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Resumo

O objetivo deste estudo foi analisar o potencial evolutivo do carcinoma
ductal in situ da mama para carcinoma invasivo em funcdo da expressao das
proteinas dos genes Bcl-2, C-erbB-2 e P53, da presenca de receptores de
estrogeno, de caracteristicas morfolégicas e do estado de menopausa. Para tanto
realizou-se estudo do tipo descritivo analitico com 109 mulheres, baseando-se em
erro tipo | de 0,05 e de tipo Il de 0,20. Formaram-se dois grupos de mulheres
selecionadas consecutivamente, um com 53 carcinomas ductais in situ e outro com
56 carcinomas invasivos estadio |. Para avaliar as associacoes entre as expressoes
das proteinas e dessas com os receptores de estrégeno, grau nuclear, grau de
diferenciagao, tipo comedocarcinoma e estado de menopausa utilizou-se o odds
ratio. No grupo de carcinoma ductal in situ houve associacdo da expressao da
proteina bcl-2 com positividade para receptores de estrogeno, graus nucleares 1 e
2 e tipos nao-comedocarcinomas. Nesse mesmo grupo observou-se associacao
entre a expressao da proteina c-erbB-2 com negatividade para receptores de
estrégeno, grau nuclear 3 e tipo comedocarcinoma. No grupo de carcinoma invasivo

a expressao da proteina bcl-2 associou-se com receptores de estrégeno positivo,
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graus nucleares 1 e 2 e graus de diferenciacéo | e Il. Nesse grupo a expressao
da c-erbB-2 associou-se a RE negativo, ao grau nuclear 3 e ao grau de
diferenciacao Ill. Somente houve associagao entre a expressao da proteina p53
e grau nuclear 3 e grau de diferenciacdo lll no grupo de carcinoma invasivo.
Além disso, 38 dos carcinomas invasivos possuiam componente in situ associado.
O componente in situ desses casos foi mais bcl-2 positivo e dos tipos nao-
comedocarcinomas do que os carcinomas ductais in situ puros. O componente
invasivo foi mais c-erbB-2 positivo do que 0s carcinomas invasivos puros.
Observou-se, ainda, concordancia quase perfeita ou perfeita entre a expressao das
proteinas bcl-2, c-erbB-2 e p53, dos receptores de estrogeno e do grau nuclear nos
dois componentes do mesmo tumor. Esses resultados indicam que os carcinomas
ductais in situ com maior potencial para invasao seriam os receptores de estrégeno

e bcl-2 positivos e do tipo ndo-comedocarcinoma.
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Summary

The aim of this study was to evaluate the progression on invasiveness
from breast ductal carcinoma in situ (DCIS) to invasive carcinoma based on the
expression of some cell biological factors [bcl-2, c-erbB-2 and p53 proteins, estrogen
receptors (RE)], histopathological features (nuclear grade, histological grade and
comedocarcinoma type) and menopausal status. Association within cell biological
factors, between cell biological factors and histophatological parameters and
menopausal status were done using odds ratio and logistic regression. We
investigated two groups of women; the first with 53 DCIS and the second with 56
invasive carcinomas stage | (< 2,0 centimeters). The group of DCIS showed
associations between overexpression of bcl-2 and ER positivity, nuclear grade 1
and 2 and non-comedocarcinoma. In this group there were associations between
expression of c-erbB-2 and ER negativity, nuclear grade 3 and comedocarcinoma.
The group of invasive carcinoma showed that the expression of bcl-2 was
positively associated with ER positive, nuclear grade 1 and 2 and with histological
grade | and Il. This group also showed associations between overexpression of

c-erbB-2 and ER negativity, nuclear grade 3 and histological grade Ill. The
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expression of p53 was only associated with nuclear grade 3 and histological grade
[Il in the invasive carcinoma group. In the invasive carcinoma group there were
38 cases that contained both elements, in situ and invasive ones. Expression of
bcl-2 protein and non-comedocarcinoma were more frequently seen in the in situ
element than in the pure DCIS. Expression of c-erbB-2 was more frequent in the
invasive element than in pure invasive carcinoma. There was high concordance in
the expressions of bcl-2, c-erbB-2, p53 proteins, RE and nuclear grade between in
situ and invasive elements of the same tumor. Our results suggested that a group of
DCIS patients with a high probability of progression to invasiveness are those whose

tumors overexpress bcl-2 and ER positive, with non-comedocarcinoma types.
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1. Introducao

O cancer de mama é a segunda neoplasia maligna mais freqliente entre
as mulheres brasileiras e a que provoca mais ébitos. Estimativas para o ano de
2003, no Brasil, sdo de cerca de quarenta e um mil casos novos e de nove mil e

cem Obitos pela doenca (BRASIL, 2003).

Neste pais existe ainda predominio de casos de cancer mamario
diagnosticados em estadios mais avancados, porém com a maior oferta de
mamografias e com a sua introdugdo como meétodo de rastreamento tem ocorrido
aumento no diagnéstico de casos iniciais. Grande parte dos carcinomas in situ
da mama ndo era diagnosticada, no passado, pela falta de um teste com
capacidade de descobri-los precocemente. Com o advento da mamografia, um
porcentual maior de casos de carcinoma ductal in situ (CDIS) tem sido descoberto

na forma assintomatica, apenas com altera¢des no exame radiolégico.

Cerca de 20% dos casos de cancer mamario em paises desenvolvidos, que

tém programas de rastreamento populacional, sdo in situ e, na préxima década,
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poderdo ocorrer em até 1/3 do total (CADY et al., 1996; ENG-HEN et al., 1998;

SCHWARTZ, 2000).

Os casos de CDIS, no passado, eram pouco diagnosticados e quase que
somente na sua forma sintomatica, manifestando-se como um nédulo mamario,
descarga papilar ou doenca de Paget do mamilo (HUGHES et al., 1996). Esses
casos eram, provavelmente, aqueles que tinham se desenvolvido por um longo tempo
como tumores nao invasivos de baixa agressividade, tornando-se sintomaticos

apds um certo tempo.

Os carcinomas nao-invasivos, ou in situ, séo a forma de neoplasia maligna
mais precoce, cujo tratamento adequado resulta em excelente sobrevida global
e livre de doenga. Na mama sao, geralmente, carcinomas que podem surgir de
duas formas diversas, segundo suas caracteristicas histologicas: ductal e lobular.
O carcinoma lobular in situ é diagnosticado acidentalmente, ja que ndo possui
uma forma de apresentacgao clinica caracteristica, e é considerado marcador de

risco para cancer invasivo, nao necessitando de terapéutica especifica.

O CDIS pode ser classificado em comedocarcinoma e nao-comedocarcinoma
(cribiforme, micropapilifero, sélido e intracistico), de acordo com a sua morfologia na
avaliagéo histolégica. O comedocarcinoma tem caracteristicas anatomoclinicas
proprias, diferindo dos demais CDIS, geralmente apresentando-se com maior
extensédo e com porcentual de recidiva local mais elevado. Os ndo-comedocarcinomas
em geral ttm menor dimensao e recidivam com menos freqiéncia (CARVALHO,

1995; PAGE e LAGIOS, 1995; SOUZA e ALVARENGA, 2002).
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A histdria natural do carcinoma da mama ainda € pouco conhecida, diferente
de outras neoplasias, especialmente no que se refere a progressédo da doenca
in situ para a invasiva. Assim, seria possivel distinguir trés formas distintas de
apresentacdo dos carcinomas mamarios: os CDIS puros, 0s carcinomas invasivos
associados ao CDIS e os invasivos puros. O diferente comportamento biolégico
do carcinoma da mama ocorre, muito provavelmente, devido a diferentes alteracées

genéticas existentes nos clones das células neoplasicas (GUPTA et al., 1997).

Apenas uma parte dos casos de CDIS evolui para carcinoma invasivo, outros
talvez se estabilizem nessa forma ou regridam. PAGE et al. (1982), e EUSEBI et al.
(1994), mostraram que 20% a 28% do total de casos de CDIS submetidos somente
a bidpsia cirdrgica, sem nenhum tipo de tratamento complementar, recidivam
como carcinoma invasivo apés 17 anos. LAGIOS et al. (1989), encontraram taxa de
recidiva local de 19%, ap0s ressecc¢ao cirurgica com margens negativas, para o
CDIS do tipo comedocarcinoma, e também que o grau nuclear parece estar
associado com a freqiéncia da recidiva local. O risco relativo para um carcinoma
invasor apés um CDIS é de 4,5 (IC 95%= 3,7-5,5) (WARNBERG et al., 2000).
Deve-se compreender que o CDIS é uma entidade complexa representada por
um grupo heterogéneo de lesdes, com diversos potenciais de malignidade

(PAGE e JAPAZE, 1994; SKINER e SILVERSTEIN, 2001).

Em teoria, o processo de transformacao neoplasica inicia-se a partir do
epitélio glandular normal que se transforma em hiperplasico. Parte ou todo o epitélio
hiperplasico pode evoluir para carcinoma in situ e parte pode permanecer como

tal ou até regredir. Se evoluir para carcinoma in situ, € possivel que assim

Introdugao 17



permaneca ou que em algum local desse epitélio haja invasao. Para que um
epitélio que ja possui varias caracteristicas citomorfolégicas de neoplasia maligna
adquira a competéncia para transpor a membrana basal, provavelmente passara

por modificagdes genéticas estruturais e funcionais.

