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RESUMO

Os carcinomas invasivos da mama de 68 pacientes com doenca estidio
I1, tratadas entre 1975 a 1982, foram estudados pelo método imuno-histoquimico para a
deteccdo do antigeno nuclear de proliferacio ciclina/PCNA. Correlacionaram-se os
resultados graduados por andlise semiquantitativa com o estado da axila, grau
histolégico, grau nuclear e receptor de estrégeno. A ciclina/PCNA foi detectada em
todas as amostras, sendo mais freqiiente nos carcinomas das multheres mais jovens
(52,94%) e pré-menopausadas (64,71%). Nao encontrou-se relagdo direta entre o
antigeno e a axila, grau histolégico, grau nuclear e receptor de estrégeno. Observou-se
uma baixa taxa de recidiva nos casos sem metdstase axilar ¢ com ciclina/PCNA grau I,
quando comparada com os graus HI e IV (p=0,0686). A melhor associagio para
avaliar o prognostico foi com o grau nuclear e o receptor de estrégeno. Mau
progndstico foi observado em pacientes com ciclina/PCNA graus III-1V, gran nuclear I

e sem receptor de estrégeno.



SUMMARY



SUMMARY

Invasive breast carcinoma of 68 patients were studied for the presence of Proliferative
Celular Nucleous® Antigen - cyclin/PCNA by immunoperoxidase method.

The results of semiquantitative analysis were correlacioned with axillary status,
histologic and nuclear grade and estrogen receptors attempts to identify the importance
of this protein as a new prognostic factor.

Different grades of cyclin/PCNA were detected in all cases and superexpression is
more frequent in young (52,94 %) and premenopausal (64,71 %} women.

No relation was observed between cyclin/PCNA and axillary lymphonodal
envolvement, histologic and nuclear grades and estrogen receptor.

There was a low recurrence rate in cyclin/PCNA grade -1 compared with grades III
and IV in negative axilla cases (p=0,0686).

The better association to evaluated the prognosis of breast carcinoma is nuclear grade
and estrogen receptor. Bad prognosis was observed in cases with cyclin/PCNA grade
M-IV, nuclear grade 1 and negative estrogen receptor in both negative and positive

axilla cases.
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3 . INTRODUCAO
E

O conhecimento da histdria natural do carcinoma mamdrio pode
modificar as decisdes terapéuticas e, consegiientemente, influenciar decisivamente na
evolucdo da doenca. Até o fim da década de 60 adotava-se como tratamento a
mastectomia e a radioterapia, reservando-se para as recidivas a hormonoterapia ¢ a
quimioterapia (MOORE et al., 1967). Esta conduta, segundo ALBERT, BELLE,
SWANSON (1978), era légica e amplamente aceita, mas nfo prolongava as sobrevidas
das pacientes, conforme demonstraram CUTLER, MYERS, GREEN (1975).

Somente com o advento de estudos sobre as etapas evolutivas da doenca,
que trouxeram novos conceitos sobre os mecanismos de sua disseminacdo, foi possivel
racionalizar as abordagens terapéuticas e, progressiva € dramaticamente, aumentar as
sobrevidas (HENDERSON & CANELLOS, 1980).

As experiéncias pioneiras desenvolvidas com o intuito de alterar essa
evolucio foram realizadas a partir do mefhor conhecimento das caracteristicas
relacionadas com o tumor, como o grau histolégico e nuclear, o estado dos linfonodos

axilares e a presenca de embotizacdo vascular (FISHER, 1986).



As caracteristicas tumorais passaram a Ser 0s Critérios essenciais de
avaliagdo progndstica, sendo utilizadas em vdrios estudos clinicos controlados que
tinham como meta prolongar as sobrevidas das pacientes (FISHER, GREGORIO,
FISHER, 1975). |

O primeiro estudo desenvolvido com esse objetivo utilizava a
quimioterapia transoperatdria ¢ foi realizado em 1957 (FISHER et al., 1968). A este
tipo de tratamento seguiu-se a quimioterapia pds-operatéria, mais tarde chamada
adjuvante; e trés grandes ensaios clinicos iniciados em 1958, 1961 e 1972, coordenados
pelo National Surgical Adjuvant Breast Project (NSABP), mostraram que 0. tratamento
sistémico finaimente melhorava a quantidade e a qualidade de vida das pacientes com
carcinoma mamdrio (FISHER et al., 1975).

Analisando essas experiéncias, conclui-se que a histéria natural do
cincer da mama pode ser alterada através da intervengdo médica, que deve ser
especifica e planejada a partir da andlise dos fatores que medem a agressividade
tumoral, Assim, um dos grandes desafios para a Oncologia contemporinea € definir
estes fatores progndsticos. O conhecimento do risco para as recidivas ¢ fundamental 2
defini¢do do tratamento complementar.

Um dos fatores de risco que mais se estudou foi o estado dos linfonodos
axilares. Os resultados alcancados pelos diferentes experimentos clfnicos controlados
demonstraram que a evolucdo do carcinoma mamdrio, principalmente em pacientes com
metdstase axilar, pode ser favoravelmente modificada pelo tratamento adjuvante, tanto
hormonal quanto quimioterdpico (FISHER et al., 1969; FISHER et al., 1975;
BONADONNA et al., 1976; BONADONNA & VALAGUSSA, 1985) .



Os trabaihos realizados pelo NSABP e pelo Instituto dei Tumori de
Milano-tdlia indicaram que, de acordo com a presenca de metdstases nos ganglios
axilares, as pacientes podem ser agrupadas em: potencialmente curadas, de baixo
fisco para as recidivas e aquelas de alto risco (BONADONNA, VALAGUSSA,
TANCINI, 1986; FISHER, WOLMARK, WICHERHAM, 1990).

Das pacientes potencialmente curadas, que compreendem aquelas sem
envolvimento axilar, 70% n3o mais desenvolverdo a doenca apds dez anos do
tratamento primdrio. Por outro lade, menos de 40% das mulheres com metdstase axilar
estardo livres de doenca, apesar da terapéutica complementar sistémica (CARTER,
ALLEN, HENSON, 1989).

Esses dados conduzem ao grande desafio de curar 30% das pacientes
com neoplasia restrita 3 mama, e que potencialmente recidivardo, ¢ aumentar a

sobrevida de 70% das mulheres com tumores metastatizados para a axila.

Para vencer este desafio tem-se empregado, desde o inicio da década de
50, as caracterfsticas histoldgicas do tumor (BLOOM, 1950) e dos linfonodos regionais
como fatores de avaliacio progndstica (FISHER et al., 1969). Posteriormente,
NEMOTO et al. (1980) provaram que o prognostico da doenca poderia ser estabelecido
a partir destes estudos, mas os fatores determinantes da agressividade tumoral estavam

relacionados com o tipo e o grau histoldgico da neoplasia.

QOutro determinante do progndstico € o tamanho do tumor, que estd
diretamente relacionado com a positividade dos linfonodos regionais, ao alto risco para

a recidiva ¢ 3 morte (FISHER et al., 1969).



Um extenso estudo realizado por CARTER et al. (1989), em pacientes
sem metdstase linfomodal, mostrou que, apos cinco anos do tratamento primdrio, as
taxas de recidiva foram de 4,2% quando os fumores tinham até 2cm (T1) e de 15,4%
quando mediam 2,lcm a 4,9cm. A mesma avaliacdo, apds dez anos do tratamento
inicial, indicou 25% de recidiva para os tumores T1.

A sobrevida livre da doenga nos casos T1 apSs 20 anos de seguimento,
segundo ROSEN et al. (1989), foi de 71,25% (59% a 88%), conﬁfmando que o
tamanho do tumor e o envolvimento axilar sdo de valor preditivo, embora esta relacio
scja imperfeita devid;) a interferéncia de varidveis como os critérios de estadiamento, a
adequada andlise dos génglios axilares e o tipo de tratamento utilizado.

Por outro lado, grau histoldgico e muclear fornecem informacoes
significativas sobre a agressividade e a capacidade proliferativa do tumor, conforme os
estudos de BLOOM & RICHARDSON (1957). Estes pesquisadores criaram um sistema
de avaliacdo histocitolégica fundamentado na capacidade de formagdo de ductos pelas
células tumorais, na quantidade e variacio do tamanho, na forma e estrutura do micleo
e no mimero de mitoses por campo de maior aumento. Q grau histolégico determina a
estrutura da neoplasia, como a extensdo de formagdes glandulares, e o graw de
diferenciacdio nuclear determina a sua potencialidade proliferativa, avaliando
indiretamente o fndice mittico (McGUIRE et al., 1990).

O grau nuclear foi considerado por HENDERSON & CANELLOS
(1980) a varidvel que melhor caracterizava o progndstico, enquanto FISHER et al.
(1988) demonstraram sua relagio direta com a sobrevida. Vdrios estudos confirmaram
que os tumores sem extensdo aos ginglios axilares e com grau nuclear favordvel tém

um baixo risco de recidivas (McGUIRE et al., 1990). Portanto, a graduagdo histolégica

4



¢ citoldgica do carcinoma mamdrio pode ser utilizada como medida do prognéstico,
mesmo sendo insuficiente para servir como guia de decisdo terapéutica, sobretudo
porque depende da andlise do patologista, que normalmente utiliza critérios pessoais ou
'pouco definidos para estabelecer esta graduacdo (GILCHRIST, KALISH, GOULD,
1985).

