressdo deste marcador, com maior indice de positividade
entre os casos onde ndo houve novas evidéncias da doenca (p= 0,09).

A presenca de metdstases ao diagnostico também nado influenciou
significativamente 0S resultados obtidos com o c-erb-B2, mas o indice de
positividade € maior nos casos com metastases.
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6) Bcl-2

Os resultados obtidos com este marcador distribuiram-se da seguinte

forma:
0- 12 casos (32,4%)
+- 14 casos (37,9%)
++- 6 casos (16,2%)
+++- 5 casos (13,5%)

A 1dade das pacientes estudadas ndo mostrou associacdo significativa
com os resultados obtidos com este marcador.

Nao houve também relacdo deste marcador com os graus histolégico e
nuclear em nenhuma das 2 formas de agrupar os casos.

Em relacdo ao estadiamento, houve 33,3% de positividade para o bcl-2
nos casos em estddio I, 37,5% no grupo com estddio II, e ndo houve
positividade em nenhum caso em estadio II1.

A evolugdo clinica nao teve relacao significativa com este marcador,
porém houve maior nimero de casos positivos entre o grupo de pacientes com
recidiva da doenca.

A presenca de metdstases ganglionares ao diagndstico também nao
influenciou os resultados deste marcador, porém sua positividade € maior nos
casos sem metastases.

Quando os marcadores imuno-histoquimicos foram relacionados entre
s1, primeiramente levando-se em conta 0s casos negativos versus +/++/+++
(tabela 3), e a seguir os casos negativos/+ versus ++/+++ (tabela 4),
encontramos apenas relacao inversa entre os marcadores ER (1D5) e
vimentina como significante (vide tabela 4,*), quando ambos sio moderada ou
fortemente positivos.

Quando os marcadores imuno-histoquimicos foram relacionados com
pardmetros morfolégicos (graus histolégico e nuclear), status dos linfonodos
(negativo ou positivo) e idade da paciente (menores de 50 ou com 50 anos ou
mais) [tabelas 5 e 6], obtivemos alguns dados significantes, porém
mantiveram-se em ambas as anélises apenas:

-Uma relacdo entre o grau nuclear 1 e a positividade para vimentina, enquanto
o grau nuclear 2 foi mais freqiientemente negativo para este marcador;
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‘Uma relacdo entre a positividade para CEA e auséncia de metastases
linfonodais, enquanto que casos CEA negativos apresentaram mais
freqiientemente linfonodos positivos ao diagnéstico.

As curvas de sobrevida podem ser apreciadas nas figuras 1 a 11.Embora
ndo tenhamos obtido grupos estatisticamente significantes, algumas curvas
foram nitidamente distintas (ver graficos da pagina 94 a 97):

“Figura 2- grupo menor e igual ou maior que 50 anos;

-Figura 4-graus histolégicos 2 e 3;

-Figura 5-linfonodo acometido ou nao;

_Figura 6-a avaliagdo do receptor de estrogeno negativo versus qualquer grau
de positividade (6b) parece discriminar mais grupos de sobrevida que menor
ou maior que 20% de positividade (6a);

-Para p53, c-erb-B2 e bcl-2, grupos com menos que 20% de positividade se
destacam em relacdo aos com mais que 20% de positividade, o que nao ocorre
com 0s grupos negativo x positivo( figuras 9all);

_Figura 9- casos com mais que 20% de positividade para p53 destacam-se dos
demais, no sentido de pior sobrevida;

_Figura 10-casos com mais que 20% de positividade para c-erb-B2 destacam-
se dos demais, no sentido de melhor sobrevida;

Figura 11l-casos com mais que 20% de positividade para bcl-2 destacam-se
dos demais, no sentido de pior sobrevida.
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- DISCUSSAO -

Inimeros autores tém se dedicado a avaliar o valor progndstico de
alguns marcadores imuno-histoquimicos no carcinoma mamdrio, visando
estabelecer novos pardmetros tdo eficazes quanto os critérios clinicos e
patolégicos ja conhecidos.

A evolucdo dos métodos de imuno-histoquimica, com 0 surgimento
constante de novas técnicas e anticorpos, tem se constituido uma ferramenta
bastante valiosa neste sentido, permitindo o conhecimento de aspectos antes
obscuros da carcinogénese e levantando novas hipdteses sobre o
comportamento desta neoplasia. No entanto a analise dos resultados obtidos
precisa ser feita de modo bastante critico, para que nao se atribuam conclusoes
que extrapolem as limitagdes do estudo realizado.

O presente trabalho tem como fator limitante preponderante 0 numero
de casos que compde o grupo estudado. De um grupo inicial de 148 pacientes,
foi reduzido para apenas 40 casos, os Gnicos dos quais foi possivel obter os
blocos de parafina para a realiza¢do do estudo imuno-histoquimico. A redu¢@o
do nimero de casos limita sobremaneira a analise estatistica dos resultados e
consegiientemente as conclusoes que se pode obter a partir destes, porém
avaliando os nossos resultados em relacdo aos de diversas publicacoes
constatamos que eles s3o plenamente comparaveis e demonstram aspectos que
merecem ser ressaltados.

Ainda sobre o grupo objeto do presente estudo deve-se salientar que
foram todos tratados inicialmente com cirurgia conservadora e radioterapia
adjuvante, o que torna o grupo uniforme do ponto de vista de avaliacdo do
seguimento. Em 55% deles havia metastases em linfonodos axilares ao
diagnéstico, enquanto 45% nao apresentaram linfonodos metastaticos, 0 que
permitiu uma boa avaliagdo deste importante parametro tanto em relacdo a
evolugdo clinica observada quanto em relac@o aos marcadores estudados.

O tempo de seguimento clinico médio foi de 83 meses, 0 que também
de acordo com a literatura, pode ser considerado satisfatorio.