A populacao celular de determinado tecido, normal ou neoplasico, depende
do balanco dindmico entre a proliferacao e a apoptose. O processo de proliferacao
celular depende da replicacdo do DNA e da divisdo da célula. O ciclo celular é
composto pelas seguintes fases: G1 (gap 1 ou primeiro intervalo), S (sintese), G2
(gap 2 ou segundo intervalo) e M (mitose). Na fase G1, que dura cerca de oito
horas, ocorre acumulo de substratos no citoplasma, necessarios para a sintese
de DNA. Durante essa fase, as células podem progredir no ciclo celular ou entrar
em estado de repouso (G0), que pode acontecer na privacao de fatores de
crescimento. Na fase S ocorre a replicacdo do DNA, em intervalo de oito horas.
Na fase G2, com cerca de quatro horas, ha armazenamento de substratos
necessarios para a mitose. Na mitose da-se a condensagdo dos cromossomos
que se distribuem de forma a garantir a separacdo das cromatides irmas, duplicadas

durante a fase S, igualmente entre as células filhas (REHEN, 2001).

O ciclo celular pode ser desencadeado quando fatores de crescimento
ligam-se a receptores da membrana, que sao produzidos por protooncogenes,
que controlam a proliferagéao celular. Entre os receptores de fatores de crescimento,
a familia epidermal growth factor (EGF) tem grande destaque, da qual faz parte
o receptor codificado pelo protooncogene ERB-B2. A progressao do ciclo celular é

regulada pela expressao coordenada e pela interagéo entre as ciclinas (proteinas
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ativadoras) e as quinases dependentes da ciclina (CDK), que sao proteinas
reguladoras. Apéds a ligacao do fator de crescimento ao receptor de membrana,
acontece a ativagcéo da tirosina-quinase citoplasmatica, com fosforilagdo em cascata
até o seu objetivo final, que € a ativagdo de fatores nucleares que controlam a

transcricdo do DNA e a divisao celular (COMOGLIO e BOCACCIO, 1997).

No decorrer do ciclo celular podem haver paradas em todas as fases, o0s
chamados pontos de verificagdo ou de checagem. Nos pontos de verificagédo o ciclo
pode ser atrasado ou interrompido, até que se estabele¢cam as condi¢cdes necessarias
para a progressao. A interrupcao do ciclo celular pode ocorrer devido a falta de sinais
apropriados para a sua progressao, como mudangas no ambiente celular (diminuicao
dos nutrientes, sinalizagcao por mitbgenos, contato célula-célula) ou sinais intrinsecos
(dano ao DNA). Uma das proteinas mais importantes nesse processo € a produzida
pelo gene P53, que aumenta seus niveis intracelulares quando ocorrem lesdes
no DNA, provocando a interrupcéo do ciclo em G1, com tempo extra para o seu

reparo (KERR et al., 1994; SODDU e SACCHI, 1997; REHEN, 2001).

Outro processo importante no controle da populagcao celular, que possui
papel oposto ao da mitose, é a apoptose, que € a morte celular programada. Esta
pode ser induzida por diversos fatores como radiacao, drogas, agentes oxidantes,
virus, hipdxia, choque térmico e outros. A apoptose resulta de inUmeros eventos que
desencadeiam alteracdes celulares estruturais. Entre 0s mecanismos de apoptose,
aquele mediado pelos genes da familia BCL-2 é fundamental, principalmente os
genes Bcl-2 e Bax. Esses sao regulados por citoquinas e por outras substancias que

participam dos mecanismos de sobrevida e de morte celular, como a proteina
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p53, que induz a apoptose modulando esses genes, diminuindo a expressao do
Bcl-2 e induzindo a expressao do Bax. A proporcao entre as proteinas dos genes
Bcl-2 e Bax dita a sensibilidade ou resisténcia das células a diversos estimulos
apoptoticos. Os genes da familia BCL-2 controlam a liberacdo de fatores pro-
apoptodticos pelas mitocdndrias, como o citocromo-c. Esse age ativando a apaf-1,
um cofator protéico, e formando complexos com as pré-caspases, com ativacao das
caspases, em especial da via caspase-9. As caspases fazem parte de um grupo de
proteases homologas que participam na execucao da apoptose, provocando
fragmentacao e alteracdo na estrutura de certas proteinas-alvo. Esse processo
origina mudancgas nas funcdes dessas proteinas, podendo causar, entre outras,

fragmentacéo do DNA e ruptura do nucleo (REED, 1998; HENGARTNER, 2000).

Quanto ao aspecto morfoldgico, o processo de morte celular programada
segue 0s seguintes passos: contracao da célula e perda do contato com células
vizinhas, concentracdo da cromatina, ruptura do nucleo, alteracdo na membrana
plasmatica, formacao do corpo apoptético e fagocitose por macréfagos ou por outras
células vizinhas. Quanto ao aspecto bioquimico, o principal evento na apoptose € a
ruptura do DNA em multiplos fragmentos, com cerca de 180 copias de bases
(SCHWARTZMAN e CIDLOWSKI, 1993; FRATI e MODESTI, 1997; KRAJEWSKI et

al., 1997; MELLO et al., 2001).

O crescimento neoplésico, ou ilimitado, deve-se a dois eventos bioldgicos
anormais: a célula transformada independe de fatores mitogénicos para proliferar e
também nao responde a sinais inibidores da proliferacdo. Nessas condicdes o

ciclo celular esta acelerado e o nucleo divide-se antes que o citoplasma esteja
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adequadamente constituido, deixando uma quantidade inadequada de citoplasma
para as células filhas, provocando o aumento da relacdo nucleo-citoplasma

(DEMAY, 1996).

As células tumorais adquirem mutacdes em dois tipos de genes: 0os oncogenes
e genes oncossupressores. Os primeiros codificam proteinas que regulam o
crescimento celular e, os outros, proteinas que geram sinais antiproliferativos.
No processo de transformagéo neoplasica podem ocorrer ativacao de oncogenes e
inativacdo de genes oncossupressores. Os protooncogenes Sao genes expressos
em células normais que codificam moléculas participantes do processo de
diferenciacao, além de receptores para essas moléculas e fatores de transcrigao.
Eles podem transformar-se em oncogenes por meio de varios mecanismos
genéticos, como: mutacdes que alteram a seqliéncia da proteina e a sua atividade
ou expressao, amplificacdo génica (aumento no numero de cdpias do oncogene),
translocagdes cromossodmicas (SODDU e SACCHI, 1997). O oncogene é uma
sequéncia de DNA mutado e produz oncoproteinas que induzem a proliferacao
anormal das células dos tecidos. Os genes supressores de tumores codificam
determinadas proteinas que atuam de varias formas na proliferagdo e na
diferenciacao celular. Quando, por algum motivo, ocorrem mutacdes genéticas em
determinadas células, a expressao das proteinas codificadas a partir desses genes
podera estar alterada, podendo causar um desequilibrio nesses mecanismos,

originando uma situacéao ideal para o desenvolvimento de uma populagéo tumoral.

A analise molecular de varios tipos de tumores malignos, inclusive os de

mama, pode identificar certas alteracdes genéticas, como as mutacoes e as
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amplificacbes génicas, que interferem na sua funcéo reguladora, promovendo a
perpetuagéo de clones celulares (NAGAI, 1995). Os genes Bcl-2, HER-2 e P53

tém sido estudados e parecem ter participacdo significativa nesses processos.

A familia de genes BCL-2 (B-cell lymphoma/leukemia-2 gene) possui 16
homdélogos que produzem proteinas com diferentes funcbes que podem ser
divididas em grupos: bcl-2 e homdblogos (inibem a apoptose), bax (dependendo da
concentracao, podem inibir ou induzir a apoptose) e bim (induzem a apoptose).
Essas proteinas agem pelos seguintes mecanismos: modulacdo da qualidade e
da quantidade dos poros na membrana interna das mitocdndrias (controlando a
passagem de pequenas moléculas e algumas proteinas, como o citocromo-c),
dimerizacdo entre as proteinas dos genes da familia e interacdo com outras
proteinas da mitocondria, regulacao direta das caspases (ADAMS e CORY, 1998;
HENGARTNER, 2000). A dimerizacao é importante processo na regulacédo da
funcao apoptética, em especial no balango entre as concentracdes das proteinas
bcl-2 e bax. Quando ocorre excesso de homodimeros bax-bax predomina a apoptose,
mas quando ha formacao de heterodimeros bcl-2—bax e a sua concentracao é

alta, a apoptose ¢€ inibida (CORY et al., 1999; VAKKALA et al., 1999).

O Bcl-2, inicialmente descrito no linfoma folicular de células B, € um
protooncogene que foi isolado no ponto de ruptura na translocacédo entre os
cromossomos 14 e 18. Esse gene codifica duas proteinas: a bcl-2 a e a bcl-2 .
As proteinas tém distribuicdo difusa no interior da célula, particularmente no
reticulo endoplasmatico e nas membranas do nucleo e mitocondrias (COMOGLIO

e BOCACCIO, 1997). A sua expressao parece ser controlada pelo estrégeno e

Introdugdo 22



sua fungéo principal € inibir a apoptose, favorecendo a diferenciagéo e sobrevivéncia
celular, além de também participar do controle da taxa de proliferagédo celular (VAN

SLOOTEN et al., 1998).

A expressao da proteina bcl-2 ocorre tanto em células normais e lesbes
proliferativas benignas (especialmente no epitélio de tecidos glandulares hormonio
dependentes como o da mama e o da préstata), quanto em células de varios
tumores malignos (mama, pulmao, etc). A sua expressao, nos tumores invasivos
da mama, associa-se a fatores de bom progndstico, como baixo grau histologico e
positividade para receptores de estrogeno (RE) (BINDER et al., 1995; SIZIOPIKOU

et al., 1996; GANDHI et al., 1998; QUINN et al., 1998).