A busca de métodos mais sensiveis de avaliacdo progndstica iniciou-se a
partir de 1970, com estudos que procuraram relacionar a diferencia¢do tumoral ¢ a
presenca do receptor nuclear para o estradiol, funcdo diferenciada das células lobulares

e ductais.

WESTERBERG et al. (1980) analisaram esses estudos comprovando a
inter-relacdo entre a celularidade tumoral, a presenca do receptor de estrégeno e o
prognostico. Os carcinomas de boa evolugio clinica tinham grande quantidade de
células com a proteina receptora, sendo, fregiientemente, carcinomas bem
diferenciados, conforme demonstraram LIPPMAN & ALLEGRA (1980); OSBORNE
et al. (1980); CHEVALLIER et al. (1988); FISHER, SASS, FISHER (1987);
TEIXEIRA (1990).

O valor prediivo da dosagem do receptor de esu‘dgen;), entretanto, €
limitado, principalmente em pacientes sem metdstases axilar (THORPE et al., 1987),
ainda que vdrios estudos tenham mostrado que a evolucdo da doenca ¢ pior nos casos de
receptores negativos (PINOTTI et al., 1987). A diferenca nas sobrevidas, porém, nio ¢
significativa, limitando o valor da andlise do receptor como indicador da necessidade de
qualquer forma de tratamento adjuvante (McGUIRE et al., 1990).



Até a2 metade da década de 80 foram essas as varidveis relacionadas com
o carcinoma mamdrio utilizadas para definir © progndstico e caracterizar 3
agressividade tumoral (GENTILI, SANFILIPPO, SILVESTRINI, 1981; MEYER et
al., 1983; SILVESTRINI, DAIDONE, GASPARINI, 1985; TUBIANA et al., 1989).

A partir de 1985 introduziram-se na prdtica clinica, os chamados
métodos avancados de avaliacdo progndstica, como o indice de proliferagdo celular
(KALLIONIEMIhet al., 1987), a citometria de fluxo (KALLIONIEMI ¢t al., 1988), os
métodos imuno-histoquimicos para a deteccdo dos proto-oncogenes (SHIH et al., 1981;
SCHECHTER et al., 1985) ¢ os marcadores celulares da atividade tumoral (OSBORNE
et al., 1981; MORRISSET, CAPONY, ROCHEFORT, 1986; CAPONY et al., 1989;
LEWIS et al., 1990; FOEKENS et al., 1990; HENNESSY et al., 1991; THOR et al.,
1991). |

QO fndice de proliferacfio celular nos tecidos tumorais pode ser avaliado
por vdrias técnicas. Algumas, como as que analisam o fndice mitético, sdo complexas ¢
restritas aos laboratdrios de pesquisas, devido & baixa reprodutibilidade e sensibilidade
(BAAK et al., 1985). Outras, como a medida de incorporagdo da timidina triciada, so
muito trabalhosas ¢ s6 podem ser realizadas em tecidos frescos, impossibilitando seu
uso rotineire (STRAUSS & MORAN, 1986; MEYER et al., 1983; TUBIANA et al.,
1984).

Recentemente, McGUIRE et al. (1990) demonstraram que, apesar dessas
restricdes, a incorporacio da timidina ¢ um importante indicador do progndstico em

pacientes sem metdstases axilar.



Este estudo concluiu que baixos fndices de incorpora¢do correlacionam-
se com peguena taxa de recidiva e prolongada sobrevida livre da doenca,

independentemente do tamanho do tumor, grau histolégico e receptor de estrogeno.

Outro método de avaliacio € a citometria de fluxo, que mede a
quantidade da ploidia do DNA em cada célula, representando a taxa de divisdo e
crescimento celular. Este exame pode ser efetuado em material congelado, fixado em
formol ou parafinado (HEDDLEY, FRIELANDER, TAYLOR, 1983).

Essa informagfio sobre a ploidia tumoral permite dividir os tumores ¢m

dipicides, que sdo de menor agressividade, ¢ aneuplidides, de maior agressividade.

De acordo com MERKEL & OSBORNE (1989), a ploidia ¢ a medida
indireta do genoma tumoral exprimindo o rearranjamento, amplificacdo ou delecio da
seqiiéncia génica relacionados com a proliferacdo celular e o progndstico da doenca
(FALLENIUS, FRANZEN, AUER, 1988).

Posteriomente, CLARK, DRESSLER, OWENS (1989) decterminaram
que a porcentagem de células na fase S do ciclo celular caracteriza melhor o
progniistico quf.; a ploidia. Isso confirmou os resuitados de KALLIONIEMI et al.
(1988), que relacionaram a fragio de células na fase S com o pior progndstico dos
tumores diploides.

Em 1991, CLARK, OWENS, McGUIRE mostraram que a sobrevida
aos cinco anos € pior nos casos dipldides ¢ nos aneuplSides que tinham a fase S muito

expressiva.



Todos esses dados sugerem que a ploidia e a fragiio na fase § siio de
grande valor para a decisio quanto A terapéutica complementar (McGUIRE et al.,
1990). Outros indicadores que tém sido utilizados sdo a catepsina D, a protefna pS2,

08 proto-oncogenes ¢ 08 receptores dos fatores de crescimento cetular.

A catepsina D € uma protease lisossOmica de atividade normal nas
protefnas endégenas (MORRISSET et al., 1986), estando presente em niveis elevados
nos tumores aneupldides ¢ indiferenciados (VIGNON et al., 1986). Estes tumores sio
de md evolucdo, pois a catepsina D, além de atwar na membrana basal e na matriz
extracelular, estimula o crescimento das células malignas (TANDON et al., 1989).

A protefna pS2, de fun¢do desconhecida, € controlada pelos estrégenos,
estando associada a um maior risco de recidivas (FOEKENS et al., 1990; ELLEDGE,
McGUIRE, OSBORNE, 1992). Pode ser utilizada para definir os casos de pior
prognostico e selecionar os tumores com receptor que responderio 3 endocrinoterapia

(SCHWARTZ et al., 1991).

O fator epidérmico de crescimento ¢ uma glicoproteina com 170
kilodaltons (kd) de peso molecular e atividade de tirosinoquinase. Estimula o
crescimento das células carcinomatosas através de sua ligacio com os receptores da

superficie celular (OSBORNE et al., 1981; COHEN, USHIRO, STOSCHECK, 1982).

As pacientes, cujos tumores apresentam aumento na expressio dos
receptores para o fator epidérmico de crescimento, iém uma menor sobrevida. Sua
presenca também estd relacionada com a invasdo axilar (BATTAGLIA et al., 1983);

invasdo dos vasos linfdticos da mama e auséacia do receptor de estrégeno (TOI et al.,



1989); e com o grau histoldégico {(GRIMAUX, ROMAIN, REMVIKO, 1989; MERKEL
et al., 1989).

Quanto aos oncogenes, sabe-se que pacientes com tumores com
superexpressao do erb-B-2 tém pior sobrevida (MERKEL et al., 1989). O erb-B-2 € um
proto-oncogene HER-2/neu que foi inicialmente identificado como ponto de mutacio
nos neyroblastomas de ratas (SHIH et al., 1981). Codifica um receptor protéico de

membrana de 185 kd com atividade da tirosinoquinase.

Os oncogenes 530, funcionaimente, semelhantes ao fator de crescimento
epidérmico (LUPU et al., 1990), ndo sendo superexpressados no tecido mamdrio
normal ¢ nas doengas benignas, encontrando-se amplificados em cerca de 30% dos
carcinomas da mama (SLAMON et al., 1987). Podem ser empregados como
indicadores do progndstico, sobretudo quando correlacionados com o recepior de
estrégeno, o grau histoidgico e nuclear (PAIK et al., 1990; HEGG, 1992).

Todos esses conhecimentos ¢ consideragfes provam que os fatores
progndsticos ultrapassam os limites da definicdo de taxas de sobrevidas. Eles objetivam
selecionar as pacientes que reaimente serdo beneficiadas com o tratamento adjuvante e a

terapia sistémica pré-cinirgica.

A indicagio terapéutica fundamentada nesses fatores ainda € restrita,
embora existam evidéncias de que a resposta 4 quimioterapia esteja diretamente
relacionada com a proliferacio celular, caracterfstica dos tumores aneupldides

(BRIFFOD et al., 1989) e com altas taxas de c€lulas na fase S (OSBORNE, 1989).



A complexidade e o custo dos procedimentos avaliatérios da proliferacio
tumoral e a necessidade de um método que definisse 0 progndstico e estabelecesse a
resposta & quimioterapia levaram o autor a desenvolver este estudo, analisando a
presenca, em cortes de tecidos parafinados, da ciclina ou antigeno nuclear de
proliferacdo {(PCNA).