Podemos ainda ressaltar o fato de, em um mesmo grupo de casos,
termos realizado estudos com 6 marcadores, alguns dos quais vém sendo
largamente avaliados em diversas publicagdes 0 que nos permite avalia-los
nio apenas isoladamente em relacao aos aspectos clinicos observados em cada
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caso, mas também comparar os resultados entre estes marcadores verificando
a hipétese de associacOes entre eles.

1) ER

No caso do marcador imuno-histoquimico para ER, existe grande
aceitacao na literatura quanto ao seu valor como indicador preditivo e como
parametro para a escolha da terapéutica utilizada. Os métodos para sua
deteccdo incluem desde o inicialmente utilizado método bioquimico Dextran
coated charcoal (DCC), até o desenvolvimento de anticorpos monoclonais,
primeiro em cortes de tecido congelado (H222), e posteriormente utilizando
cortes de tecido fixado em formalina e incluido em parafina (1D5), o que
permitiu uma grande ampliacdo das possibilidades de utilizacdo deste
anticorpo, incluindo os estudos retrospectivos em material de arquivo.

A positividade para ER  mostra boa correlagdo com os pardmetros
clinicos classicamente estabelecidos e com critérios histolégicos como tipo do
tumor, grau de diferenciacdo celular, presenca de elastose, auséncia de
infiltracdo linfocitdria e auséncia de necrose, indicando que os casos ER +
teriam melhores resultados com a instituigdo da terapéutica hormonal (De
Lucca et al., 1993).

O tipo de anticorpo utilizado para a deteccdo deste marcador, assim
como a técnica empregada também parecem ter influéncia nos resultados
obtidos. Goulding et al. (1994) compararam resultados obtidos com o
anticorpo. utilizado em cortes congelados (H222) e com anticorpo para cortes
fixados em formalina e incluidos em parafina (ER-1D5), observando que
havia correlacdo dos resultados, porém a utilizagdo do 1DS5 acarretava
intensidade e percentual de positividade maiores. Os autores defendem ainda a
utilizag@o do forno de microondas para recuperagdo antigénica como forma de
associar facilidade e rapidez a reacdo, além de melhorar a coloragdo obtida
devido a quebra de ligacdes protéicas cruzadas. Este procedimento foi
utilizado em nosso trabalho, com obtencdo de resultados bastante satisfatorios.

Ainda sobre a técnica utilizada para detec¢ao do ER, Battifora et al.
(1989) utilizaram 160 casos de carcinoma mamdrio para comparar Os
resultados entre o método bioquimico e o método imuno-histoquimico em
tecido fixado em formalina e incluido em parafina e constataram que este
ultimo procedimento, quando adequadamente realizado, pode ser um padrdo
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ouro melhor do que o método bioquimico, substituido perfeitamente.
Recomendam ainda o uso do marcador vimentina (clone V9) com controle da
preservagdo antigénica tecidual, o que evitaria o risco de casos falso-
negativos. Concluido o estudo, os autores ressaltaram que o método imuno-
histoquimico oferece vantagens ainda por ser menos complexo e de custo
reduzido em relacdo ao bioquimico, além de permitir a visualizacao das
células tumorais e poder ser aplicado a qualquer momento, mesmo em
pequenos fragmentos de tecido.

Mascarel et al. (1995) ndo observaram valor prognostico independente
deste marcador. Steblings et al. (1989) concluiram que 0s niveis de ER tendem
a diminuir com a progressdo da doenca, & que 0s €asos com altos niveis ER
respondem melhor a terapéutica endécrina. Robertson et al. (1994) no entanto,
estudando 60 casos de tumor localmente avancado (> 5cm de didmetro)
observaram que o ER nos estddios I e II perde seu valor prognostico isolado
quando comparado ao grau histolégico, porém no estadio III os fatores tém
valor isoladamente. Mc Guire et al. (1982) constataram que 0S CaSOS ER +
tém risco menor de recorréncia, e que uma avaliacdo quantitativa da
positividade aumenta a chance de selecionar adequadamente 0s casos que se
beneficiariam da terapéutica enddcrina, pois quanto maior o indice de
positividade da reagdo, melhores resultados obtidos. Gaskell et al. (1989)
corroboraram com esta opinido em seu trabalho. Chevallier et al. (1988) nao
observaram valor prognéstico do ER nas pacientes pré-menopausa, enquanto
que nas pos-menopausa o seu valor parece ser maior. Howat et al. (1983) nao
constataram nenhum valor do ER no que se refere a0 prognéstico. Veronese
et al. (1995), utilizando um anticorpo monoclonal para ER (1D5) em 257
casos, observaram o valor prognostico deste marcador apenas nos casos
tratados com Tamoxifen, concluindo que sua utilizacdo tem valor preditivo
para selecionar pacientes que se beneficiaram da terapéutica hormonal. Rich et
al. (1978) observaram que as mulheres pré-menopausa apresentavam melhor
percentual de positividade para o ER , porém a resposta a terapéutica
hormonal apresentava indices semelhantes aos do grupo pés-menopausa. O
percentual de casos ER positivo é idéntico nos casos com ou sem metastases
axilares; a positividade para 0 ER indicou maior intervalo livre da doenca,
independente do status linfonodal, e que os casos ER positivos responderam
melhor ao tratamento hormonal.
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Em nosso grupo-alvo, o indice de positividade para este marcador foi de
35,0%, sendo que em 30% a intensidade da positividade foi considerada alta
(+++), 0 que segundo Goulding et al. (1994) pode ser atribuido em parte ao
anticorpo (1D5) e a técnica utilizados. Em relagdo ao estadiamento,
observamos o maior indice de positividade nos casos em estadio II (41,7%) e
o menor nos casos em estadio III (20,0%). A presenca ou nao de metdstases
parece ndo ter relagdo com a resposta ao marcador, pois nao houve diferenca
estatisticamente significativa em relac@o a positividade nos casos com e sem
metdstases ao diagnéstico, o que estd em concordancia com alguns dos dados
colhidos na literatura (Rich et al., 1978), embora tenhamos observado maior
nimero de casos positivos no grupo de pacientes sem metdstases ao
diagnéstico.