A proteina bcl-2 é capaz de inibir os estimulos apoptéticos devido a radiacao,
hipertermia, glicocorticdides ou fatores de crescimento. E descrito, ainda, um papel
no blogueio do processo apoptético de células tumorais expostas a certos
quimioterapicos, podendo ser considerado um gene de resisténcia tumoral a drogas.
A expressao do gene Bcl-2 em tumores invasivos pode relacionar-se a resposta

a hormonioterapia ou a quimioterapia (ELLIS et al., 1998; FURTH et al., 1999).

O protooncogene human epidermal growth factor receptor 2 (HER-2/neu)
esta presente no cromossomo 17q12 e codifica uma glicoproteina receptora de
membrana, a p185, chamada de proteina ou receptor do HER-2 ou c-erbB-2.
Ele faz parte de uma familia de genes, juntamente com HER-1, HER-3 e HER-4,
que produzem receptores de membrana, o que nos HER-2/neu tem papel-chave
na proliferacéo, adesao, diferenciacdo e mobilidade celular (ALLRED, 1998; HAYES

e THOR, 2002). As proteinas produzidas pelos membros dessa familia tém, em
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comum, uma estrutura composta de: receptor de ligagéo extracelular, seguimento
lipofilico transmembranar e area intracelular com atividade tirosina-quinase. A
proteina do gene HER-2 necessita de um ligante para ser ativada, mas nao possui
um ligante especifico; por isso, utiliza aqueles dos outros membros da familia
(HER-1, HER-3 ou HER-4). A formagao do complexo para ativagéo da proteina
c-erbB-2 ocorre pela sua unido com um fator de crescimento, por meio de um
ligante, quando é desencadeada a sua funcao tirosina-quinase e a autofosforilacao
da tirosina. Isso desencadeia uma série de eventos em cascata, resultado da
transmissao de sinais através da membrana celular e do citoplasma até o nucleo,

onde ocorre ativacao génica e estimulacao da mitose (YARDEN, 2001).

A célula epitelial normal possui duas cépias do gene HER-2 e expressa
baixos niveis da sua proteina na membrana citoplasmatica, o que equivale a
algumas dezenas de milhares de receptores por célula (DOWSETT et al., 2000). A
expressao desse protogene é regulada por fatores de crescimento e a sua
transformacao até oncogene ocorre geralmente por amplificacdo génica (ocorréncia
de 10 copias ou mais do gene por célula), o que origina a superexpressao de sua
proteina. Essa proteina, quando superexpressa, tem niveis 10 a 100 vezes maiores
do que no epitélio mamario normal, porém com a mesma estrutura (BACCHI,

2001; YARDEN, 2001).

O HER-2 esta amplificado em vérios adenocarcinomas humanos como
mama, ovario, rim, pulmao, estdmago e glandula salivar. Esse gene desempenha
papel importante ja na fase inicial do processo neoplasico no cancer mamario.

A sua amplificacao € maior no CDIS, podendo chegar a 60% a 70%, do que nos
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carcinomas invasivos, entre 10% e 40% (REVILLION et al., 1998; BACCHI, 2001).
Pode ser que o gene HER-2 contribua para o desenvolvimento da fase in situ da

doenca, diminuindo a sua agao quando ocorre a invasdo (HOQUE et al., 2002).

Geralmente os carcinomas com expressao positiva para a proteina c-erbB-2
tém alto grau histolégico e nuclear, aneuploidia, alta taxa de proliferacao, baixa
expressao para a proteina bcl-2 e para os receptores de estrogeno (POLLER et
al., 1993; REVILLION et al., 1998). O aumento na expressdo dessa proteina
relaciona-se a maior agressividade dos carcinomas, tanto nos casos iniciais
quanto nos mais avancados, podendo ser um indicador de prognéstico para
recidiva da doenca e para sobrevida global (QUERZOLI et al., 1998; TSUDA et al.,
1998). Mulheres com tumores positivos para receptores de estrégeno e elevada
expressao do c-erbB-2 apresentam maior resisténcia ao tamoxifeno do que aquelas
com c-erbB-2 pouco expresso (DAHIYA e DENG, 1998). Dependendo da sua
concentracao, a proteina c-erbB-2 pode provocar resisténcia a quimioterapia,

em especial quando sdo usados agentes alquilantes (MERIC et al., 2002).

O gene P53 localiza-se no cromossomo 17p e produz uma fosfoproteina
nuclear de 53 kDa com vida média de 20 a 30 minutos. A sua forma selvagem é
ativada nas células normais quando ocorre dano ao DNA. Sua ativagdo pode
provocar parada do ciclo celular na fase G1 ou na G2, permitindo a atuagéo dos
mecanismos de reparagdao dos danos causados ao DNA (como os provocados
por agentes citotdxicos ou por estresse oxidativo) ou a ativagdo da apoptose

(SCHMITT, 1999). Se em uma célula, apds sofrer dano em seu DNA, nao
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atuarem esses mecanismos que levam a sua reparagao, esse dano acumulado

podera gerar células filhas com alteracdes genéticas permanentes.

Esse gene pode sofrer varios tipos de mutacdes diferentes, que participam
do processo de instabilidade no genoma celular, necessaria para o acumulo de
mutacdes de outros genes durante a progressao neoplasica. A proteina produzida
pelo gene P53 mutado, ou proteina p53 “mutada”, pode ser menos ativa ou
inativa, se comparada com a sua forma selvagem. A proteina p53 mutada pode
ser mais estavel e ter vida média mais prolongada, permanecendo no nucleo da
célula, e por isso pode ser mais facilimente detectada. Quando isso acontece, ela
pode perder a sua fungcao de supressao tumoral, provocando aumento do numero
de mutagdes celulares, com consequente perpetuacéo de clones celulares anormais
(MOLL et al., 1995; DONE et al., 1998). A auséncia da amplificacdo da proteina p53
mutada nas lesbes mamarias benignas € o aumento nas lesbes in situ e nas
invasivas exemplificam o papel que essa proteina tem nos eventos neoplasicos
precoces, possivelmente auxiliando na identificacao de CDIS com maior chance

de invasdo (RAJAN et al., 1997).

As mutagdes do gene P53 estdo associadas a prognostico desfavoravel
em varias neoplasias humanas, como carcinomas do pulméao, da mama, do célon
e do reto, préstata, estbmago, e de varios tumores cerebrais e hematoldgicos. No
carcinoma invasor da mama pode ser considerado um fator de mau prognostico para
sobrevida livre de doenca e global, especialmente em casos com axila negativa
(GASPARINI et al., 1998). A expressao elevada da proteina p53 mutada relaciona-

se a tumores com negatividade para RE (ISOLA et al., 1992; PILLAI et al.,
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1998). Essa proteina parece, ainda, estar relacionada a resisténcia a radioterapia

(HALDAR et al., 1994; SILES et al., 1996 ).

O estrégeno, assim como outros hormoénios, participa do processo
carcinogénico na fase de promocao, quando ocorre expansao de clones celulares
mutados. Esse horménio estimula a producdo de varios fatores de crescimento,
como o fator de crescimento epidermal (EGF), o fator de crescimento transformante
alfa (TGF a), os fatores de crescimento insulina-simile (IGF | e Il ) e o fator de
crescimento fibroblastico (FGF). Os receptores de estrogeno (RE) sao proteinas
que fazem parte da familia de receptores esteréidicos. Existem mais do que dois
tipos de receptores de estrégeno, porém os principais sao o tipo o e o B, esse
ultimo descrito ha pouco tempo. O mais conhecido e estudado € o tipo a, que
predomina nas células do carcinoma mamario (ABREU e KOIFMAN, 2002). O
estrogeno atravessa a membrana das células-alvo por difusao passiva e liga-se
ao seu receptor no ndcleo celular, provocando a sua ativacao. O complexo
horménio-receptor, que tem maior afinidade com o DNA, passa a controlar a
velocidade de transcricao dos genes- alvo. Com essa interagdo ocorrem mudangas
na sintese do RNA mensageiro e de proteinas envolvidas na regulacdo da

diferenciacao e proliferagao celular (LIMA e GEBRIM, 1995).

O percentual de carcinomas positivos para RE varia entre 50% e 70%, tanto
nos casos invasivos como in situ (CHAUDHURI et al., 1993; KARAYIANNAKIS et
al.,1996). Dentro do mesmo tumor, parece existir grande correlacao entre o
comportamento dos receptores nos componentes invasivo € nao invasivo (BUR

et al., 1992). A sua ocorréncia nos carcinomas relaciona-se a tumores bem
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diferenciados. A positividade para RE confere melhor sobrevida livre de doenga
e global do que os tumores negativos; além disso, auxilia na indicagdo de
hormonioterapia adjuvante com antiestrégenos (BUR et al., 1992; POLLER et

al., 1993; YAGHAN et al., 1998).

Os graus histolégico e nuclear, avaliados pelo exame anatomopatolégico,
fornecem outros dados importantes sobre 0 comportamento do tumor. A avaliacao
do grau nuclear, importante na graduacdo do CDIS, baseia-se na analise
microcoscoépica de caracteristicas nucleares das células tumorais, como: morfismo,
tamanho, aspecto da cromatina e dos nucléolos, presenga de mitoses (SCHWARTZ
et al., 1997). Tumores de baixo grau nuclear, ou seja 1 e 2, parecem ser menos

agressivos do que aqueles com grau nuclear 3 (CARVALHO, 1995).