A ciclina/PCNA € uma proteina nao-histona com 36.000 daltons (36 kd)
de peso molecular cuja producio é diretamente proporcional a taxa de proliferacdo
celular ¢ 3 sintese do DNA (MIYACHI, FRITZLER, TAN, 1978; TAKASAKI,
DENG, TAN, 1981; CELLIS et al., 1984; MATHEWS et al., 1984; BRAVO &
MACDONALD-BRAVO, 1985). E detectada em grande quantidade no micleo, durante
a fase G1, elevando-se na fase S ¢ declinando na fase G2 e na M (TAKASAKI et al.,
1981; CELLIS & CELLIS, 1983). Portanto, estd correlacionada com a sintese do DNA

¢ a proliferacio celular.

Com esses conhecimentos, pode-se afirmar que a porceatagem de células
tumorais contendo a ciclina/PCNA € um pardmetro para a avaliacdo progndstica dos
carcinomas da mama (BOUZUBAR et al., 1989; VIELH et al., 1990; VERONESE &
GAMBACORTA, 1991).

Além disso, a fragio de células em proliferacdo seria aquela sensivel 2
quimioterapia e provavelmente insensfvel a2 hormonoterapia, pois, segundo FISHER,
FISHER, REDMOND (1986), as células muito proliferantes ou indiferenciadas ndo

tém o receptor hormonal nuclear.

A combinacdo entre a taxa da ciclina/PCNA com os outros fatores

rotineiramente avaliados, como o receptor de estrdégeno, os graus de diferenciacdo
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histolégica e nuclear e o estado dos linfonodos axilares, poderia definit com maior
acurdcia o prognostico e selecionar a terapéutica adjuvante, particularmente para
pacientes cujos tumores ndo se estenderam aos ginglios axilares. A inexisténcia de
trabalhos estabelecendo esta correlacio em pacientes com longo seguimento tornou

pertinente o estudo que desenvolvemos.

1.1. Consideracdes sobre a ciclina/PCNA

A proliferacio celular tem um pape! considerdvel na classificacdo
histolégica e progndstica dos carcinomas da mama, ¢ uma maneira pritica de mensurd-
la & utilizar os anticorpos monoclonais que se ligam aos antigenos nucleares de

proliferacdo.

Pode ser quantificada também pela sintese do DNA. Os principais
métodos empregados sio a auto-radiografia baseada na incorporacdo da timidina
triciada (MILLER, 1970); a detecgdo de nucleosideos halogenados através da
imunofluorescéncia (GRAY, 1985); ¢ a citometria de fluxo (EWERS, LANGSTREM,
BADETORP, 1984).

Essas técpicas, além do alto custo, sio  trabalhosas ¢ algumas
impossiveis de serem realizadas em material parafinado, ndo permitindo estudos

complementares em pacientes jd tratadas.

A incorporagdo da timidina triciada apresenta dificuldades técnicas, pois

requer uma amostra a fresco e vigvel; ndo hd uniformidade na captagdo do isétopo,
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devido & cinética celnlar em material incubado "in vitro”; € muito dispendiosa e de

risco para o pesquisador, que manuseta substincias radioativas.

A utilizacio da  bromodeoxiuridina (BrdU), seguida pela
imunofluorescéncia com anti-BrdU, elimina algumas dessas desvantagens, mas

permanece a necessidade de material a fresco e vidvel.

Comparada com esses dois métodos, a citometria de fluxo tem muitas
vantagens, sendo a principal permitir a andlise em material fixado. Entretanto, hd
necessidade de se tratar o tecido com procedimentos que provocam ruptura nuclear com
perda significante dos dados de identificagdo celutar. Além disso, a preparagdo
histolégica para o estudo citométrico inclui todas as células em proliferacdo.
Consegiientemente, corre-se o risco de avaliar também a fracdo de células inflamatorias

¢ estromais nig-tumorais.

A ciclina ou PCNA (Proliferative Celular Nucleous Antigen) foi descrita
por MIYACHI, FRITZLER, TAN (1978) em pacientes com lupus eritematoso
sistémico, e sua expressio em células proliferantes foi demonstrada por BRAVO &
CELLIS (1980), apés estudos bidimensionais com eletroforese em gel. E uma
proteina nuclear associada 2 fase S do ciclo celular (TAKASAKI, FISCHWILD, TAN,
1984: OGATA et al., 1985) e, portanto, com a replicagio do DNA (BRAVO &
MACDONALD-BRAVQ, 1985; BRAVQ, 1986).

Em 1987, BRAVO et al. demonstraram que a ciclina/PCNA € um

polipeptideo complementar da DNA-polimerase-alfa. No mesmo ano, PRELICH et al.

esclareceram que esta proteina compiementa a atividade da DNA-polimerase-delta e
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tern um grande papel na iniciagio da proliferacdo celular, desencadeando o processo
no fim da fase G1 e inicio da fase S do ciclo celular (JASKULSKI et al., 1986).

A avaliagfo rotineira desse peptideo tornou-se possivel em 1988, quando
KURKI, OGATA, TAN desenvolveram um anticorpo monoclonal a partir de um
hibridoma murino. Este hibridoma era obtido pela fusio de células esplénicas de
camundongo, imunizadas com ciclina do timo de coeiho, com células do mieloma P3 x

63 Ag 8.653.

O anticorpo menoclonal identifica a ciclina/PCNA presente nas células
em proliferacdo, isto €, nas fases G1 e § (TAKASAKI, DENG, TAN, 1981). A sua
quantificacdo d4 uma medida indireta da agressividade tumoral e, conseqientemente,
do prognéstico da doenca (CELLIS et al., 1984).

A pouca complexidade da avaliagdo imuno-histoquimica permite sua
maior utiliza¢io quando comparada com os outros twés meétodos de medida da

proliferacdo celular.
O anticorpo anti-ciclina/PCNA ndo destréi o micleo, preservando a

arquitetura do tecido e a relagdo intercefular. Pode ser utilizado em material fixado e

parafinado, tendo, assim, grandes perspectivas de uso nos carcinomas da mama.
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2. PROPOSIGCAO
[ R R SRR A S SR SRS AR SRR R AR S SRR R

Este trabalho propOs-se a estudar a ciclina/PCNA em tumores de
pacientes portadoras de carcinoma da mama estddio II (TNM-UICC), tratadas com

mastectomia radical, objetivando:

2.1. Avaliar 0 método e estabelecer um sistema de quantificacio;

2.2. Correlacionar a ciclina/PCNA com:
. Comprometimento dos linfonodos da axila;
. Grau histoldgico ¢ nuclear;

. Receptor de estrégeno;
2.3. Avaliar sua importincia como fator progndstico;

2.4, Definir os grupos de risco a serem submetidos a tcrapéutica

sistémica.
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3. METODOIL.OGIA
L ______________________________________________ |

3.1. Casuistica

Foram estidados os tumores de 68 portadoras de carcinoma da mama
tratadas no perfodo de junho de 1976 a junho de 1982 no Departamento de
Tocoginecologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP (dez pacientes); na
Clénica Ginecoldgica da Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Paulo (18

pacientes); ¢ na Clinica "J.A. Pinotti" (40 pacientes).

Todas as pacienies tinham o diagndstico de carcinoma ductal infilirativo
estddio patolégico II; 38 (55,88%) eram pré-menopavsadas e 32 (44,12%) pds-
menopausadas, com idade média de 51,51 anos (desvio-padrdo de 11,68).

Os critérios para a selegfio dos casos identificaram as pacientes:

- portadoras de carcinoma ductal infiitrativo com comprovacao

histolégica;
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- estadiadas como estddio II - TINI1; T2NO; T2N1 - conforme os
critérios adotados & época do tratamento primdrio {(classificacio TNM
- UICC, 1974);

- submetidas a0 mesmo tipo de tratamento local, a mastectomia radical;

- com tumores estudados quanto ao receptor de esirdgeno, pelo método

bioquimico;

- seguidas desde a época do diagndstico e do tratamento primdrio com
realizacdo periddica de radiografias do térax, ecografias da mama e
abdome, mamografias, cintilografias dsseas, hemogramas ¢ dosagens

de fosfatases alcalinas e gama giutamil transferases;
- com um seguimento minimo de 120 meses (dez anos), para casos que
sobreviveram,
3.2. Técnica da quantifica¢do do receptor de estrégeno
Considerando que esta técnica integra um estudo prospectivo realizado
por este autor desde 1975 (TEIXEIRA, 1990), serdo descritas apepas as principais

etapas para o entendimento deste processo de avalia¢ao:

- o fragmento do tecido tumoral, retirado no ato cirdrgico, foi congelado

em nitrogénio lfquido;
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- o material foi entio homogeneizado e centrifugado durante 30

minutos;

- a protefna receptora foi dosada por absorbdncia e quantificada pelo

método de LOWRY et al. (1951);

- 200 do citosol foi tamponado e incubado em quantidades crescentes

de estradiol triciado;

- apds 18 horas, acrescentou-se aos tubos a quantidade de 500pl de uma

suspensdo de carvio, agitando-se e centrifugando-se a amostra;

- apés a centrifugacio foram retirados 100l do sobrenadante e colocados

com 5ml do lquido de cintilagdo para a contagem da radioatividade;
- os resultados foram avaliados pelo método proposto  por

SCATACHARD (1949), considerando-se com receptor positivo as

amostras com concentragdes maiores que 5 fmoles/mg de proteina.