O valor prognéstico deste marcador nao foi constatado em nosso
trabalho, uma vez que nao houve diferenga estatisticamente significativa entre
a positividade observada nos casos que apresentaram recidiva (31,3%) e
aqueles que evoluiram sem novas evidéncias da doenca (37,5%).

A principio, este fato poderia ser atribuido ao pequeno nimero de casos
que compodoem o grupo estudado, no entanto ele € compativel com as
conclusdes de outros trabalhos publicados (Chevalier et al. 1989, Veronese et
al. 1995, De Luca et al., 1993, Mascarel et al., 1995) que utilizaram séries
iguais ou maiores de casos e chegaram a constatacdes semelhantes, o que nos
leva a crer que sejam bastante razodveis as conclusdes de Veronese et al.
(1995), de que o ER seria um importante marcador apenas de valor preditivo,
que teria um importante papel no sentido de selecionar aqueles casos que se
beneficiariam da terapéutica hormonal.

A heterogeneidade dos resultados descritos na literatura em relacdo ao
valor prognéstico deste marcador tem sido constantemente explicada pela
diversidade dos anticorpos e técnicas ultilizados, porém h4 trabalhos
comparando resultados obtidos através de métodos bioquimicos e imuno-
histoquimicos que apresentaram grande equivaléncia destes e mesmo assim
nao ratificaram o valor prognéstico do ER (Mascarel et al., 1995), indicando
que independente do método utilizado, € de fato plausivel que o ER ndo tenha
realmente o valor progndstico absoluto que lhe foi atribuido de inicio. E
preciso ressaltar no entanto que nao estamos deste modo contra-indicando a
sua utilizag@o, apenas refletindo sobre o valor de sua interpretacdo, que ao
nosso ver tem um significado menos amplo do que se pensava, restringindo-se
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a selecionar casos que apresentariam melhor resposta a um tipo especifico de
tratamento.

A avaliacio do valor preditivo deste marcador em relacdo a terapéutica
hormonal nio estd incluida nos objetivos deste estudo, no entanto esta parece
ser a maior aplicacio do ER nos casos de carcinoma mamario.

2) VIMENTINA

A vimentina, inicialmente reconhecida exclusivamente como um
marcador para células mesenquimais, comegou a ter sua positividade
observada em células do carcinoma mamério em 1987, por Azumi & Battifora
Gould et al.(1990), estudando a expressao da vimentina em tecido mamario
normal, hiperpldsico e neopldsico, observaram que a freqiiéncia da sua
positividade era bem mais elevada no epitélio hiperpldsico ou neopldsico do
que no normal. Esta expressao pode estar associada a negatividade para o
receptor de estrogeno, indicando uma possivel associacdo da vimentina com
um comportamento clinico agressivo. Cattoretti et al.(1988) constataram
evidéncias de uma relagdo inversa entre marcadores como vimentina, ER e
p53. Domagala et al.(1990) estudaram a reatividade para vimentina € 0
marcador de proliferagio Ki-67 em 90 casos de carcinoma mamario,
observando forte correlacdo inversa entre a positividade para este marcador €
o grau histolégico do tumor, com maior indice de positividade no grau
histolégico III. A positividade para vimentina predominava em casos ER
negativos, com fragdo de crescimento elevada, sugerindo que sua expressao
indique um favorecimento da replicacdo destas células tumorais, que
relaciona-se a um pior prognostico no carcinoma mamario. Raymond &
Leong(1989) consideraram que a expressdo da vimentina pelos carcinomas
mamdrios pode indicar desdiferenciagao ou regressao e perda da inibigdo pelo
contato célula- célula, resultando em comportamento mais agressivo.
Sugeriram ainda que este marcador pode ter valor prognéstico para 0
carcinoma ductal invasor, identificando casos de comportamento agressivo
independente do status nodal e do grau histolégico.

Em nossos casos, a positividade para vimentina foi observada em 17,5%
dos casos. Observou- se ainda associacdo entre este marcador € O grau
histolégico, quando os casos $ao agrupados como 0 X +/++/+++, com maior
indice de positividade nos casos com grau histolégico 3. Observamos ainda a

87

L 1 m



sua associagdo com o grau nuclear nos 2 modos de agrupar os casos, com
maior nimero de casos positivos entre aqueles com grau nuclear 2. Em
relacdo ao estadiamento sua positividade variou entre 12,5% (estddio II) e
20,0% (estadio III).

Quanto a evolugéo clinica apresentada, observou-se que a positividade
deste marcador foi maior entre 0s casos sem novas evidéncias da doenca,
apesar de ndo haver diferenca estatisticamente significativa entre a
positividade para os casos com ou sem recidiva.

Em nosso estudo ndo houve relagdo significativa da expressdo de
vimentina com a presenca de metastase axilar, embora tenhamos observado
maior indice de positividade para este marcador entre 0s casos sem metastase
axilar ao diagndstico. Pudemos de fato observar, como descrito por Domagala
et al.(1990) um maior indice de positividade nos casos pouco diferenciados
(grau histolégico IIT). Constatamos ainda uma forte correlacdo inversa entre
vimentina e ER em nossos casos, com 83,3% dos casos positivos para
vimentina apresentando negatividade para ER. No entanto, a correlacao com
mau prognostico ndo foi observada, pois mesmo ndo havendo diferencas
significativas, a positividade para vimentina foi maior nos casos sem novas
evidéncias da doenca.