O método de graduacao histol6gica de BLOOM e RICHARDSON (1957),
modificado por ELSTON e ELLIS (1991), quantifica por meio de trés caracteristicas
morfoldgicas: o porcentual de formacao de arranjo tubular, o grau de pleomorfismo
nuclear e a contagem do numero de mitoses (FITZGIBBONS et al., 2000). Os
tumores bem diferenciados (graus | e Il) podem relacionar-se ao maior intervalo

livre de doenca e a melhor sobrevida, do que aqueles pouco diferenciados (grau lll).

Em resumo, nem todos casos de CDIS evoluem para invasivo e ainda se
desconhecem os fatores determinantes desta transformacédo. Sabe-se que a
carcinogénese € um processo de multiplos estagios, resultante de inumeras
modificacdes genéticas. O estudo das lesdes pré-invasivas e invasivas iniciais

talvez possa identificar modificacdes genéticas que ocorreriam muito precocemente
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durante a progressao de um carcinoma, e que poderiam estar associadas com

a capacidade de uma lesao intra-epitelial tornar-se invasiva.

Do ponto de vista clinico interessaria identificar biomarcadores que
permitissem diferenciar o CDIS em funcédo do potencial de tornar-se invasor.
Isso significa que estes marcadores poderiam ser usados como indicadores de

risco de uma lesdo intra-epitelial invadir o estroma.

Para tanto, optou-se por realizar o presente estudo para testar a expressao
das proteinas bcl-2, c-erbB-2, p53 e dos RE como biomarcadores. Foram escolhidas
essas proteinas o os receptores de estrégeno pelo conhecimento do papel distinto
de cada um no balanco dindmico entre a proliferacdo e apoptose celular. A
utilizacao da técnica de imunoistoquimica deveu-se ao fato de ser procedimento
ja bastante difundido e accessivel, o0 que é importante considerar quando se
procuram marcadores para uso na pratica clinica. Interessa ainda testar as
associacdes entre as expressoes dessas proteinas e dos RE, e também com

certas caracteristicas morfolégicas.

Este estudo procurou oferecer alguma contribuicdo para o conhecimento do
padrao de expressao das proteinas de genes e de receptores que estdo associados
a carcinogénese mamaria. Se alguma dessas proteinas tiver valor como fator
preditivo da evolucdo de uma leséo intra-epitelial da mama, podera ser adotada como
biomarcador e oferecer mais seguranca no planejamento terapéutico do carcinoma
ductal in situ. Na pratica, interessa agregar conhecimento que permita orientar a
escolha do tratamento para cada caso, como condutas cirdrgicas mais ou menos

conservadoras ou, ainda, terapéutica adjuvante.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Analisar o potencial do carcinoma ductal in situ em evoluir para carcinoma
invasivo por meio da expressao das proteinas bcl-2, c-erbB-2 e p53, de receptores
de estrogeno, das caracteristicas morfolégicas da neoplasia e do estado de

menopausa.

2.2. Objetivos especificos

1. Determinar as prevaléncias da expressao das proteinas bcl-2, c-erbB-2 e

p53 no CDIS e no carcinoma invasivo da mama até 2,0cm de didmetro.

2. \Verificar se ha associagao entre a expressao das proteinas bcl-2, c-erbB-2

e p53 com RE, grau nuclear e tipo comedocarcinoma no CDIS.

3. \Verificar se ha associacao entre a expressao das proteinas bcl-2, c-erbB-2
e p53 com RE, grau nuclear e grau de diferenciagcdo no carcinoma

invasivo da mama até 2,0 cm de didmetro.
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4. Verificar se ha associagédo entre a expresséo das proteinas bcl-2, c-erbB-2
e p53, dos RE, de caracteristicas morfologicas e do estado de menopausa

no CDIS, puro ou associado a carcinoma invasivo.

5. Verificar se ha associacao entre a expressao das proteinas bcl-2, c-erbB-2
e p53, dos RE, de caracteristicas morfologicas e do estado de menopausa

no carcinoma invasivo, puro ou associado a CDIS.

6. Analisar a concordancia da expressao das proteinas bcl-2, c-erbB-2,
p53, RE e grau nuclear entre o CDIS e o carcinoma invasivo, quando

presentes na mesma mama.
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3. Sujeitos e Metodos

3.1. Desenho do estudo

O estudo foi do tipo descritivo analitico, com andlise da expressao das
proteinas bcl-2, c-erbB-2 e p53 no carcinoma ductal in situ (estadio 0) ou invasivo
até 2,0cm de diametro com axila negativa (estadio I), além do estudo de receptores

de estrogeno, de fatores morfolégicos e clinicos.

3.2. Tamanho amostral

Baseando-se em um erro tipo | de 0,05 e erro tipo Il de 0,20, foram
utilizados os resultados obtidos neste mesmo estudo para avaliacdo da expressao
da proteina do gene C-erbB-2, na propor¢ao de um caso de CDIS para um caso de
carcinoma invasivo, usando um porcentual de positividade de 68% para o primeiro
grupo e de 39% para o segundo. O tamanho amostral foi de 104 mulheres, sendo
dois grupos de 52 casos. Para isso foi utilizado o calculo para tamanho de amostras
desiguais (FLEISS, 1981). O levantamento dos casos terminou quando foram

selecionados 109, sendo um grupo de 53 CDIS e outro de 56 carcinomas invasivos.
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3.3. Selecao de sujeitos

Foram selecionadas mulheres, de modo consecutivo, com o diagndstico
de carcinoma da mama estadios 0 e |, pela classificagdao TNM (UICC, 2003).
Avaliaram-se casos de carcinoma in situ (Tis), que no presente estudo foram
somente os do tipo ductal, além de casos de carcinoma invasivo com diametro

tumoral maximo de 2,0 cm (T1), todos sem metastases axilares (NO).

Para isso foram revistos os registros hospitalares de mulheres atendidas no
Centro de Atencao Integral a Saude da Mulher (CAISM) da Universidade Estadual
de Campinas (Unicamp), a partir de 1994. Foram analisados os respectivos
blocos de parafina com material de tumores de mama biopsiados no Servigo entre
1994 e 1999. Além disso, foram analisados alguns casos operados na Maternidade
de Campinas, também entre 1994 e 1999, cujos respectivos blocos foram

provenientes do Instituto de Patologia Campinas.

3.3.1. Critérios de inclusao

— Mulheres com diagnostico histolégico de carcinoma ductal in situ ou

carcinoma invasivo no estadio |.

3.3.2. Critérios de exclusao

— Casos que nao continham todos os dados clinicos e morfolégicos no
prontuario médico ou cujo material ndo apresentou condicdes para a
avaliacdo histolégica e reagdes de imunoistoquimica para avaliacao
das proteinas do estudo.
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3.4. Variaveis e conceitos

3.4.1. Variaveis

1) Expresséao das proteinas bcl-2, c-erbB-2 e p53.
2) Tipo de carcinoma: carcinoma ductal in situ (CDIS) ou carcinoma invasivo.
3) Tipo de CDIS: CDIS puro ou CDIS misto.

4) Tipo de carcinoma invasivo: carcinoma invasivo puro ou carcinoma

invasivo misto.
5) Dosagem de receptores de estrogeno (RE).
6) Grau nuclear: 1,2 ou 3.
7) Grau de diferenciagao: I, Il ou lII.

8) Tipo comedocarcinoma para os CDIS: comedocarcinoma ou nao-

comedocarcinoma.

9) Menopausa (estado de menopausa): pré (pré-menopausa) ou pos
(p6s-menopausa).

3.4.2. Conceitos

— Resultados da andlise das expressoes das proteinas bcl-2, c-erbB-2,
p53 e dos RE

Foram considerados positivos os casos com laminas cuja contagem de
células positivas foi igual ou superior a 10% em 10 campos na periferia dos

tumores, com aumento de 40 vezes (microscopio Nikkon Labphot).
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— Classificacao dos grupos e subgrupos nos tipos de carcinoma

O grupo de CDIS foi subdividido em: CDIS puro (somente carcinoma ductal
in situ) e CDIS misto (carcinoma ductal in situ presente na periferia do carcinoma
invasivo). O grupo de carcinoma invasivo foi subdividido em carcinoma invasivo puro
(somente carcinoma invasivo) ou carcinoma invasivo misto (quando o carcinoma

invasivo estava asociado com carcinoma ductal in situ).

— Classificacao do grau nuclear

O grau nuclear foi classificado nas seguintes categorias: 1 (células com
nucleos monétonos, com tamanhos de 1,5 a 2 vezes o do ndcleo de uma célula
epitelial normal, cromatina finamente dispersa, raros nucléolos e figuras de mitose,
geralmente com polarizagdo dos componentes celulares), 2 (células com nuicleos
de forma e tamanho moderadamente irregulares, cromatina grosseiramente
agrupada ou aspecto nuclear vacuolado) ou 3 (nucleos com intenso pleomorfismo,
de tamanho acima de 2,5 vezes o0 nucleo de uma célula epitelial normal,

distribuicao irregular da cromatina, nucléolos proeminentes, mitoses freqlientes).

— Classificacao do grau de diferenciacao

O grau histolégico, ou grau de diferenciacao (GD) como foi chamado no
estudo, foi classificado com pontuagdo para cada uma das seguintes caracteristicas
(ELSTON e ELLIS, 1991):

1) Formacao tubular: 1 (> de 75%, ocorrendo na maior parte do tumor),

2 (10 a 75%, ocorrendo em quantidade moderada) ou 3 (<10%,

pouca ou nenhuma formacao).
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2) Pleomorfismo nuclear: 1 (pouco, com células uniformes e regulares), 2
(aumento moderado do tamanho e variedade) ou 3 (grande variedade).