3.3. Avaliacdo imuno-bistoquimica da ciclina/PCNA
Os cortes histoldgicos foram corados pelo método da avidina-biotina-

peroxidase descrito por HSU, RAINE, FANGER (1981), com as modificagGes

descritas a seguir:
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- Como anticorpe primdrio fol empregado o anticorpo monoclonal
antiantigeno nuclear de proliferagio celular da Dako Corporation,
Santa Barbara, CA, USA.

- Q anticorpo secunddrio, o complexo avidina-biotina-peroxidase e os
soros normais utilizados foram os fornecidos nos "kits™ Vector

(Burlingame, CA).

- A solugio-tampdo empregada foi a salina-fosfatada (PSB), pH 7,3.

- A revelagio da reagdo foi realizada com 3-3’ tetraidrocloreto de
diaminobenzidina (DAB) da Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo, que
provoca o depdsito de pigmentos de cor acastanhada na presenga da
peroxidase.

- Os controles positivos foram as neoplasias sabidamente positivas para

o PCNA.

- Como controles negativos, os cortes em estudo foram corados
substitvindo-se © anticorpo primdrio por soro ndo-imune de

camundongo.
- Apds o teste com os coatroles positivoes, verificou-se a diluigdo ¢ o

tempo de incubagdo ideais ao anticorpo primdrio. A diluicdo escolhida
foi de 1:200 para um perfodo de incubagdo de 30 minutos.
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- A leitura da reagz“id assim como a fotomicrografia foram feitas em
microscépto Optico comum (Nikon, Labophot) adaptado a uma

cidmera de 35mm da mesma marca, com fotdmetro automdtico.

- A positividade foi confirmada através da visualizagio microscépica de
depdsitos granulares no micieo das células neopldsicas (FIGURA 1).
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FIGURA 1. Presen¢a da ciclina/PCHA no nicleo das células caracterizada pela coloracdo acastanhada.
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3.3.1. Etapas da reacio imuno-histoqufmica pelo método da avidina-biotina-
peroxidase

- Hidratagdo dos espécimes em dlcool etilico de concentragio decrescente

até dgua destilada;

- Bloqueio da peroxidase enddgena com peréxido de hidrogénio a 3%,

em metanol, por dez minutos;

- Lavagem em dgua corrente destilada e solucdo- tampdo salino-fosfatada

POT cinco minutos;

- Bloqueio das reagOes inespecificas com soro normal de cavalo a 10%,

em tampdo salino-fosfatado, por 20 minutos;

- Incubacdo, por 30 minutos, com anticorpo primdrio (anti-p185) i
temperatura ambiente na diluicdo de 1:200, em tampdo salino-
fosfatado;

- Lavagem, em trés banhos, com a solucdo-tampao salino-fosfatada, por

CInco minutos;
- Incubagdo com  anmticorpo de cavalo anti-imunoglobulina de

camundongo conjugado com biotina (anticorpo secunddrio) 1:200 em

tampdo, por 30 minutos, a 370(3, em cimara dmida;
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- Incubagdo com o© complexo avidina-biotina-peroxidase 1:150 em
tampdo salino-fosfatado, por 30 minutos, a 37° C, em cimara Gmida;

- Lavagem, em trés banhos, com a solugdo-tampdo salino-fosfatada, por

CINCo minutos;

- Revelagio com solucio-substrato recém-preparada, contendo 1,2% de
peroxido de hidrogénio 10 volumes e 0,03% da DAB, em tampdo
salino-fosfatado com o pH ajustado para 7,6, por cinco minutos, e

sob controle microscépico, & temperatura ambiente;
- Lavagem em dgua corrente e destilada;

- Desidratac@o em dlcool e montagem com bdlsamo do Canadi.

3.3.2. Avalia¢io semiquantitativa

A andlise quantitativa foi realizada pelo método proposto por GARCIA,
COLTRERA, GOWN (1989). Em cada um dos casos foi avaliado pelo menos cinco
campos representativos de grande aumento. Os tumores foram graduados
independentemente por dois observadores, que usaram uma escala semiquantitativa de
um a quatro, correspondendo 20 percentual de células com colorac¢des nucleares (I = 0
a25%; 11 = 26 2 50%; [0 = 51 a75%; IV = 76 a 100%). Nos casos em que houve
discrepincia de resuitados foi repetida a andlise microscépica da lamina pelos dois

observadores, em conjunto, e uma graduacdo final de consenso foi atribuida.
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3.4. Método de estudo, obtengiio dos dados e andlise estatistica

Todos os diagndsticos histoldgicos foram revistos, sendo inclufdos
apenas os tumores ductais infilirativos. A distribuicdo por grau histolégico e grau
nuclear seguiu a orientacdo proposta por BLOOM & RICHARDSON (1957), adaptada
por ALVARENGA (1980). Foram considerados grau histoldgico I os carcinomas bem
diferenciados, grau II os moderadamente diferenciados e grau III os poucos
diferenciados, de acordo com a formacdo, ou ndo, de estruturas glandulares ou

tubulares pelas células neopldsicas.

O grau nuclear 1 refere-se aos tumores que apresentam células com
nicleo grande, nucléolo proeminente, cromatina grosseira ¢ mitoses abundantes; grau
3, aqueles cujas células tém os micleos bem diferenciados, pequenos, uniformes,

cromatina frouxa, sem nucléolos ou mitoses. O grau nuclear 2 € o intermedidrio.
Com relagio ao receptor de estrégeno, 19 pacientes tinham tumores com
a protea receptora (27,94%), 31 (45,59%) ndo tinham o receptor nas células tumorats

e em 18 (26,47%) ndo foi realizada esta dosagem.

O idice de proliferacio, medido através do percentual de células com

coloracio nuclear, permitiu agrupar as pacientes em:

Grau I - tumores com baixo indice de proliferacdo, de 0 a 25%;

Grau II - tumores com moderado indice de proliferacdo, de 26 a 50%;

Grau III - tumores com alto fndice de proliferacdo, de 51 a 73%,;
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Grau IV - tumores com e¢levade fndice de proliferagdo, mais

de 75% das células apresentando a ciclina/PCNA.

Os pardmetros quantitativos foram comparados por andlise de correlacio
linear através do teste t-Student (t) e a associacdo entre as varidveis foram analisadas
através do teste Qui-Quadrado de Pearson (Xz), adotando-se 3% (0,05) como nivel de

significincia.

As curvas de sobrevida foram feitas através do método de KAPLAN-
MEYER (1958) para a estimativa da funcdo de sobrevida. Para o cdlculo da
significincia estatistica entre as curvas utilizou-se a prova de Wilcoxon generalizada
(Breslow) e o teste de Mantel-Haenszel, conforme orientacGes gerais de LEE (1980);
PETO et al. (1980).
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3.5. Apéndice: relacdo das pacientes estudadas

PAC. IDADE EM GH GN N RE PCNA MR REC OBITO  VSD
1 AF 49 1 3 1 (+) 1 I 9/78 10/89 6/90 -
2 MGF 29 1 3 1 (+4) 2 I 2/78 10/89 - 6793
3 CSD 39 1 3 1 (+4) 1 I 8/80 10/90 -  6/92
4 JPC 47 1 3 1 (=) 2 I 9/81 - - 6/9%
5 00 56 2 3 1 (+) 2 I 3/81 4/84 12/87 -
6 DSO 40 1 3 1 (+#) 2 III 5/82 - - 6/92
7 IFM 56 2 3 1 (4} 1 I 4/82 - - 6/92
8 MOC 43 1 03 1 (+) 2 I 6/82 - - 6/92
9 OPC 72 2 3 1 (+4) 2 IT 4/82 12/85 2/86 -