Domagala et al.(1990) sugeriram que a expressdo da vimentina pode
marcar a passagem do tumor a horménio-independente, ou seja, a positividade
para vimentina surgiria a medida que desapareceria a positividade parao ER e
questionaram a possibilidade das células positivas para este marcador
pertencerem a clones de células tumorais com maior potencial de crescimento.
Pode haver de fato alguma relacdo entre a expressio destes marcadores mas
nao € possivel sugerir tal afirmativa em nosso grupo visto que a positividade
foi vista em um pequeno percentual de casos, embora houvesse associacao
negativa com o ER. Esta correlacdo precisaria ser reproduzida em uma série
maior de casos e investigada mais profundamente. O valor progndstico deste
marcador, alvo maior do nosso interesse, ndo foi constatado, assim como a
correlagdo entre positividade para a vimentina e comportamento clinico mais
agressivo.

88



3) CEA

Identificado a principio como marcador de neoplasia de origem
epitelial, o CEA foi posteriormente detectado também em tecidos normais,
como no intestino delgado (Isaacson & Judd, 1978). Em casos de carcinoma
mamdrio, sua positividade foi atribuida a maiores indices de sobrevida
(Shousha et al., 1979), e este fato teria uma relacdo inversamente proporcional
3 intensidade da reacdo observada.

Os altos indices de reatividade cruzada observados com a utilizagao
deste marcador talvez expliquem em parte o pouco material disponivel na
literatura sobre a avaliagdo do seu valor progndstico no carcinoma mamario.
Segundo Nap et al. (1983), o indice de casos falso-positivos atingiria 40,0%.
Kuhajda et al. (1983) também destacaram a grande variacdo de sua
reatividade, no entanto consideraram sua utilidade na distincdo entre
proliferacdo epiteliais malignas € benignas. Segundo Isaacson & Judd (1978),
o pré-tratamento do tecido com 4cido periédico poderia abolir ou diminuir as
reacoes cruzadas do CEA sem alterar a sua especificidade. O uso de antigenos
puros e de bons controles negativos também podem contribuir para reacOes
imuno-histoquimicas mais fiéis, mas nao h4a modo de excluir totalmente o
risco de reacdes cruzadas. Em nossos casos procedemos 2 inibi¢do da
peroxidase endogena utilizando uma solugdo de peréxido de hidrogénio a 3%
em metanol. Fizemos ainda o bloqueio de reacdes inespecificas, tentando
evitar que o anticorpo primdrio fosse unido a outros antigenos teciduais.

Existem algumas evidéncias de que CEA e ER seriam marcadores
tumorais opostos, € de que 0s €asos CEA negativos teriam prognostico
melhor, independente da presenca de metéstases e do tipo histolégico do
tumor. Esteban et al.(1994) estudaram o comportamento de uma série de 202
casos de carcinoma mamério nos estddios I e II em relagdo aos marcadores
CEA e ER, e observaram que a estratificagao das pacientes baseada na
expressdao do CEA identifica 2 grupos de risco distintos. Os casos CEA e ER
negativos tém um risco 3 vezes maior de recorréncia do que aqueles ER
positivos/CEA negativos, € risco de ébito cerca de 5,3 vezes maior. Dentre 0s
casos ER negativos hd um risco maior de 6bito para aqueles cujo CEA
também ¢é negativo. Os autores concluiram seu estudo afirmando que a
associacdo destes marcadores tem valor estatistico nos tumores em estadio I e
11, identificando o subgrupo com maior risco de recidiva e Obito, € que a
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associagdo de 2 ou mais pardmetros de valor preditivo pode ser de grande
valor, complementando os pardmetros classicamente estabelecidos.

No presente estudo a positividade obtida para o CEA foi de 60,0%, com
maior indice encontrado nos casos em estddio II (70,8%). Houve associacio
estatisticamente significativa deste marcador com o grau nuclear quando os
casos foram agrupados como 0/+ X ++/+++, com maior nimero de casos
positivos entre 0s casos de grau nuclear 2. Quando comparamos os resultados
obtidos com este marcador com a evolu¢do clinica apresentada, ndo
observamos associagdo estatisticamente significativa, embora o indice de
positividade tenha atingido 79,2% entre os casos sem novas evidéncias da
doenca, e 37,5% no grupo onde houve recorréncia.

Observou-se ainda uma tendéncia de relacdo deste marcador com a
presenca ou ndo de metdstases, verificando-se uma maior positividade no
grupo de mulheres que ndo apresentavam metdstases ao diagnéstico (77,8%)

Agrupando-se os casos de acordo com os resultados obtidos para CEA e
ER , vemos que os casos ER-/CEA- representam 30,0% do total, sendo que
50% deles ndo apresentaram novas evidéncias da doenca e 50,0%
apresentaram recorréncia. Portanto a associacdo dos resultados obtidos com
estes dois marcadores em nosso estudo néo adicionou nenhuma informago no
sentido de identificar um subgrupo com maior risco de recidiva. O CEA nio
mostrou valor prognéstico isoladamente nem associado ao ER. no entanto
seus maiores indices de positividade ocorrem nos grupos sem novas
evidéncias da doenga e sem metdstases ao diagndstico, o que pode ser
considerado surpreendente, uma vez que no pequeno nimero de publicacdes
que avaliam o CEA em relagio ao comportamento do carcinoma mamario, sua
expressao esta geralmente associada a mau progndstico.

4) p53

A expressao do p53 estd mais freqiientemente associada a tumores com
pior evolugdo, histologicamente pouco diferenciados, geralmente ER
negativos (Barnes et al., 1990; Cattoretti et al., 1988; Haerslev & Jacobsen,
1995). Barbareschi et al.(1992) observaram associacdo do p53 com alto indice
mit6tico e com aumento de tamanho do tumor, sugerindo que sua expressio
associa-se a um comportamento mais agressivo. Poller et al.(1993), estudando
casos de carcinoma in situ e casos de carcinoma ductal invasor, constataram a
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associacdo da expressdo do p53 com negatividade para ER e observaram que a
positividade para o p53 em casos de carcinoma in situ parece estar restrita a
casos do tipo comedocarcinoma. A expressdo do pS3 nos carcinomas in situ
sugere a presenca de mutacdes deste gene em fases iniciais da doenca, que sao
mantidas ao longo da progressdo tumoral, levando a uma expansao clonal do
tumor in situ, que evoluiria para doenga invasiva.