3) Numero de mitoses (por 10 campos de aumento, na periferia do
tumor): 1 (0a9),2(10a 19) ou 3 (> 20).

Apos a somatdria dos valores dados para cada uma das caracteristicas

acima citadas, os carcinomas invasivos foram classificados em trés graus:

e Grau | (bem diferenciados) = 3 a 5 pontos.
e Grau Il (moderadamente diferenciados) = 6 ou 7 pontos.

e Grau lll (pouco diferenciados) = 8 ou 9 pontos.

Os carcinomas foram agrupados, para célculo nas tabelas do estudo, em
bem diferenciados (graus nucleares 1 e 2 e graus histolégicos | e IlI) ou pouco

diferenciados (grau nuclear 3 e grau histoldgico ).

— Classificacao do tipo comedocarcinoma no CDIS

Os CDIS foram classificados em: comedocarcinomas e n&o-
comedocarcinomas. Os comedocarcinomas caracterizaram-se microcopicamente
por ductos preenchidos por células epiteliais com atipia nuclear, nucleos grandes e
graus variados de necrose. Os ndo-comedocarcinomas foram dos tipos cribiforme,
solido, micropapilifero ou intracistico. O cribiforme constituiu-se de pontes de células
epitelias com tamanho e forma semelhantes, atipia nuclear leve ou moderada,
formando espacos regulares dentro dos ductos. O soélido caracterizou-se por

obliteracao total da luz ductal por células uniformes, com atipia nuclear leve ou
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moderada. O micropapilifero tinha estrutura papilifera recoberta por varias camadas
de células epiteliais uniformes com projecdes para o interior dos ductos, com atipia
leve ou moderada. O intracistico era constituido por cisto preenchido parcial ou
totalmente por células epiteliais anaplasicas (SOUZA e ALVARENGA, 2002). Os
CDIS com mais de dois componentes diferentes (tipos mistos) foram agrupados
juntamente aos comedocarcinomas quando possuiam, em uma parte do tumor,

esse tipo de CDIS.

— Caracteristicas clinicas

O estado de menopausa foi agrupado em pré-menopausa ou pos-menopausa,
esse Ultimo quando foi relatada auséncia de ciclos menstruais ha mais de um ano,
quando da primeira consulta. Nao foi possivel identificar o estado de menopausa
de duas mulheres do estudo, pois essa informagdo nao estava disponivel nos
prontuarios (os dois casos foram de carcinoma invasivo). O estado de menopausa

foi a Unica caracteristica clinica utilizada como variavel.

A idade das pacientes foi aquela referida pelas mulheres, em anos completos,
e anotada no prontuario por ocasiao da primeira consulta.O peso utilizado foi aquele

descrito nos prontuarios, medido em quilogramas quando da primeira consulta.

A média de idade das mulheres variou entre 23 e 77 anos no grupo de CDIS
e entre 32 e 89 anos no grupo de carcinoma invasivo, com média de 53,3 anos no
primeiro e de 58,8 anos no segundo. A variacao do peso corpéreo foi de 42,0 a
93,0 quilogramas, com média de 64,2 no grupo de CDIS e de 63,7 no outro,

porém estas informacdes ndo foram analisadas como variaveis (Anexo 1).
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3.5. Técnicas, testes e exames

Os blocos de parafina contendo material do tecido mamario foram previamente
fixados em formol a 10%, recortados e confeccionaram-se laminas coradas pela
HE. Essas laminas foram avaliadas por médico patologista que identificou as areas
com carcinoma invasivo e com CDIS, para que fossem preparados os cortes do
estudo imunoistoquimico. O mesmo profissional fez a avaliacdo microscoépica
dos carcinomas, classificando os graus nucleares e de diferenciacdo, além do

tipo comedocarcinoma.

Na analise imunoistoquimica foram usados os anticorpos primarios bcl-2,
p53 e c-erbB-2, além do anticorpo secundario, que se liga ao primario e conjuga-se
a biotina, além do complexo da peroxidase conjugado a estreptavidina e a
biotina. A estreptavidina contém quatro sitios para ligacao da biotina, sendo um
ocupado pela biotina junto ao anticorpo secundario e os outros acoplados ao
complexo biotina-peroxidase. Foram feitos cortes de 4um de espessura nos
blocos de parafina e colocados em laminas previamente tratadas com solucao
de organoselano a 4% em acetona (3 aminopropil-trietoxiselano- Sigma cédigo
A 3648). As laminas com os cortes permaneceram em estufa a 110°C durante
uma hora, para fixa-los nas laminas. Em seguida foram retiradas e mantidas em

temperatura ambiente por mais uma hora.
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— Técnica das reacoes de imunoistoquimica para os anticorpos
bcl-2, c-erbB-2, p53 e RE

Foram utilizados anticorpos monoclonais e policlonais especificos para bcl-2
(MxH, clone 124, DAKO, cédigo M0887-1, diluicao 1:40), c-erbB-2 (RxH, DAKO,
cédigo A0485-1, diluicao 1:300), p53 (MxH, clone D07, DAKO, cédigo M7001-1,

diluicdo 1:100) e RE (MxH, clone 1D5 ascite, Delsol, diluicdo 1:2000).

As seccdes foram desparafinizadas em banho de xilol 110° C por 30 minutos
e, a sequir, dois banhos de xilol subseqtientes, em temperatura ambiente. Depois as
laminas foram hidratadas em &lcool etilico em concentragdes decrescentes (100,
80, 50%) em temperatura ambiente, e lavadas em agua corrente e destilada. A
atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada com trés banhos, de trés minutos
cada um, em agua oxigenada a 10 volumes, seguidos de lavagem em agua corrente
e destilada. A recuperacao antigénica foi feita em panela a vapor tipo T-fall para
desmascaramento dos antigenos. As laminas foram imersas em tampao (citrato
de sédio ph 6,0 para o p-53, c-erbB-2 e RE; TRIS EDTA ph 9,0 para o bcl-2) por
30 minutos a 95°C. A seguir, resfriadas em temperatura ambiente durante 20

minutos e posteriormente lavadas em agua corrente e destilada.

Na préxima etapa, os cortes foram incubados em camara umida com
anticorpo primario especifico a 4°C, durante a noite. Apds a incubagao, as laminas
passaram por trés lavagens, no agitador, em PBS (solugédo salina tamponada
com fosfato pH 7,4 a 7,6). Depois disso, secas e incubadas com o Envision
Labeled Polymer Component (DAKO, cddigo K1491) a 37°C durante uma hora

e, a sequir, feitas trés lavagens em PBS com agitacéo. A revelacéo foi feita com
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0 substrato crom6geno DAB (3-3’-diaminobenzidine, SIGMA, codigo D5637) na
propor¢cao de 0,06g para cada 100ml em PBS, 500ul de agua oxigenada a 30
volumes e 1ml de dimetilsulféxido (DMSQ) a 37°C, durante cinco minutos. Depois as
laminas foram lavadas em agua corrente e contracoradas com hematoxilina de
Mayer por 30 segundos. Os cortes foram desidratados em banhos de élcool
etilico em concentracdes crescentes e diafanisadas em trés banhos de xilol, € em
seguida montadas em Entellan (Merck). Todas as reagcdes imunoistoquimicas
foram realizadas utilizando-se controles externos positivos: fragmento de linfonodo
com linfoma de células do manto para o bcl-2, carcinoma ductal invasivo para o

c-erbB-2 e RE, tumor de ovario borderline para o p53.

Figura 1. CDIS com
expressao positiva
para proteina bcl-2.

Figura 2. Carcinoma
ductal invasivo com
expressdo positiva
para a proteina bcl-2.
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Figura 3. CDIS com
expressao positiva
para a proteina
c-erhB-2.

Figura 4. Carcinoma
ductal invasivo com
expressao positiva
para a proteina
c-erbB-2.

Figura 5. CDIS com
expressao positiva
para a proteina p53.
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Figura 6. Carcinoma
ductal invasivo com
expressao positiva
nara a nroteina n53.

Figura 7. CDIS com
expressao positiva
para RE.

Figura 8. Carcinoma
ductal invasivo com
expressao positiva
para RE.
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3.6. Coleta de dados

Foi elaborada uma ficha que continha os seguintes dados: informacdes
clinicas das mulheres (idade, peso e estado de menopausa), resultados da
avaliacao histolégica (graus nuclear e de diferenciacdo) e dos resultados das
expressdes das proteinas dos genes e dos RE. As fichas ndo continham o

nome ou 0 numero de registro das mulheres (Anexo 2).

A coleta de dados iniciou-se apds aprovacdo do projeto de tese pela
Comissao de Pesquisa do Departamento de Tocoginecologia da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas, datada de 27 de

julho de 1999.

3.7. Analise dos dados

Apés a revisao das fichas, as variaveis continuas (peso e idade) foram
descritas conforme médias e desvios-padrdo. As outras variaveis (bcl-2, c-erbB-2,
p53, RE, tipo de carcinoma, estado de menopausa, tipo comedocarcinoma, grau
nuclear, grau de diferenciacao), sendo categéricas, foram descritas em tabelas

de frequiéncias.

A concordancia entre as expressdes das proteinas nos dois componentes
do mesmo tumor foi feita através do coeficiente kappa (FISHER e VAN BELLE,

1993), interpretado de acordo com os critérios de LANDIS e KOCH, classificado
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em pobre (<0,00), pequeno (0,00-0,20), regular (0,21-0,40), moderado (0,41-0,60),

substancial (0,61-0,80) e quase perfeito (0,81-1,00) (LANDIS e KOCH, 1997).