10 SBB 66 2 3 1 (+) 1 III 3/82 - - 6/92

11 CB 29 1 3 1 (4) - IT  3/79 - ~  6/92

12 IB 58 2 3 1 (=) - IV 2/79 4/88 11/88 -~

13 AM 64 2 3 1 (+) - II 11/79 3/87 9/87 -

14 €D 50 1 3 1 (=) - I 10779 - - 6/92

15 DG 49 1 3 1 (+4) =~ I 9/79 4/37 12/87 -

16 DO 63 2 3 1 (=) - I 9/79 1/85 4785 -

17 RS 40 1 03 1 (+) - II 8/80 10/89 5/90 -

18 Y3 61 2 1 3 (=) - I 9/80 2/89 6/89 -

19 MS a1 1 2 1 (+) - IV 6/80 10/81 5/82 -

20 EPD 64 2 3 1 (=) - II 12/79 1/88 5/88 -~

21 AGS 50 2 3 1 (-y - IITI 9780 11/84 1/85 -

22 BF 51 2 31 (+) - IV 3/81 1/83 5/83 -

23 AF 55 2 2 2 (=) - I 11/81 ~ - 6/92
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PAC. IDADE EM GH GN N RE PCNA MR REC OBITO VSD
24 DO 56 2 1 3 (+4) - I 2/81 10/90 - 6/92
25 EM 68 2 2 3 (+) = I 2/81 10/83 -~ /92
26 AS 39 1 2 2 (=) - IIT 3/82 5/88 10/88 -
27 MTC 47 1 3 1 (+) - IIT 6/82 6/90 5/91 -
28 FDV 49 1 2 3 (=) - I 5/82 - - 6/92
29 DMND 71 2 3 1 (+) 2 I 12/76 5779 5/81 -
30 Jc 34 1 3 1 (=) 2 II 11776 3778 2/80 -
31 1A 50 1 3 1 (~) 2 TIII 1i/76 7/80 1/81 -
32 JPOS 67 2 3 1 (+) 2 II 5/77 - -  6/92
33 LP 45 1 3 1 (+) 2 IIT 10777 11/80 3/82 -
34 LD 17 1 3 1 (+) 2 I 11/77 12/89 -~ 6792
35 MICS 52 2 3 1 (+) 2 II 11/77 6/79 12/79 -
36 MDG 59 2 3 1 (+4) 2 I 5/77 8/80 10/86 -
37 WFO 46 1 3 1 (=) 2 IT 11777 - -  6/92
38 MMM 44 i 3 1 (=) 2 II 4/78 10/78 - 6/92
39 SM 35 1 3 1 (-) Tt II 3/78 6/79 7/82 -
40 EJB 55 2 2 2 (=) 1 1II 9/79 - -  6/92
41 MCC 66 2 3 1 (+) 2 1II 5/79 11/79 12/83 -
42 ABF 57 2 3 2 (4) 1 III 2/80 - - /92
43 AEB 54 103 2 (+) 1 I 3/80 - - 6/92
44 AMCA 42 1 3 1 (+) 1 III 10/80 - -  6/92
45 MAB 35 1 3 1 () 2 I 6/80 12/82 9/83 -

46 TIS 50 1 3 1 (+) 2 III 7/80 - - 6/92
47 MIF 43 1 3 1 (+) 2 I 9/80 - - 6/92
48 AZS 66 2 3 1 (=) 2 I 7/81 - -  6/92
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PAC. IDADR EM GH GN N RE PCNA MR REC OBITO Vsb
49 AB 29 1 3 1 (+) 2 I 10/81 5/86 - 6/92
50 CMSS. 43 1 3 1 (+) 2 I 2/81 - -  6/92
51 CDM 58 2 3 1 (+4) 1 I '8/81 - - /92
52 CVC 56 2 3 1 {(+y 1 I 10/81 - - 6/92
53 L&C 51 1 3 1 (=) 2 I 5/81 - -  6/92
54 MFO 41 1 3 1 (=) 1 I1 9/81 - - 6&/92
55 NFS 51 i 3 1 (+#) 2 I1I 10/81 10/89 3791 -
56 RFB 51 1 1 3 (-} 1 IIIX 1/81 - - 6/92
57 AFB 53 1 3 1 (+) 1 IIX 6/82 - - 6/92
58 ETR 67 2 3 2 (+) 1 I 6/82 - -  6/92
59 GGB 76 2 3 1 (-) 1 I 1/82 - - 6/92
60 HT 64 2 3 1 (+) 1 III 6/82 10/89 10/90 -
61 MNMF 48 1 3 1 -y 2 IY 5/82 - - 6/92
62 MAVRE 75 2 2 2 (-) 1 Ix 85/82 - - 6/92
63 MGL 31 1 3 1 {(+) 2 111 6/82 12/83 2/84 -

64 MSP 69 2 3 1 (-} 2 I 1/82 - - 6/92
65 MAA 33 1 3 i (-) 2 I 2/82 - - 6/92
66 OCGM 55 1 3 1 (+) 2 Ix 1/82 - - 6/92
67 REC 47 1 3 1 (+) 2 IT 2/82 - - 6/92
68 RSA 56 2 1 3 (<) 1 X 3/82 - - 6/92
EM = Estado Menstrual GH = Graun Histoldgico

GN = Grau Nuclear MR = Mastectomia Radical

RE = Receptor de Estrégeno REC = Recidiva

VSD = Viva Sem Doenca
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Fichas clinicas das dez primeiras pacientes disponiveis no Ambulatdrio

de Patologia Mamdria do CAISM-UNICAMP, fone (0192) 39-7414.

Fichas clfnicas de 11 a 28 disponiveis na Clinica Ginecoldgica da
FMUSP - Servigo do "Prof. J. A. Pinotti", fone (011) 280-4824.

Fichas clfnicas de 29 a 68 disponiveis na Clinica "Prof. J. A. Pinotti",
fone (0192) 51-1197.
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4. RESULTADOS

[

A ciclina/PCNA foi detectada em todas as amostras. A maioria dos casos
(75%) tinha sua expressividade menor que 50%, isto &, ciclina/PCNA gran I e grau i1
Embora sem significincia, observou-se que os fumores com menores niveis da proteina

foram mais freqiientes em pacientes idosas, conforme mostra a TABELA 1.

TABELA 1

Correlacdo entre os graus da ciclina/PCNA e a idade das
pacientes

Graus da ciclina/PCNA

I IX IITI-IV
N: casos (%) 32 (47,06) 19 (27,94) 17 (25,0)
Idade média 52,91 51,32 49,12
Desvio-Padrao 12,23 12,94 9,10
p= 0,5624
F= 0,58
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A distribuicfio dos diferentes graus da c;iclina/PCNA, éonsiderando—se 0
estado menstrual (TABELA 2}, evidenciou que os tumores grau III ¢ grau IV foram
freqiientes nas pacientes pré-menopausadas (64,71%  vs. 35,29%), apesar de
predominio do grau I e do grau l em ambos os grupos.

TABELA 2

Correlagdo entre os graus da ciclina/PCNA e o estado
menstrual

Graus da ciclina/PCNA (%)

E. Menstrual I 1T ITII-IV
Pré 16 (50) 11 (57,89) 11 (64,71)
P6s 16 (50) 8 (42,11) 6 (35,29)
Total 32 (100) 19 (100) 17 (100)
x% = 1,02

p = 0,6013

Quanto As metdstases ganglionares, ndo foi observada relaco direta entre
a presenga da ciclina/PCNA ¢ o envolvimento linfonodal axilar.

A TABELA 3 evidencia esta falta de relagio onde 22/27 (81,48%)

pacientes com axila negativa e 29/41 (70,73%) com metdstases s3o grau [ e grau II. O

grau IH € o IV sdo mais freqiientes quando a axila € positiva (29,41% vs. 70,59%).
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TABELA 3

Relagao entre os diferentes graus da ciclina/PCNA e a
metdstase axilar

Graus da ciclina/PCNA (%)

Axila I I ITI-IV
Negativa 12(37,50) 10(52,63) 5(29,41)
Positiva 20(62,50) 9{47,30) 12(70,59)
Total 32(100) 19(100) 17(100)
x% = 2,14
p = 0,3424

Considerando-se ¢ estado da axila como varidvel progndstica, a anslise
das curvas de sobrevida livre da doenga e total (FIGURAS 2 ¢ 3) ndo evidenciou

diferenca significativa entre as pacientes T2NQ e T2N1,
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A presenga da ciclina/PCNA no micleo das células tumorais também ndo
se relacionou com a diferenciagio histoldgica do tumor, conforme mostra a TABELA
4.

TABELA 4

Relacdo entre os diferentes graus da ciclina/PCNA e o grau
histolégico do tumor

Graus da ciclina/PCNA

Graun histolégico I II III - IV
I - II 6(18,75) 3(15,78) 3(17,64)
III 26(81,25) 16(84,22) 14(83,36)
Total 32(100) ~19(100) 17(100)
x% = 0,07

p = 0,9647

As sobrevidas, livre de doenca e total, observadas nas FIGURAS 4 ¢ 5,
foram semelhantes quando consideramos apenas o grau histolégico como vandvel

progndstica.
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Nao houve correiagdo entre os diferentes graus da ciclina/PCNA ¢ o
grau de diferenciacdo citoldgica. Tanto as amostras com pouca expressio quanto as
com grande expressdo de proteina foram sempre mais freqiientes nos tumores de grau

nuclear 1, conforme mostra a TABELA 5.

TABELA 5

Relacdac entre os diferentes graus da ciclina/PCNA e o grau
nuclear das células tumorais

Graus da ciclina/PCNA (%)

Grau Nuclear I IT ITI-IV
1 24(75,0) 16(84,21) 14(82,35)

2 - 3 8(25,0) 3(15,79) . 3(17,65)

Total 32(100) 19(100) 17(100)

;“ = 0,74

p = 0,6912

A andlise das sobrevidas, considerando-se o grau nuclear come varidvel
progndstica, evidenciou uma tendéncia para melhor sobrevida livre da doenca nos casos

de matior diferenciagdo citoldgica, conforme mostram as FIGURAS 6 e 7.
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A presenca de receptor de estrégeno também ndo dependeu do grau da
cichna/PCNA. A TABELA 6 demonstrou que diferentes graus do antigeno nuclear

estiveram uniformemente presentes nos tHIMOTES COM € Sem 0§ receptores estrogénicos.