Em nosso estudo a positividade para o marcador p53 € observada em
20,6% dos casos, com o maior indice ocorrendo nos casos em estadio II
(25,0%). Em relac@o ao seguimento clinico, ndo foram observadas diferengas
significativas entre 0s casos com € sem recidiva, embora a positividade para o
p53 tenha sido mais freqliente nos casos com recidiva (31,3%). A presenca de
metistases axilares também ndo teve influéncia significativa na expressao
deste marcador, no entanto o indice de positividade foi maior nos casos com
presenca de metéstases ao diagnostico (27,3%).

A associacdo inversa entre p53 e ER néo foi observada em nossos casos.
Dos 26 tumores ER negativos, apenas 5 (19,2%) apresentaram positividade
para o p33.

Em nosso estudo ndo foi possivel demonstrar associagdo p53 com
outros critérios como grau histologico, presenga de metastases € negatividade
para o ER . Também ndo foi observado valor prognéstico independente deste
marcador, embora tenha se delineado uma tendéncia de correlacdo da
expressdo do p53 com pior prognostico.

Nossos achados podem ser comparados aos de Barnes et al.(1990) em
termos de progndstico, com associagdo do p53 a uma evolugdo clinica
desfavoravel, e aos de Pietildinen et al.(1995), para quem o estudo do p53 nao
forneceu informagdes adicionais aos fatores prognosticos ja estabelecidos.

Barbareschi (1996), analisando os resultados obtidos em 37 trabalhos
estudando o valor prognéstico do p33, concluiu que o valor prognostico e
preditivo da expressao p53 ainda nao estd bem estabelecido, e que € prematura
a utilizacdo deste marcador para definicdo do tipo de tratamento a Ser
instituido em casos individuais. O autor ponderou ainda que entre as diversas
publicagdes hd grande variacdo quanto ao nimero de casos estudados, tempo
de seguimento e distribuigéo de casos com € sem metdstases axilares, além do
uso de diferentes técnicas imuno-histoquimicas.

Linden et al.(1994) observaram que 0s varios anticorpos utilizados para
deteccdo do p53 diferem quanto ao epitopo detectado, 0 que acarreta variagao
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dos resultados obtidos, porém salientaram que o uso de um anticorpo
isoladamente € mais indicado do que o uso de coquetéis, que a pré-digestdo
enzimatica resolve o problema da imunorreatividade heterogénea e que o uso
de microondas para recuperacdo antigénica melhora as reagdes.

A adig@o destas medidas técnicas recomendadas pela literatura nos faz
considerar os resultados obtidos no presente estudo altamente confidveis,
embora ndo estejam em concorddncia com alguns autores que correlacionaram
0 p53 a diversos outros parametros, e estabeleceram o valor prognéstico deste
marcador. A importéncia da utilizacdo deste marcador ndo foi estatisticamente
confirmada em nosso estudo, apesar da sua expressdo ser mais freqiientemente
observada nos casos com evolucdo desfavoravel.

5) C-erbB-2

A superexpressdo do C-erbB-2 € observada em média em 25,0% dos
carcinomas ductais invasivos e pode estar relacionada a um potencial
metastatico elevado, por estimula¢do do crescimento e da mortalidade celular
(De Potter & Schelfhout, 1995). A associacio entre a expressao deste
marcador e um pior prognéstico foi constatada por alguns autores (Lovekin et
al., 1991; Wright et al., 1989; Barbareschi et al., 1992), porém esta associacao
foi considerada de valor secundério quando comparada a indicadores cldssicos
de prognéstico (nimero de linfonodos com metdstases, tamanho do tumor,
grau histolégico).

Wright et al. (1989) destacaram que o estudo do C-erb-B2 em um pequeno
grupo de casos pode ter o valor prognéstico reduzido, mas que os casos
positivos devem mostrar uma tendéncia a menores indices de sobrevida.

No presente estudo, a positividade observada para o C-erbB-2 atingiu
55,9%, indice bastante elevado se considerarmos a média de positividade de
25,0% observada em outras publica¢des. Houve associacdo significativa deste
marcador com o grau histolégico, quando os casos foram agrupados como 0/+
X ++/+++, com maior nimero de casos positivos entre aqueles com grau
histologico 2. Em relagdo ao estadiamento da doenca observa-se um aumento
da positividade a medida que aumenta o estadiamento, com 20,0% de
positividade no estadio I e 85,7% de casos positivos no estddio III. Em relacio
a evolugdo clinica observada, embora ndo haja diferenca significativa,
observou- se uma tendéncia de associagdo, com 63,6% dos casos positivos
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para o C-erb-B2 evoluindo sem recidiva, enquanto 41,7% deles apresentaram
recorréncia da doenga (p= 0,09). A presenca de metdstases axilares nao
mostrou influéncia significativa na expressao deste marcador, porém a maioria
dos casos positivos pertence ao grupo de mulheres com metéstases (66,7%).

Os nossos resultados estio em concordancia com De Potter &
Schelfhout (1995), para quem a extensdo da doenga pareceu ser maior nos
casos C-erbB-2 positivos, e com Lovekin et al.(1991), que observaram uma
menor prevaléncia da positividade deste marcador nos casos sem metastases
axilares. Estes autores, embora tenham confirmado o valor prognéstico do C-
erbB-2. consideraram que este valor é limitado, e que talvez a sua aplicacao
clfnica seja em combinag@o com outros marcadores. Wright et al.(1989) foram
mais além e demonstraram que a expressdo do C-erbB-2 mostrou valor
preditivo de pior progndstico, inclusive entre 0s casos ER positivos, ou seja,
em um grupo considerado de progndstico mais favoravel, a positividade para o
C-erbB-2 selecionaria casos de comportamento mais agressivo.