Para estimar a magnitude das associagdes entre as variaveis nos grupos
de CDIS e carcinoma invasivo utilizou-se o odds ratio (OR), com seu respectivo
intervalo de confianca de 95% (IC 95%). Considerou-se significativo o odds ratio
cujo intervalo de confianca nao incluiu o valor 1,0, podendo ser um dos limites.
Foram usados modelos de regressao logistica para estimar o odds ratio ajustado
(LEMESHOW e HOSMER, 2000). A andlise estatistica acima descrita foi realizada

com o auxilio do programa de computador SAS 8.2 (ASA/STAT, 1989).

3.8. Aspectos Eticos

Os dados foram coletados nos prontuarios e o material para a pesquisa foi
obtido junto ao Laboratério de Anatomia Patologica da Faculdade de Ciéncias
Médicas (FCM) da Unicamp e ao Instituto de Patologia Campinas, de modo que
nao houve contato com as pacientes. As mulheres foram identificadas por
numeros, preservando-se as suas identidades. O projeto de pesquisa foi aprovado
em 17/11/1999 sob Parecer n® 114/99, atendendo todos os dispositivos das
Resolucdes 196/96 e 251/97, pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade

de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.
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4. Resultados

Avaliaram-se 109 mulheres, sendo 49% (53) com carcinoma ductal in situ
(CDIS) e 51% (56) com carcinoma invasivo. Entre os CDIS, 64% (34) foram do
tipo comedocarcinoma puro ou com componente comedocarcinoma associado e
os demais dos tipos ndo-comedocarcinoma. No grupo de carcinomas invasivos,

68% (38) foram do tipo misto.

No grupo de carcinomas invasivos, oito de 56 casos nao foram do tipo
ductal. Desses, seis foram tubulares, todos GN 1, bem diferenciados e RE positivos;
cinco eram bcl-2 positivos e todos os seis p53 e c-erbB-2 negativos. Os outros
dois foram: um tubulo-lobular e outro papilifero; o primeiro deles bem diferenciado
(bcl-2 e RE positivos, c-erbB-2 e p53 negativos, com GN 1) e o outro

moderadamene diferenciado (bcl-2, c-erbB-2, p53 e RE negativos, com GN 3).

Quanto ao estado de menopausa, 66% (71) das mulheres encontravam-se
na pos-menopausa. Nao houve associagao entre o tipo de carcinoma, CDIS ou
invasivo, e o estado de menopausa nos dois grupos (Tabela 1). Em dois casos

de carcinoma invasivo nao havia informagéo sobre o estado de menopausa.
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Na avaliacdo do grau nuclear, 9% (10) foram grau 1, 35% (38) grau 2 e 56%
(61) grau 3. Nao foi observada associagcdo entre o grau nuclear e o tipo de
carcinoma. A prevaléncia de carcinomas invasivos com expressao positiva para os
RE (RE positivos) foi cerca de duas vezes maior do que a dos CDIS, diferenga

estatisticamente significativa (Tabela 1).

TABELA 1

Distribuicao do estado de menopausa, dos RE
e do GN segundo o tipo de carcinoma

Tipo de Carcinoma

Invasivo CDIS OR IC 95%
n % n % bruto
Menopausa
pré 15 (28) 21 (40) ref.
pos 39 (72) 32 (60) 1,7 (0,7 —3,8)
RE
negativo 19 (34) 34 (64) ref. 1,5 =-7,7)
positivo 37 (66) 19 (36) 3,5
GN
1 7 (13) 3 (6) ref.
2 22 (39) 16 (30) 0,6 (0,1 —2,6)
3 27 (48) 34 (64) 0,3 (0,08 —1,4)
TOTAL 56 (100) 53 (100)

Foi observada associacao entre a expressao positiva para a proteina bcl-2
(bcl-2 positiva) e o carcinoma invasivo, com base no odds ratio bruto (OR= 2,6;
IC 95%= 1,2-5,6), mas essa associacao nao foi observada no odds ratio ajustado
pela expressao das outras proteinas (OR= 1,7; IC 95%= 0,7-4,1) (Tabela 2). Entre
os CDIS observou-se que cerca de metade foram bcl-2 positivos e no grupo de

invasivos, cerca de 2/3.
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A prevaléncia de casos com expressao positiva para a proteina c-erbB-2

(c-erbB-2 positiva) no grupo de CDIS foi de 68%, quase o dobro da prevaléncia

observada no grupo de carcinoma invasivo (39%), com significancia estatistica

nos odds ratios bruto e ajustado (Tabela 2).

A expressao positiva para a proteina p53 (p53 positiva) foi somente de

15% (16) do total de casos e ndo mostrou associagao com os tipos de carcinoma

(TABELA 2).
TABELA 2
Associacao entre o tipo de carcinoma e a
expressao das proteinas bcl-2, c-erbB-2 e p53
Tipo de Carcinoma
Invasivo CDIS OR IC 95% . OR IC 95%
n % n % bruto ajustado
bcl-2
negativo 17 (30) 28 (53) Ref. Ref.
positivo 39 (70) 25 (47) 26 (1,2-5,6) 1,7 (0,7-4,1)
c-erbB-2
negativo 34 (61) 17 (32) Ref. Ref.
positivo 22 (39 36  (68) 0,3 (0,1-0,7) 0,4 (0,1-0,9)
p53
negativo 49 (88) 44 (83) Ref. Ref.
positivo 7 (12) 9 (17) 0,7 (0,2-2,0) 1,3 (0,4-4,1)
TOTAL 56 (100) 53  (100)

Analisou-se a interacdo entre as expressoes das proteinas bcl-2 e c-erbB-2,

porque mostraram significancia estatistica na tabela anterior (Tabela 2). Entre os

CDIS bcl-2 negativos, 96% (27) dos 28 casos foram c-erbB-2 positivos (OR= 0,04;
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IC 95%= <0,01-0,38), 0 que nao ocorreu no grupo de carcinoma invasivo. Nao foi
observado o mesmo tipo de associacao entre casos bcl-2 positivos e c-erbB-2

negativos, em nenhum dos dois grupos (Tabela 3).

Substituindo-se a expressdo da proteina bcl-2 pelo estado dos RE foi
observada associagao semelhante, ou seja, entre os CDIS RE negativos 91% (31)
dos 34 casos foram c-erbB-2 positivos, com odds ratio de 0,13 (IC 95%= 0,03-0,59).
N&o foi observado 0 mesmo tipo de associacao entre casos RE positivos e c-erbB-2

negativos, em nenhum dos dois grupos (Tabela 4).

Assim, quase todos os casos de CDIS bcl-2 ou RE negativos foram c-erbB-2
positivos. Cerca de metade dos carcinomas invasivos bcl-2 e RE negativos foram
c-erbB-2 positivo e metade negativo. Na situacdo em que o bcl-2 e os RE foram
positivos notou-se uma proporcao de cerca de um caso c-erbB-2 positivo para

dois negativos, nos dois grupos (Tabelas 3 e 4).

TABELA 3
Associacao entre bcl-2 e c-erbB-2 segundo o tipo de carcinoma

Tipo de Carcinoma

bcl-2 c-erbB-2 Invasivo CDIS OR IC 95%
n % n % Bruto

negativo
positivo 9 (53) 27 (96) 0,04 (<0,01 -10,38)
negativo 8 (47) 1 4) ref.

positivo
positivo 13 (33) 9 (36) 0,89 (0,31 —2,55)
negativo 26 (67) 16 (64) ref.

TOTAL 56 (100) 53 (100)
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TABELA 4
Associacao entre RE e c-erbB-2 segundo o tipo de carcinoma

Tipo de Carcinoma

bel-2 c-erbB-2 Invasivo CDIS OR IC 95%
n % n % Bruto

negativo
positivo 11 (58) 31 (91) 0,13 (0,03 - 0,59)
negativo 8 (42) 3 9) ref.

positivo
positivo 11 (30) 5 (26) 1,18 (0,34 —4,10)
negativo 26 (70) 14 (74) ref.