TABELA 6

Relacdo entre os Adiferentes graus da ciclina/PCNA e a
presenga do receptor de estrégenc

Grau da ciclina/PCNA (%)

Receptor I IT IIT - IV
Positivo 8(33,33) 5(33,33) 6{54,55)
Negativo 16(66,87) 10(66,67) 5(45,55)
Total _ 24(100) 15(100) ~11(100)
x2 = 1,64

p = 0,4407

As sobrevidas, livre de doenga ¢ total, tomando-se como varidvel apenas
o receptor, foram significativamente methores nos casos ¢m que havia o receptor de

estrogeno, conforme mostram as FIGURAS 8¢ 9.

37



100% —1

P -
r BO% - O
o] i
b E
s 00%F —= 1
o T
o — e
T 40%
8
I
d 20% -
a

0% L 1 i L L 1 L L L L L L 1 L J

Q 12 24 38 48 80 72 84 B& 108 120 132 144 158 168 180
Meses
~——RE « 14} —— RE » 2{-}
2+2.08 p=-0pD481"

FIGURA 8. Carcincma da mama estidio II. Sobrevida livre de doemga de acordo com o receptor de

estrigeno.
100% : ;
P .
r BO%
ja]
) m—— - . .
g 6Q0%-
[v]
2]
r 40% F
a
i
g 20%
8
0% L L N i L L L L 1 L L L L L ]
0 12 24 398 48 80 72 84 GO 108 120 132 144 158 168 180
Messes
——RE = 1+l — AE = 2]
=218 p=00832 -
FIGURE 9. Carcinoma da mama estiadio II. Sobrevida total de acorde com o receptor de
estrigeno.

38



As sobrevidas, livre de doenca ¢ total, ndo foram significativamente
diferentes quando considerado o grau da ciclina/PCNA, embora pacientes com
tumores de baixo grau temham sempre melhores sobrevidas quando comparadas com
portadoras de tumores com alta taxa de proteina. Esta tendéncia € observada nas

diferentes andlises comparativas, conforme mostram as FIGURAS 10 a 15.
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A avaliacdio combinada dos diferentes fatores progndsticos mostrou um
pior desempenho nos casos com axila positiva, grau histoidgico I e nuclear 1. Esta
tendéncia torna-s¢ mais evidente se o tumor for receptor de estrégeno negativo ¢ com

alto grau da ciclina/PCNA, conforme mostra a TABELA 7.

TABELA 7

Andlise combinada dos fatores progndsticos no carcinoma da mama
estddio IT

Sobrev. livre da doenga Sobrev. Total
Fator prognéstico 4 P Z P
N0 x Nl 1,28 g,203 1,20 0,228
GH(I) x GH(II, III) 0,49 0,624 0,04 0,970
GN(1) x GN (2,3) 1,74 0,080 1,22 0,221
RE(+) x RE (=) 2,03 0,048 2,13 0,033
PCNA (I) x PCNA (II,II,IV) 1,43 | 0,153 1,54 0,124

Teste utilizado = Wilcoxon generalizado

Como a axila ainda € o fator clinico e patoldgico mais utilizado para
medida de progndstico da doenca, analisamos a importdncia da graduacdo da
ciclina/PCNA nos tumores sem metdstases ganglionares. As FIGURAS 16 a 2t
mostram que as pacientes T2NO, com alta expressdo do antigeno, tém elevadas taxas

de recidivas e dbitos.
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Esta diferenca de sobrevidas observada nos casos NO ndo foi encontrada
quando havia metdstases nos linfonodos da axila, apesar das pacientes com tumores de
baixo grau terem sempre uma melhor sobrevida, conforme mostram as FIGURAS 22 a

27.
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5. DISCUSSACQO
T

O objetivo fundamental deste estudo foi o de avaliar a importincia de um
novo marcador nuclear de prolifera¢do celular na definicdo do progndstico do

carcinoma mamdrio, estabelecendo os grupos de risco para as recidivas.

O reconhecimento desses grupos ¢ de seus progndsticos facilitard a
indicaco do tratamento primdrio e complementar, pois, nos Gltimos 20 anos, tém sido
cada vez mais adotadas as abordagens multidisciplinares com intuito curativo (EARLY
BREAST CANCER TRIALIST’s COLLABORATIVE GROUP, 1990).

Seguindo essa tendéncia, vimos desenvolvendo estudos para a
modificagdo da terapéutica tradicional, acrescemtando, 2 época do diagndstico, o

tratamento medicamentoso sistémico (TEIXEIRA et al., 1991).
Seria, obviamente, pouco prudente utilizar esse tipo de tratamento, de

morbilidade as vezes elevada e de alto custo em todas as pacientes (MANSOUR,
EUDEY, SHATILA, 1990; FISHER, WOLMARK, WICHERHAM, 1990), jd que
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somente seriam beneficiadas as portadoras de tumores de md evolucio (BONADONNA
et al., 1991).

Virios critérios tém sido empregados para selecionar essas pacientes
(SIGURDSSON et al., 1990), geralmente definidos através das bidpsias ou apés o
tratamento cirdrgico loco-regional, compreendendo o estado dos linfonodos axilares, 0
envolvimento dos vases da mama, a graduacdo histoldgica, os receptores hormonais, os

oncogenes ¢ os indices de proliferacdo celular (McGUIRE et al., 1990).

Desde 1977 estamos utilizando, para defini¢io do tratamento adjuvante
ou complementar, as informacdes obtidas pelo exame anatomopatoldgico e da dosagem

bioqufmica do receptor de estrégeno.

Essas informacdes selecionam parcialente as pacientes que devem ser
tratadas sistematicamente, conforme demonstraram DAVIS et al. (1986); FISHER et
al. (1988), embora nossos trabalhos nesta drea tenham mostrado um beneficio
significante nas sobrevidas daquelas que receberam hormonio ou quimioterapia

coadjuvantes (PINOTTI et al., 1986).

Em geral, consideramos que o progndstico da doenga depende das
caracteristicas relacionadas com o tumor, mas, segundo McGUIRE (1986), elas sdo
insuficientes para definirmos as muiheres a serem tratadas, sobretudo se portadoras de

tumores pequenos ¢ sem metdstases axilares.

Novos fatores de progndstico tém sido recentemente descritos, todos

procurande melhorar a definigdo da evolucao e selegdio dos grupos de risco. Um destes
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fatores € a ciclina/PCNA, protefna nuclear responsdvel pela polimerizacio do DNA,

que indica o grau de proliferacdo tumoral.

Devido # relativa facilidade de sua avaliagdo, quando comparada com
outros métodos, a ciclina/PCNA pode ser utilizada com um menor custo. Isoladamente,
ndo é um fator decisivo para a indicacdo terapéutica. Quando combinada com as
caracteristicas da axila, grau histoldgico € nuclear € o receptor de estrégeno, representa

um importante guia para delinearmos o progndstico € o tratamento.

Sendo a ciclina/PCNA uma protefna demonstrada recentemente
(MIYACHI et al., 1978), sua relacio com o carcinoma da mama ainda niic estd
definida (ROBBINS et al., 1987). Neste trabalho, procuramos definir sua importincia ¢
correlaciond-la com as outras medidas progndsticas. A sistemdtica de avaliacdo
adotada, que seguiu as oriemtages gerais de GARCIA et al. (1989), possibilitou a

andlise do material sem maiores dificuldades.

Optamos pelo sistema de graduvacdo semi-quantitativa a fim de evitarmos
os resuitados subjetivos observados quando se utiliza o critério de defini¢do que agrupa
os tumores com grande, média e pequena quantidade de ciclina/PCNA (ROBBINS et
al., 1987).

A protefna foi detectada em todos os casos, comprovando sua fungdo nas
células em prolifera¢do. Os trabalhos de BRAVO & MAC DONALD-BRAVO (1985);
BRAVO (1986); BRAVO & MAC DONALD-BRAVO (1987); OGATA et al. (1987);
ROBBINS et al. (1987); NISHIDA, REINHARD, LINN (1988) mostraram que a

ciclina/PCNA € uma protefna importante para a iniciacdo da proliferacdo celular,
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devendo estar presente em menor ou maior grau de expressdo conforme a atividade

tumoral.

Das pacientes que avaliamos, 32 (47,06%) tinham tumores com baixo
grau da ciclina/PCNA, isto &, baixo indice de proliferacdo e, portanto, com melhor
evolucdo, o que realmente foi demonstrado, conforme evidenciam as curvas de

sobrevida das FIGURAS 10 a 15.

As pacientes mais jovens, com idade média de 49,12 anos, tinham
tumores com altos graus de expressdo da ciclina/PCNA, ou seja, eram portadoras de
tumores mais proliferantes. De certa forma este achado pode ser correlacionado com a
indiferenciacdo celular, auséncia dos receptores de estrégeno e maior agressividade,
conforme demonstraram SILVESTRINI, DAIDONE, Di FRONZO (1979).