Procuramos em nosso casos ER positivos aqueles que apresentaram
positividade também para o marcador C-erbB-2 e encontramos oito casos ER
positivo/C-erbB-2 positivo. Comparando a evolucdo clinica apresentada por
este grupo, verificamos que 7 deles (87,5%) evoluiram sem novas evidéncias
da doenca, enquanto apenas 1 (12,5%) apresentou recorréncia da doenca, indo
posteriormente a 6bito. Portanto em nossos casos a correlacdo entre C-erbB-2
e mau prognéstico ndo foi de nenhum modo estabelecida.

Barbareschi et al.(1992) referiram que a expressao do C-erbB-2 parecia
estar relacionada a mau prognéstico, indicando reducdo da sobrevida total,
mas sem relacdo com o intervalo livre da doenca, 0 que pode justificar os
nossos achados, uma vez que o evento valorizado em nossa evolugao clinica é
o surgimento da nova manifestacdo da doenca (recidiva), n2o necessariamente
levando ao 6bito.

Dawkins et al.(1993), analisando o papel do estudo do C-erbB-2 no
carcinoma mamério observaram que a avaliacdo deste marcador tem sido
realizada sobretudo por métodos imuno-histoquimicos € que, €m um total de
44 trabalhos, apenas 21 constataram associagao significativa entre a sua
expressdo e o progndstico. Concluiram que os resultados obtidos sdo ainda
conflitantes e que seu valor progndstico permanece CONtroverso. Neste
sentido, consideramos que nosso estudo nao traz informacoes adicionais, visto
que embora tenhamos observado uma tendéncia de associacdo da expressao
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deste marcador com a evolucdo da doenca, nossos dados ndo sdo
estatisticamente significativos.

6) Bcl-2

Dos marcadores incluidos neste estudo o Bcl-2 € provavelmente o que
retine menor nimero de publica¢des sobre o seu papel no desenvolvimento do
carcinoma mamadrio. Sabe-se que este oncogene pertence a categoria dos
reguladores da morte celular programada (apoptose) e que sua expressao estd
relacionada a capacidade de proliferagao e diferenciagdo (Nathan et al., 1994).

No que se refere a técnica para sua detec¢do imuno-histoquimica em
material fixado em formalina e incluido em parafina, Umemura et al.(1995)
concluiram que o melhor método para recuperagcdo antigénica utiliza
aquecimento em dgua deionizada. Em nossos casos, a recuperacao antigénica
foi realizada com aquecimento em autoclave com dgua destilada, durante um
intervalo de 5 minutos.

O indice de positividade para o Bcl-2 atingiu 29,7% dos casos avaliados
no presente estudo. Em relagio ao estadiamento da doenca, observamos que a
positividade ocorreu em propor¢des semelhantes nos casos em estddio I e II
(33,3% e 37,5% respectivamente), porém todos os casos em estddio III
mostraram-se negativos para este marcador. Quando avaliamos a expressdo
deste marcador em relagdo a evolucdo clinica apresentada, nio constatamos
diferencas significativas, no entanto, a positividade é maior entre os casos com
recidiva da doenga (35,7%), do que naqueles onde ndo houve manifestacdes
(26,1%). Também ndo houve diferenca significativa quanto a presenca de
metastases axilares, sendo maior o indice de casos positivos entre o grupo de
mulheres sem metastases ao diagndstico (38,9%).

Sierra et al.(1995), estudando um populacdo de 124 casos de carcinoma
ductal invasor, observaram maior freqiiéncia de positividade nos casos com
metdstase axilar, e que esta tendéncia a presenca de metdstases aumentava
proporcionalmente ao percentual de células positivas para o Bcl-2, sugerindo
uma associacdo bastante significativa, que parece indicar que o Bcl-2 aumenta
a sobrevida celular, favorecendo a progressao tumoral. Hurlimann et al.(1995)
nao observaram correlagdo entre a positividade para o Bcl-2 e a presenca de
metastases axilares. Também ndo houve diferenca significativa em relagio a
sobrevida. Foi observada uma correlagdo inversa entre a expressao de Bcl-2 e

94



p33. A positividade para Bcl-2 mostrou tendéncia a indicar bom prognostico,
0 que para os autores foi considerado um resultado inesperado, uma vez que a
expressdo do Bcl-2 significa aumento da sobrevivéncia da célula tumoral, que
deveria refletir pior progndstico.

Em nossos casos ndo observamos nenhuma associagao entre a eXpressao
de p53 e Bel-2.

Quanto ao significado da expresséo do Bcl-2 em relag@o ao prognostico
do carcinoma mamério, parece ndo haver uma defini¢do mais nitida sobre 0
seu papel na evolugdo da doenga. Segundo Korsmeyer(1992), o oncogene Bcl-
7 estaria mais associado ao bloqueio da morte celular do que propriamente a
promogao da proliferagdo celular. Talvez a alteracio relacionada a genes desta
categoria seja um evento primdrio do desenvolvimento neoplésico, ou seja, 0
prolongamento da sobrevivéncia celular apenas permitiria maiores chances de
adquirir defeitos adicionais em genes promotores de crescimento e
proliferagdo (categoria II). Ndo haveria portanto uma influéncia direta do Bcl-
2 sobre o progndstico da doenga.
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CONCLUSOES
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CONCLUSOES -

- Nenhum dos marcadores imuno-histoquimicos avaliados apresentou
resultados estatisticamente significativos em relagdo ao prognostico, exceto
o C-erb-B2, que em nosso estudo mostrou uma tendéncia de associagao
entre sua positividade e um melhor prognéstico (p= 0, 009).