TOTAL 56 (100) 53 (100)

A magnitude da associacao entre a expressao positiva para a proteina
bcl-2 e para os RE foi maior para o grupo de CDIS (OR= 27,6; IC 95%= 5,2-146,0)
do que no grupo de carcinomas invasivos (OR= 11,0; IC 95%= 2,9-41,3). Nao
foi observada diferenca na expressao da bcl-2 entre mulheres na pré ou pés-
menopausa, em nenhum dos dois grupos. Os CDIS bcl-2 positivos foram
frequentemente graus nucleares 1 e 2, com maior magnitude de associagao do
que entre os carcinomas invasivos. Os carcinomas invasivos bcl-2 positivos

foram freqlentemente graus de diferenciacao | e Il (Tabela 5).
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TABELA 5

Associacao entre a expressao da proteina bcl-2 nos tipos de carcinoma
e RE, estado de menopausa e aspectos morfolégicos (GD e GN)

Tipo de Carcinoma

CDIS Invasivo
bcl-2 bcl-2

Positivo Negativo OR (IC95%) Positivo Negativo OR (IC95%)

n % n % n % n %
RE
negativo 8 (32) 26 (93)  ref. 7 (18) 12 (71)  ref.
positivo 17  (68) 2 (7) 27,6 (52-146) 32 82) 5 (29) 11,0 (2,9-41,3)
Menopausa
pré 9 (36) 12 (43)  ref. 10 (26) 5 (33) ref.
pbs 16 (64) 16 (57) 1,3 (0,4-4,0) 29 (74) 10 (67) 1,5 (0,3-5,3)
GN
1 3 (12) 0 (0] ref. 6 (15) 1 (6) ref.
2 14 (56) 2 (7 ref. 19 (49) 3 (18)  ref.
3 8 (32 26 (93) 0,04 (0,01-0,19) 14  (36) 13 (76) 0,2 (0,04-0,6)
GD
| 12 (31) 1 (6)  ref.
Il 20 (51) 6 (35 ref.
1] 7 8) 10 (59) 0,1 (0,04-0,5)
TOTAL 25 (100) 28 (100) 39 (100) 17 (100)

Notou-se associagao inversa entre a expressao da proteina c-erbB-2 e o

estado dos RE nos dois grupos, sendo que a magnitude da associa¢ao foi maior

para o grupo de CDIS (OR = 0,03, IC 95%= <0,01-0,2). Os carcinomas invasivos

c-erbB-2 negativos foram mais freqlentes entre as mulheres na p6s-menopausa,

sendo que esta associagao foi estatisticamente limitrofe (OR= 0,3; IC 95%= 0,08-1,0),

0 que ndo aconteceu no grupo de CDIS. Nos dois grupos ocorreu associagao

entre a expressao positiva da proteina c-erbB-2 e o grau nuclear 3, sendo que a
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magnitude da associacao foi maior para o grupo de CDIS. Os carcinomas
invasivos c-erbB-2 positivos associaram-se com grau de diferenciagédo Ill (OR= 18,1;

IC 95%= 4,1-79,0) (Tabela 6).

TABELA 6

Associacao entre a expressao da proteina c-erbB-2 nos tipos de carcinoma
e RE, estado de menopausa e aspectos morfolégicos (GD e GN)

Tipo de Carcinoma

CDIS Invasivo
c-erbB-2 c-erbB-2

Positivo Negativo OR (IC95%) Positivo Negativo OR  (IC95%)

n % n % n % n %
RE
negativo 31 (86) 3 (18) ref. 11 (50) 8 (24) ref.
positivo 5 (14) 14 (82) 0,03 (<0,01-0,2) 11 (50) 26 (76) 0,3 (0,09-0,97)
Menopausa
pré 17 (47) 4 (24)  ref. 9 (43) 6 (18) ref.
pds 19 (53) 13 (76) 0,3 (0,09-1,3) 12 (57) 27 (82) 0,3 (0,08-1,0)
GN
1 0 (0) 3 (18) ref. 0 (0) 7 (21)  ref.
2 4 (11) 12 (71 ref. 4 (18) 18 (53) ref.
3 32 (89) 2 (1) 60 (9,9 —365) 18 (82) 9 (26) 12,5 (3,3-47)
GD
| 1 4) 12 (35) ref.
Il 7  (32) 19  (56)  ref.
1] 14 (64) 3 9) 18,1 (4,1-7,9)
TOTAL 36 (100) 17 (100) 22 (100) 34 (100)

A expressao positiva da proteina p53 apresentou associagdo somente
com o grau nuclear 3 e com grau de diferenciagdo Ill no grupo de carcinoma

invasivo, o que nao foi observado para o CDIS (Tabela 7).
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TABELA 7

Associacao entre a expressao da proteina p53 nos tipos de carcinoma
e RE, estado de menopausa e aspectos morfolégicos (GD e GN)

Tipo de Carcinoma

CDIS Invasivo
p53 p53

Positivo Negativo OR (IC95%) Positivo Negativo OR (IC95%)

n % n % n % n %
RE
negativo 8 (89) 26 (59) ref. 4 (57) 15 (31)  ref.
positivo 1 (11) 18 (41) 0,1 (0,02-1,6) 3  (43) 34 (69 0,3 (0,06-1,7)
Menopausa
pré 4 (44) 17 (39)  ref. 3 (43) 12 (26)  ref.
pds 5 (56) 27 (61) 0,7 (0,1-3,3) 4 (57) 35 (74) 0,4 (0,09-2,3)
GN
1 0 (0) 3 (7)  ref. 0 (0) 7  (14)  ref.
2 1 (11 15  (34) ref. 0 (0) 22  (45)  ref.
3 8 (89) 26 (59) 5,5 (0,6-48) 7 (100) 20 (41) 21,6 (1,1-400)
GD
| 0 (0) 13 (27)  ref.
Il 0 (0) 26 (53) ref.
1] 7 (100) 10 (20) 56,4 (3,0->500)

TOTAL 9 (100) 44 (100) 7 (100) 49 (100)

A concordancia entre as expressdes das proteinas nos componentes
invasivo e in situ na mesma mama foi considerada quase perfeita para a bcl-2
(kappa= 0,88), para a c-erbB-2 (kappa=0,84) e para os RE (kappa=0,89). Para

a proteina p53 foi perfeita, com kappa de 1,0 (Tabelas 8, 9, 10 e 11) (Anexo 3).
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TABELA 8

Concordancia entre a expressao da proteina bcl-2
no CDIS misto e carcinoma invasivo misto

Carcinoma invasivo

CDIS bol-2 Total
bcl-2 Positivo Negativo
Positivo 24 1 25
Negativo 1 12 13
Total 25 13 38

Coeficiente kappa (IC 95%): 0,88 (0,73-1,00)

TABELA 9

Concordancia entre a expressao da proteina c-erbB-2
no CDIS misto e carcinoma invasivo misto

Carcinoma invasivo

DI Total
chIS c-erbB-2 ota
c-erbB-2 Positivo Negativo
Positivo 18 3 21
Negativo 0 17 17
Total 18 20 38

Coeficiente kappa (IC 95%): 0,84 (0,67-1,00)

TABELA 10

Concordancia entre a expressao da proteina p53
no CDIS misto e carcinoma invasivo misto

Carcinoma invasivo

CDIS Total
P53
p53 Positivo Negativo
Positivo 5 0 5
Negativo 0 33 33
Total 5 33 38

Coeficiente kappa (IC 95%): 1,00
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TABELA 11

Concordancia entre a expressao dos RE no
CDIS misto e carcinoma invasivo misto

Carcinoma invasivo

CDIS Total
RE
RE Positivo Negativo
Positivo 23 2 25
Negativo 0 13 13
Total 23 15 38

Coeficiente kappa (IC 95%): 0,89 (0,74-1,00)

Observou-se, ainda, concordancia quase perfeita do grau nuclear nos

componentes invasivo e in situ da mesma mama, com coeficiente kappa de 0,89

(Tabela 12).
TABELA 12
Concordancia entre o GN no CDIS misto
e carcinoma invasivo misto

CDIS Carcinoma invasivo Total
GN otla

GN Positivo Negativo
1/2 18 1 19
3 1 18 19
Total 19 19 38

Coeficiente kappa (IC 95%): 0,89 (0,75-1,00)

Compararam-se as caracteristicas dos CDIS puros (53 casos) com os

carcinomas invasivos puros (18 casos). Os carcinomas invasivos puros foram
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mais bcl-2 e RE positivos do que os CDIS puros (OR= 0,26; IC 95%= 0,06-0,99)
(OR= 0,16; IC 95%= 0,04-0,63). Os CDIS puros foram mais c-erbB-2 positivos
do que os carcinomas invasivos puros (OR= 7,41; IC 95%= 1,87-31,80). A
expressdo da proteina p53 ndo mostrou diferencas entre esses dois grupos

(Tabela 13).

TABELA 13

Analise da associacao entre as expressoes das proteinas bcl-2,
c-erbB-2, p53 e RE no CDIS puro e carcinoma invasivo puro

CDIS puro Invasivo puro
n % n % OR IC 95%

bcl-2

Negativo 28 (53) 4 (22) ref.

Positivo 25 (47) 14 (78) 0,26 (0,06-0,99)
c-erbB-2

Negativo 17 (32) 14 (78) ref.

Positivo 36 (68) 4 (22) 7,41 (1,87-31,80)
p53

Negativo 46 (87) 16 (89) ref.

Positivo 9 (13) 2 (11) 1,57 (0,27-11,76)
RE

Negativo 34 (64) 4 (22) ref.

Positivo 19 (36) 14 (78) 0,16 (0,04-0,63)
TOTAL 53 (100) 18 (100)

Realizou-se andlise comparativa entre os CDIS mistos (38 casos) e os puros
(53 casos). Os CDIS mistos foram mais bcl-2 positivos do que os CDIS puros, porém
com associacao préoxima do limite de significancia estatistica (OR bruto= 2,1;
IC 95%= 0,9-5,1). Os CDIS mistos foram mais freqlientemente RE positivos do que

os CDIS puros, tanto na analise do odds ratio bruto (OR bruto= 3,4; IC 95%-= 1,4-8,3)
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quanto do ajustado (OR ajustado= 3,8; IC 95%= 1,0-14,0). Nao ocorreu associa¢ao

entre a expressao da c-erbB-2, da p53, do grau nuclear e do comedocarcinoma

com o tipo de CDIS (Tabela 14) (Anexo 4).