Essas mulheres tém, entdo, tumores mais proliferantes e, portanto, de
pior evolugdo. Este achado explicaria a experiéncia clinica que vivenciamos no dia-a-
dia da pritica oncoldgica, quando observamos recidivas precoces e progndsticos piores
em pacientes jovens, conforme demonstraram FALKSON, GELMAN, PRETORIUS
(1986).

Outro aspecto ainda ndo relatado na literatura refere-se 2 distribui¢do da
concentracio da ciclina/PCNA considerando-se¢ o estado menstrual. Das 17 pacientes
(25%) com tumores grau [11 e IV, 11 (64,71 %) eram pré-menopausadas, reforgando os
resultados descritos. Assim, mulheres jovens, pré-menopausadas, apresentam tumores
com alta taxa de proliferacdo, denotando maior agressividade e requerendo uma

abordagem terapéutica complementar também mais agressiva.
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Com relagdo ao estado dos linfonodos axilares, os trabalhos de MOORE
et al. (1967); FISHER et al. (1969); CLARK & McGUIRE (1988) apontaram que ele
deve ser considerado como um dos principais indicadores do progndstico, pois guarda,

em cerca de 75% das vezes, relacdo direta com as sobrevidas (CARTER et al., 1989).

A andlise dos casos, conforme demonstram as FIGURAS 2 e 3, esid em
consonancia com os trabalhos acima referidos, entretanto as sobrevidas ndo sdo

significativamente melhores.

Acreditamos que a pequena diferenca entre as sobrevidas, livre de
doenca e total, nestas pacientes deveu-se 2 intervencdo médica, outro fator extrinseco
essencial 2 definicio do progndstico (BONADONNA et al., 1991). Todas as pacientes
com axila positiva foram tratadas com quimioterapia, 0 que certamente melhorou a

evolucio destes ¢asos.

Uma inferéncia direta desses resultados seria a de se aplicar a
quimioterapia e hormonoterapia a todas as pacientes, independentemente do estado de
axila. Devemos, contudo, agir criteriosamente na sclecdo das mulheres que receberéo o
tratamento adjuvante. O acréscimo de um outro fator como a ciclina/PCNA poderia ser

de grande utilidade.

Dessa maneira, esperdvamos que a presenca de grande quantidade da
proteina nas células tumorais, associada com uma maior agressividade, correspondesse
a uma maior invasividade ganglionar regional. Esta relagio, entretanto, ndo ficou
estabelecida em nosso material, havendo uma distribui¢io uniforme da ocorréncia de
metdstase axilar quando consideramos os diferentes graus da ciclina/PCNA, conforme

mostra a TABELA 3.
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A axila e a ciclina/PCNA seriam, portanto, fatores independentes do
progadstico, e sua combinacdo definiria melhor o grupo de pacientes com maior Tisco

para recidiva.

Quanto 3 importincia do grau de diferenciacdo histoldgica na definicio
do progndstico, existem muitas controvérsias. FISHER et al. (1986) atribuiram um
pior prognéstico para os casos de metdstase axilar em tumores pouco diferenciados,
enquanto outros estudos s6 consideraram relevanteé esta avaliagiio para os casos imciais

(FISHER et al., 1988; ROSEN et al., 1989).

Em nosso material, conforme andlise das FIGURAS 4 ¢ 5, ndo existiu
diferenca nas sobrevidas. Apesar de freqiientemente citado como um significativo fator
progndstico, acredito que sua utilidade scja duvidosa, principalmente devido as
diferencas nos critérios de graduagdo adotados pelos patologistas (GILCHRIST,
KALISH, GOULD, 1985).

Para melhor estabelecer a importincia dessa varidvel, estudamos a
correlacdo entre os diferentes graus histolégicos ¢ os da ciclina/PCNA. Esperdvamos
que esta relagio fosse direta, pois os tumores pouco diferenciados deveriam ter uma
maior expressdo de antigenos. No entanto, a distribui¢do das taxas da ;:ic]ina foi
homogénea em todos 0s graus de diferenciacdo, em especial nos tumores pouco
diferenciados (TABELA 4). Poderiam, entdo, ser utilizados como medidas

independentes do progndstico.

Com relagio ao grau de diferencia¢do celular ou nuclear, os primeiros
trabalhos demonstrando sua importincia como fator progndstico foram os de BLOOM

(1950); BLACK, SPEER, OPLER (1965). Em nosso estudo encontramos diferenga
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significante nas sobrevidas (FIGURAS 6 ¢ 7). Este achado permitiv-nos dizer que ©
grau nuclear poderd ser utilizado para definir o grupo de pacientes com maior risco de
recidivas. Por outro lado, ndo encontramos rela¢o entre o grau nuclear e os diferentes
graus da ciclina/PCNA, havendo uma distribuicdo homogénea em todos os subgrupos
de diferenciacdo citolégica (TABELA 3J).

Assim, o grau nuclear ¢ a ciclina/PCNA avaliam independentemente o
progndstico, e os tumores pouco diferenciados citologicamente ndo sdo necessariamente

grandes produtores da ciclina/PCNA.

Com relaciio ao receptor de estrdgeno, € aceito como de relevincia
prognéstica (McGUIRE et al., 1977; MEYER et al., 1989; OSBORNE et al., 1980;
GODOLPHIN, ELWOOD, SPINELLI, 1981; PINOTTI et al., 1986; FISHER et al.,
1988; TEIXEIRA, 1990), o que confirmamos no presente estudo. A andlise das
FIGURAS 8 ¢ 9 mostra esta diferenca significante com methor sobrevida livre de

doenca e total para os casos de tumores com o Teceptor.

E possfvel deduzir que tumores receptores negativos sdo constitufdos por
células sem a capacidade diferenciada de produzir a proteina receptora, sendo mais

agressivos, conforme demonstraram RAYMOND & LEONG (1989).

Admitindo-se que tumores com altos graus de ciclina/PCNA 530 mais
proliferantes e diferenciados, seria de se esperar que eles nfo tivessem o receptor
nuclear para o estradiol. Observamos, porém, que fumores com altos graus de
ciclina/PCNA (TABELA 6) estio distribuidos homogeneamente entre ©0S €asos
receptores positivos e negativos (54,55% e 45,55% respectivamente), sugerindo que ©

receptor de estrégeno € um fator independente da ciclina/PCNA.
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Todas essas correlacdes levam 2 conclusio de que a ciclina/PCNA € um
novo e independente marcador da agressividade tumoral. Sua dosagem ¢ associacdo
com os outros cldssicos fatores pode melbor definir o progndstico ¢ orientar a
terapéutica sistémica. A aplicagfio desta conclusdo foi observada quando estudamos a

relagdo entre a presenca da ciclina e a evolugdo clinica dos casos T2NO e T2N1.

Ao considerarmos os diferentes graus da ciclina, conforme mostram as
FIGURAS 10 e 11, encontramos uma diferenca significativa nas sobrevidas quando
comparado o grupo de muiheres com ciclina/PCNA grau I ¢ grau I e IV, isto €,
tumores menos ou mais proliferantes. Logo, 75% das mutheres que tinham carcinomas
com ciclina/PCNA grau I permaneceram sem doenga apds dez anos do tratamento
primdrio, enquanto menos de 40% daquelas com ciclina/PCNA 1IIl e IV ndo tiveram
recidiva apés o mesmo periodo de seguimento, havendo realmente uma diferenca

considerdvel nestes nimeros.

F evidente que o nimero de pacientes da nossa amostragem ndo permite
fazermos afirmacdes definitivas. Permitimo-nos, todavia, concluir que existe diferenca
entre as sobrevidas quando comparados os tumores com baixas e altas taxas da proteina

de proliferacao.

Outro aspecto ainda ndo totalmente definido na literatura ¢ a forma mais
adequada de se quantificar a ciclina no tecido fumoral. Agrupamos os {umores em graus
por julgarmos ser esta a maneira mais objetiva ¢ pritica, facilitando a leitura da 1imina.
Pela anslise das tabelas e figuras anteriores, notamos que OS {UMOIES podem ser
rennidos em dois grupos: tumores com baixa € tumores com alta expressao da proteina,
que sdo aqueles onde mais de 50% das c€lulas contém a ciclina/PCNA. As FIGURAS

12 e 13 mostram as sobrevidas quando considerados estes dois niveis da proteina.
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Novamente ndo observamos diferenca entre as sobrevidas, mas foi clara
uma tendéncia A significincia, principalmente se consideradas as sobrevidas tardias.

Assim, a divisio em dois grandes grupos tem grande relevo na avaliacdo prognostica.

Esse mesmo resultado também foi encontrado quando analisamos os
grupos de pouca expressio para a ciclina/PCNA com aqueles com quantidades maiores
que 25% (FIGURAS 14 e 15). A diferenca ndo foi estatisticamente significante,
entretanto a andlise das sobrevidas aos 120 meses indicon novamente diferentes

gvolugdes nestes grupos de pacientes.