_ Nio foi constatada nenhuma associacdo significativa entre a expressao dos
marcadores estudados, no entanto, pudemos observar alguns aspectos
curiosos, como a tendéncia de relagdo inversa entre a expressdo de vimentina
e ER (p= 0,05), porém sem reflexos no que se refere a evolugao da doenca,
visto que o maior indice de positividade para vimentina 0correu entre os asos
sem novas evidéncias da doenca.

. Embora ndo tenha sido estatisticamente demonstrado, a expressdao do
marcador p53 confirmou a tendéncia observada na literatura de associac@o
com pior prognostico.

_ Com os casos agrupados como 0/+ versus ++/+++, observamos uma
associacdo significativa entre a expressao da vimentina e o grau nuclear 1 (p=
0,05), entre a expressao do C-erbB-2 e os graus histoldgicos 1I e III (p= 0,02),
e entre a expressao do CEA ea auséncia de metdastases (p~ 0,04).
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Tabela 1-Distribuicao dos achados citolégicos e estadiamento no diagnéstico das 40 pacientes.

1 2 3
| Grau histolégico 2 (5%) 13 (32.5%) 25 (62.5%)
Grau nuclear 9 (22,5%) 30 (75%) 1(2,5%)
Estadio 6 (15%) 24 (60%) 10 (25%)
Tabela 2- Freqiiéncia e graus de expressao dos marcadores imuno-histoquimicos.
0 1+ 2+ 3+ Total +
ER (1D5) n=40 16 (40%) 10 (25%) 2(5%) 12 (30%) 24 (60,0%)
CEA n=40 12 (30%) 4 (10%) 7 (17,5%) 17 (42,5%) 28 (70,0%)
Vim n=40 26 (65%) 7 (17,5%) 4 (10%) 3(7,5%) 14 (35,0%)
P53 n=39 21 (53,8%) 10 (25,6%) 4 (10,3%) 4 (10,3%) 18 ( 46.2%)
c-erb-B2 n=34 13 (38,2%) 3 (8.8%) 6 (17,6%) 12 (35,3%) 21 (61,7%)
Bel-2 n=37 12 (32,4%) 14 (37,8%) 6 (16,2%) 5(13,5%) 25 (67,5%)
Tabela 3-Relacdo entre os marcadores imuno-histoquimicos (tomados 0 x +/++/+++) - valores de p.
ER (1D5) CEA Vim P53 c-erb-B2
ER (1D5)
CEA 1.000
Vim 0,343 0,720
E53 0,477 0,284 0,303
c-erb-B2 0,296 0,451 1.000 I
| Bel-2 0,488 1.000 0,274 0,295 1.000
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Tabela 4- Relacdo entre os marcadores imuno-histoquimicos (tomados 0/+ x ++/+++) - valores de p.

; ER (1D5) CEA Vim P53 c-erb-B2
ER (1D5)
CEA 0,279
Vim 0,05 0,407
P53 0,220 1.000 1.000
c-erb- B2 1.000 0,291 1.000 1.000 R —
Bel-2 0,268 0,713 0,646 1.000 0,448

Tabela 5-Relacdo entre graus histolégico e nuclear da neoplasia, status do linfonodo e idade (abaixo ou
acima de 50 anos) e marcadores imunohistoquimicos ( 0 x +/++/+++)- valores de p.

ER (1D5) CEA Vim P53 c-erb-B2 Bcel-2

Grau 0,755 0412 0,077** 0,643 0.255 0,868
histol6gico

Grau nuclear 0,180 0,367 0,044** 0,843 0,803 1.000

Linfonodo 0,897 0,096%* 0,386 0,399 0,533 0,909

Idade 0,693 0,490 0,329 0,119 0,725 0,488

Grau nuclear 1/ vim + | relagdo
Grau nuclear 2 / vim —| inversa

Grau hist.1+ 2 vim -
Grau hist. 3 vim +
Linfonodo - / CEA +

relagao
direta

Tabela 6- Idem tabela 5, sendo 0/+ X ++/+++ - valores de p.

ER (1D5) CEA Vim P53 c-erb-B2 Bel-2
Grau 0,874 1.000 0,584 1.000 0,023* 0,109
histolégico
Grau nuclear 1.0 0,080% 0,052%:* 1.000 0,835 0,454
Linfonodo 0,641 0,038%* 0,900 0,582 0,311 0,235
Idade 0,685 0,292 0,210 0,820 0,492 0,728

Grau histolégico inverso grau + erb
Grau histolégico < ,CEA +++
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N | Registro |Ida | Data | Tipo Bloco |ER |CE |VI [Evolucido Est | Cerb Be
2 de |diagn. |histolégico/ |n° A M adi | B2 1-2
Grau am
ent
0
01 |840385 |64 [03/84 |Ca.ductal inv. | 34644 |+++ |+++ |- 05/88-SED IIT |NR -
GHIII e GN1
02 | 840235 |37 |02/84 |Ca.ductal inv. | 106107 |- +++ | ++ | 11/91-SED I |_ _
GHIII e GN1 +
03 | 840833 |38 |08/84 |Ca.ductalinv. [111353 |+++ |+ - 04/87-rec. local |1 |_ ++
GHIII e GN2 08/92-viva com
tu.
04 (830279 |60 |02/83 |Ca.ductal inv. [20000 |+++ |+++|_ [06/87-alta a II |NR +
GHII e GN2 pedido;SED
05| 840795 |45 |08/84 |Ca. ductalinv. [ 110960 |- +++ | _ 08/92-SED I | +++ -
GHII e GN2
06 | 830636 |64 [05/83 |Ca. ductal inv. | 98954 - +++ | ++ | 12/91-SED I |_ ++
GHIII e GN2
07 | 840874 |66 |09/84 |Ca. ductal inv. |26556 |- +++|_  |08/92-SED IT | +++ -
GHII e GN2
08 | 820007 |61 |11/81 |Ca. coldide 84458 |+ - _ | 08/92-rec. local [I |NR "
09831032 |69 |10/83 |Ca. ductal inv. | 102934 |- +++ | ++ | 06/87-rec+meta |III | +++ -
GH IIT e GN1 + | 07/87-6bito
101831058 |67 |09/83 |Ca.ductal inv. | 102239 |+++ |+++ - 05/88-SED I |++ +4
GHII e GN2 4
11861034 |44 |09/86 |Ca. ductal inv. | 1703/86 |- e+ | 11/86-alta a I |+ ++
GHI e GN3 pedido;SED +
12 (861019 |48 |06/86 |Ca. ductal inv. | 134090 |- +++ |+ |01/87-SED I |++ _
GHIIIl e GN 1
131861070 |68 |09/86 |Ca. ductal inv. | 132972 |+ | 11/86-SED I | +++ A+
GHII e Gn2 11/93-Gbito;tu. -
dissem..
14 | 830687 |42 |06/83 |Ca. ductal inv. | 99560 | ++ el 01/92-SED I |++ ++
GHIII e GN3 +
15 (841119 |35 [11/84 |Ca. ductal inv. | 114051 |+++ |- _ 08/89-rec. local |II | _ e
GHI e GN2 10/91-viva com
tu.
16 1861119 |65 | 09/86 |Ca. ductal inv. | 134151 |+ - = 11/96-SED T | ++ -
GHII e GN2
171840570 |68 |06/84 |Ca. ductal inv. 25450 |- - ++ | 08/92-SED I {++ +
GHII e GN2 4
18 | 830402 |60 |04/83 |Ca. ductal 98102 + - » 02/92-SED 1 _ ++
papilifero
GHII e GN2
191820702 |80 |07/82 |Ca.ductal inv. | 91428 +++ [ ++ | 08/90-viva;SED | 1T | _ +
e GHII e GN
2
20| 830909 |45 |09/83 |Ca. coléide 102391 |+ +++ | _ | 04/93-SED nm | _ -
21 | 860955 |71 |08/86 |Ca. ductal inv. | 132422 |- ++ | _ 10/90-6bito por |I | _ +
GHIII ¢ GN2 ca. mama
22 | 820861 |30 |08/82 |Ca. ductal inv. [91915 +++ |+ 5 09/84-rec. II |_inv 4
GHIII e GN2 local= mastec.; .
10/85-meta ot
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Ossea in
11/85-6bito situ
73 (831014 |66 |09/83 |Ca.ductal inv. | 102264 |+++ |++ [_ 02/89-SED I | +++ |_ |+
GHII e GN2
24 | 860996 |72 |07/86 |Ca.ductalinv. | 132764 [+++ |+++ |+ 10/92- 15 ) - |
GHII e GN2 Gbito;SED
25 (830535 |66 |05/83 |Ca.ductal 98175 e+ | +++ |+ | 08/93-viva;SED |I | +++ |+ |
inv.com dreas +
in situ GHII e i
GN2
26 1830873 |59 |06/83 |Ca. ductal 100645 |- ++ |_ | 05/88-SED I | +++ |+ [ ++
inv.GHIl e +
GN2
271841114 |40 |05/84 |Ca.ductal inv. | 114036 |- - + | 09/94-viva;SED [IIT | +++ | _ | _
GHII e GN2
28 1860999 |68 [07/86 |Ca.ductal inv. | 130754 |- ++ |_ 11/86-SED III {[NR |N(N
GHIII e GN2 11/89-6bito;ca. R|R
dissem.
201820919 |36 |09/82 |Ca. ductal inv. 92366 |- +++4 | _ | 02/86-meta I | +++ [+
GHII e GN2 Gssea +
11/90viva-
30 1861378 |68 |09/86 |Ca.ductal inv. | 153984 |+++ |- + 11/86-SED II |NR [+ |++
GHIII e GN2 11/93-6bito, tu. +
dissem.
31 1861216 |64 |10/86 |Ca. medular 134188 |- ++ |+ 12/91- SED I |_ + |+
+
+
32 | 810480 |41 [10/80 [Ca. ductal inv. 74346 | ++ |[++ |- 09/94- viva e I |44+ |+ |+
GHII e GN2 SED
33 | 861135 |54 |08/86 [Ca.ductal inv, 133346 |+ + ++ |04/94-SED I | +++ |+ | _
GHIII e GN2
34 1851331 |54 |10/85 |Ca.ductal inv. | 123676 |- - ++ | 08/92-meta I |- ol
GHIII e GN3 Gssea +
06/94- meta -
Gssea dissem.
35 1860372 |39 |04/86 |Ca.ductal inv. | 127341 |- - _ |03/92-¢bito por |IT |_ +|_
GHII e GN2 ca. mama +
36 851165 |44 |[10/85 |Ca. ductal inv. 123144 |+ - | 07/91meta I _IN
GHIII e GN2 08/94-viva com R
..
371870165 |30 |01/87 |Ca. ductal inv. | 137135 |+ - + | 06/92-meta oI |++ |_ |+
GHIII GN2 Gssea
12/94-meta
dissem.
38 | 861241 |64 [10/86 |Ca.ductal inv. 134477 |+++ |+++|_ 11/96- vivae I | +++ |+ | =
GHII e GN1 SED +
+
30 | 860418 |46 |04/86 |Ca.ductal inv. | 128349 |- - + | 11/95-meta. I |+ _ |+
GHIII e GN2 Ossea
11/96- viva, em
quimio
40 | 861236 |55 |10/86 |Ca. ductal inv, 135846 |- +++|_ |04/94-SEDa |II [NR |+|N
GHIII e GN2 R
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