O presente estudo demonstra que as portadoras de tumores com pequena
quantidade da ciclina/PCNA no micleo das celulas tém uma melhor sobrevida livre de
doenga e total. Esta diferenca entre as sobrevidas € mais evidente em pacientes com
tumores com menos de 25% de expressdo da ciclina/PCNA do que naqueles onde a

proteina estd presente difusamente.

Quando esses fatores foram combinados, obtivemos uma melhor medida
do progndstico da doenga. A TABELA 7 mostra esta andlise. Pudemos observar que o
'receptor de estrégeno foi isoladamente o fator que melhor definiu o progndstico,

conclusdo que haviamos chegado em trabalhos anteriores (TEIXEIRA, 1990).

Fazendo um escalonamento da importincia desses fatores, verificamos
que o receptor de estrgeno, grau nuclear, ciclina/PCNA, axila ¢ grau histolégico sdo,
pela ordem decrescente, oS melhores medidores do progndstico. Teriam, assim
considerando, pior progndstico: as pacientes com grau histoldgico ITI, axila positiva,

ciclina/PCNA grau III ¢ grau IV, grau nuclear 1 e sem receptor de estrdgeno.
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Acreditamos que a grande contribuicio deste trabatho refere-se 2

abordagem terapéutica adjuvante para os casos onde ndo hd metdstase axilar.

Hé muito tempo a axila ¢ considerada o melhor indicador do
prognéstico, tanto clinico comeo patoldgico (FISHER et al., 1981). Porém, somente
apds os resultados definitivos e favordveis da quimioterapia adjuvante (HENDERSON
& SHAPIRO, 1991), passou a ser a questdo primdria na decisdo da terapéutica

complementar a cirurgia.

As pacientes com envolvimento axilar deveriam ser tratadas com
quimioterapia ou hormonoterapia € aquelas sem metdstases para os linfonodos axilar
receberiam apenas o tratamento loco-regional. Esta € a conduta adotada na maioria dos
Servicos e Centros especializados em cdncer mamdrio, mas a partic de 1981 iniciaram-
se as temtativas para tratar as mulberes sem metdstases, com 0 objetivo de reduzir as
taxas de recidiva neste grupo de pacientes. Estes estudos foram desenvolvidos pelo
Ludwig Breast Cancer Study Group (LUDWIG BREAST CANCER STUDY GROUP,
1989), pelo Eastern Cooperative Oncology Group (MANSOUR et al., 1989) ¢ pelo
NSABP (FISHER et al., 1989a; FISHER et al., 1989b).

Em nosso Servico passamos a empregar este método terapéutico em 1984
(TEIXEIRA et al., 1991), com resultados bastante animadores. O percentual de
pacientes beneficiadas com este {ratamento toxico, contudo, ndo justificava a sua
utilizaciio em todos os casos. O grande desafio passou a ser selecionar as pacientes com
doen¢a limitada 2 mama ¢ que poderiam ser beneficiadas com a quimioterapia

adjuvante.
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E certo que essa busca passou por uma etapa inicial - a avaliagio
metanalitica dos resultados da literatura. O que acontecia com as pacientes que ndo
tinham metdstases na axila ¢ que foram tratadas apenas com a cirurgia complementada,
ou ndo, pela radioterapia? A surpresa foi que, dependendo do estddio, 15% a 25%
destas mulheres, apés dez anos do tratamento primdrio, estavam mortas em
conseqiiéncia da doenca (CARTER et al., 1989). O argumento de que este nimero ndo
era estatisticamente significante contra-indicava a quimioterapia ¢ a hormonoterapia ¢

este grupo de mulheres que morria em decorréncia desta omissdo.

Em 1990 os estudos concentraram-se exatamente no grupo de pacientes
que nfo tinha metdstase para axila. Era consenso, na época (NORTON, 1991), que as
mulheres com tumores estidio I, TINO, teriam melhor progndstico, embora a recidiva
ocorresse em cerca de 15% delas apds dez anos do tratamento primdrio (CARTER et
al., 1989). J4 as pacientes com tumores estddio I, T2NO, tinham um maior risco para
as recidivas, pois o tamanho do tumor estava diretamente correlacionado com o

envolvimento da axila (FISHER et al., 1969).

Fra necessdrio, portanto, serem estabelecidos os critérios de selegdo para
a indicagdo do tratamento complementar adjuvante, a fim de ser obtida a cura ou a

reducdo substancial das recidivas.

Neste nosso estudo inclufios somente as pacientes com tumores estddio
11, T2NO ¢ T2N1 mais freqiicntes ¢ com um maior risco de recidiva, permitindo, pois,

uma melbor avaliacio num menor intervalo de tempo.

Levando-se em conta a axila ¢ o grau da ciclina, observamos, nas

FIGURAS 16 a 21, uma diferenca significante quando comparadas as pacientes sem
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metdstases na axila, cicling/PCNA grau 1 versus ciclina/PCNA grau II, HH e IV. O
aimero de pacientes estndado foi pequeno, o que prejudicou afirmacdes definitivas a
partir destes dados, mas hd uma evidente diferenca tanto na sobrevida livre da doenca
quanto na total.

As melhores sobrevidas sdo observadas no grupo de pacientes com axila
negativa e com pouca expressdio da ciclina/PCNA. Esta medida poders selecionar as
mulheres com pior evolugdo e que deverdo ser tratadas. Assim, o estudo deste
marcador da proliferagdo celular nos casos de axila negativa serd primordial e
certamente contribuird para o esclarecimento da questdio sobre a necessidade do
tratamento adjuvante. Acreditamos até que esta avaliagio serd um novo marco na
escolha da terapéutica, dado que o receptor de estrégeno, também significante no nosso
estudo, estd sujeito a criticas, em especial quanto ao método da dosagem ¢ sua utilidade
nas mulheres pré-menopausadas (McGUIRE, 1991). |

O tratamento adjuvante para as pacientes com axila negativa nfo deve ser
considerado uma abordagem experimental, conforme podemos deduzir da andlise das
FIGURAS 22 a 27, onde ndo se observaram diferencas nas sobrevidas das pacientes

que tinham metdstases na axila.

As pacientes com axila positiva ¢ com ciclina/PCNA grau 11 e grau IV,
por conseguinte de pior progndstico, t8m evolu¢do semelhante a4 das mulheres com
axila positiva e ciclina/PCNA grau I. Este resultado decorre, sem diivida, da eficdcia
da interferéncia médica, pois, como jd comentamos, estas pacientes foram tratadas com

quimioterapia.
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A andlise das figuras mostra a importincia da integra¢ioc médica na
mudanga do progndstico das mulheres com carcinoma mamdrio e com axila positiva.
Conseqiientemente, se a intervencio médica mudou para methor o progndstico destes
casos, seguramente mudard para melhor o progndstico das pacientes sem metdstases ¢

que tenham maior risco para as recidivas.

A ciclina/PCNA ¢ uma medida importante desse risco, podendo ser
utilizada como guia da terapéutica complementar (ROBBINS et al., 1987). Os estudos
nos carcinomas da mama e em outros tumores sélidos sdo poucos (MOTTOLESE et
al., 1991; del GIGLIO et al., 1992; SHIN et al., 1992; BLEIBERG, MORRET,
GALAND, 1993), mas € evidente, conforme demonstramos, que esta protefna, pela
facilidade de utilizacdo ¢ pela possibilidade de avaliacio em cortes parafinados,

contribuird para melhor definir os critérios de risco ¢ de indicagdo terapéutica.

Certamente as pacientes que tém metdstases na axila ou tumor maior que
Sem ndo serdo beneficiadas com esta quantificagio, uma vez que seu prognostico jd estd
definido (FISHER et al., 1975). As grandes beneficiadas serdio as mulheres com
pequenos tumores e, quicd, aquelas portadoras de carcinoma "in situ”. Se a
ciclina/PCNA estiver presente no nicleo em mais de 50% das células, estes tumores

serdo potencialmente mais agressivos e de maior risco para a recidiva.

Todas essas consideracfes permitem-nos afirmar que a ciclina/PCNA €
um novo fator de medida progndstica do carcinoma da mama ¢, quando utilizado em
combinacio com os fatores j& conhecidos, define a maneira mais racional para tratar e

acompanhar as pacientes portadoras desta doenca.
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CONCLUSOES



6. CONCLUSOERES

6.1. O método da avaliacdo da cichna/PCNA pela técnica da

imunoperoxidase € simples € pouco oneroso;

6.2. A presenga da ciclina/PCNA no carcinoma mamdrio pode ser

graduada de acordo com a distribui¢do do pigmento nos nicleos das células;

6.3. Nio houve relacdo direta entre os diferentes graus da ciclina/PCNA

¢ o comprometimento axilar, grau histoldgico, grau nuclear ¢ receptor de estrégeno;

6.4. Os tumores com baixa expressio da ciclina/PCNA t¢m um

melhor progndstico;

6.5. Uma baixa expressdo da ciclina/PCNA associada a uma axila

negativa, grau nuclear 2 ¢ 3 ¢ receptor de estrégeno positivo caracterizam as pacientes

com doenc¢as de bom progndstico;
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6.6. Uma alta expressdo da ciclina/PCNA em tumores sem metdstase

axilar define o grupo de maior risco para recidivas.
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