TABELA 14

Associacao entre as expressoes das proteinas bcl-2,
c-erbB-2, p53, dos RE, do estado de menopausa, do
GN e do tipo comedocarcinoma nos CDIS misto e puro

CDIS
Misto Puro OR 1c95%s OR co59%
n % n % bruto ajustado

bcl-2

negativo 13 (34) 28 (53) Ref. ref.

positivo 25 (66) 25 (47) 21 (09-5/1) 1,5 (0,4-5)5)
c-erbB-2

negativo 17 (47) 17 (32) Ref. ref.

positivo 21 (53) 36 (68) 0,6 (02-14) 0,6 (0,2-2,0)
p53

negativo 33 (87) 44 (83) Ref. ref.

positivo 5 (13) 9 (17) 0,7 (0,2-24) 1,3 (0,3-4.,8)
RE

negativo 13 (34) 34 (64) Ref. ref.

positivo 25 (66) 19 (36) 34 (1,483 3,8 (1,0-14,0)
Menopausa

pré 12 (33) 21 (40) Ref. ref.

pos 24 (67) 32 (60) 1,3 (05-3,2) 1,1 (04-2)9)
GN

1 7 (18) 3 (6) Ref. ref.

2 12 (32) 16 (30) 0,3 (0,1-1.,5 0,5 (0,1-2,8)

3 19 (50) 34 (64) 0,2 (0,1-1,0) 1,1 (0,2-128)
Tipo comedocarcinoma

comedo 13 (34) 35 (66) Ref.

ndo-comedo 25 (66) 18 (34) 3,7 (1,5-90)
TOTAL 38 (100) 53 (100)

Entre os CDIS puros, somente um de 53 casos foi bcl-2 e c-erbB-2 negativo,

43 de 53 casos foram bcl-2 ou c-erbB-2 positivos. A expresséo para a proteina
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bcl-2 ou para a proteina c-erbB-2 nos CDIS puros apresentou odds ratio de 0,02
(IC 95%= 0,00<-0,19) (Tabela 15). Apenas trés casos de 53 foram c-erbB-2 e
RE negativos, 45 de 53 foram c-erbB-2 ou RE positivos. A expressao para a
proteina c-erbB-2 ou para o estado dos RE no CDIS puro apresentou odds ratio

de 0,03 (IC 95%= 0,00<-0,20) (Tabela 16).

TABELA 15
Associacao entre a expressao das proteinas bcl-2 e c-erbB-2 no CDIS puro

bcl-2
c-erbB-2 — . OR bruto IC 95%
Positivo Negativo
Positivo 9 27 0,02 (0,00<-0,19)
Negativo 16 1 ref.
Total 25 28 53
TABELA 16

Associacao entre o estado dos RE e a expressao
da proteina c-erbB-2 no CDIS puro

RE

c-erbB-2 — . OR bruto IC 95%
Positivo Negativo
Positivo 5 31 0,03 (0,00<-0,20)
Negativo 14 3 ref.
Total 19 34 53

Na andlise comparativa entre os tipos de carcinoma invasivo, puro ou misto,
0s carcinomas invasivos mistos foram mais c-erbB-2 positivos, com odds ratio de 0,1

(IC 95%= 0,01-0,7), ajustado pelas outras proteinas e pelos RE, estado de
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menopausa, grau nuclear e grau de diferenciacao. Houve expressao da proteina

c-erbB-2 em cerca de metade dos casos de carcinoma invasivo misto e em 1/5 dos

casos de carcinoma invasivo puro (Tabela 17). Nao foram observadas associacoes

entre as proteinas bcl-2 e p53 com o tipo de carcinoma invasivo, quando analisados

pelos odds ratio bruto ou ajustado (Anexo 5). O estado de menopausa, RE, grau

de diferenciacao e grau nuclear também nao mostraram associacao com o tipo de

carcinoma invasivo (Tabela 17).

TABELA 17

Associacao entre as expressoes das proteinas bcl-2, c-erbB-2 e p53, dos RE, do
estado de menopausa, do GN e do GD nos carcinomas invasivos puro e misto

Carcinoma Invasivo

Puro Misto OR 1co5%s OR  |c95%
n % n % brut ajustado

bcl-2

negativo 4 (22) 13 (34) ref. ref.

positivo 14 (78) 25 (66) 1,8 (0,4-6,7) ) (0,2-6,5)
c-erbB-2

negativo 14 (78) 20 (53) ref. ref.

positivo 4 (22) 18 (47) 0,3 (0,08-1,1) 0,1 (0,01-0,7)
p53

negativo 16 (89) 33 (87) ref. ref.

positivo 2 (11) 5 (13) 0,8 (0,1-4,7) 2,8 (0,2-27,8)
RE

negativo 4 (22) 15 (39) ref. ref.

positivo 14 (78) 23 (61) 23 (0,6-8,3) 21 (0,3-124)
Menopausa

pré 3 (17) 12 (33) ref. ref.

pés 15 (83) 24 (67) 25 (0,6-10,3) 1,7 (0,3-8,0)
GN

1 0 (0) 7 (18) ref. ref.

2 10 (56) 12 (32) ref. ref.

3 8 (44) 19 (50) 0,8 (0,5-1,6) 1,8 (0,7-4,4)
GD

I 2 (11) 11 (29) ref.

Il 12 (67) 14 (37) 4,7 (0,8-25,6)

1] 4 (22) 13 (34) 1,7 (0,2-11,1)
TOTAL 18  (100) 38 (100)
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Quando se avaliou o tipo comedocarcinoma no CDIS puro ou misto ndo
houve associagdo com a p53 em nenhum dos dois grupos. Os CDIS puros do tipo
comedocarcinoma foram mais c-erbB-2 positivos (OR= 20,2; IC 95%= 4,6-87), o
que nao aconteceu no grupo de CDIS misto. Os ndo-comedocarcinomas foram
mais bcl-2 e RE positivos nos dois grupos de CDIS. O estado de menopausa

nao se associou com o tipo comedocarcinoma (Tabela 18).

TABELA 18

Distribuicao das expressoes das proteinas bcl-2, c-erbB-2 e p53,
dos RE e do estado de menopausa no tipo comedocarcinoma

CDIS puro CDIS misto
Nao Nao

comedo comedo OR (IC95%) Comedo comedo OR (IC95%)

n % n % n % n %
bcl-2
negativo 25 (71) 3 (17) ref. 9 (69) 4 (16) ref.
positivo 10 (29) 15 (83) 0,08 (0,01-0,3) 4 (31) 21 (84) 0,08 (0,01-0,4)
c-erbB-2
negativo 4 (11) 13 (72) ref. 4 (31) 16 (64) ref.
positivo 31 (89) 5 (28) 20,2 (4,6 -87) 9 (69) 9 (36) 4,0 (0,9-16,8)
p53
negativo 28 (80) 16 (89) ref. 10 (77) 23 (92) ref.
positivo 7 (20) 2 (11) 2,0 (0,3-10,8) 3 (23) 2 (8 3,4 (04-23)9)
RE
negativo 30 (86) 4 (22) ref. 10 (77) 3 (12) ref.
positivo 5 (14) 14 (78) 0,05 (0,01-0,2) 3 (23) 22 (88) 0,04 0,01-0,24)
Menopausa
pré 15 (43) 6 (33) ref. 5 (42) 7 (29) ref.
pds 20 (57) 12 (67) 0,7 (02-22) 7 (58) 17 (71) 0,6 (0,1-2,4)
TOTAL 35 (100) 18 (100) 13 (100) 25 (100)

Na avaliagé&o do grau nuclear dos tipos de carcinoma, os carcinomas invasivos

grau nuclear 3 foram mais freqientemente p53 positivos do que aqueles com graus
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nucleares 1 e 2 (OR= 0,05, IC 95%= <0,01-0,8), o que nao foi observado no grupo
de CDIS. Tanto os CDIS quanto os carcinomas invasivos com grau nuclear 3 foram
mais c-erbB-2 positivos, o que foi mais evidente no primeiro grupo. Os CDIS e os
carcinomas invasivos com graus nucleares 1 e 2 foram mais bcl-2 positivos,
com maior associacao entre os CDIS (OR= 27,6, IC 95%= 5,2-146,1; OR= 5,8,
IC 95%= 1,5-21,2). Os casos com graus 1 e 2 foram mais freqlientemente RE
positivos, tanto no grupo de CDIS quanto dos invasivos, com maior associagéo do
primeiro grupo (OR= 55,1, IC 95%= 10-304; OR= 5,2, IC 95%= 1,5-17,6). O estado
de menopausa nao mostrou associacao com o grau nuclear dos tipos de carcinoma

(Tabela 19).

TABELA 19

Associacao entre o GN dos tipos de carcinoma com as expressoes das
proteinas bcl-2, c-erbB-2 e p53, dos RE e do estado de menopausa

Tipo de Carcinoma

CDIS Invasivo

GN1/2 GN3 OR (IC95%) GN1/2 GN 3 OR (IC95%)

n % n % n % n %
bcl-2
negativo 2 (11) 26 (76) ref. 4 (14) 13 (48) ref.
positivo 17 (89) 8 (24) 27,6 (5,2-146,1) 25 (86) 14 (52) 5,8 (1,5-21,2)
c-erbB-2
negativo 15 (79) 2 (6) ref. 25 (86) 9 (83) ref.
positivo 4 (21) 32 (94) 0,01 (<0,01-0,1) 4 (14) 18 (67) 0,1 (0,02-0,3)
p53
negativo 18 (95) 26 (76) ref. 29 (100) 20 (74) ref.
positivo 1 (5 8 (24) 0,1 (0,02-1,6) 0 (0 7 (26) 0,05 (0,01-0,8)
RE
negativo 3 (16) 31 (91) ref. 5 (17) 14 (52) ref.
positivo 16 (84) 3 (9) 55,1 (10,0-304) 24 (83) 13 (48) 5,2 (1,5-17,6)
Menopausa
pré 6 (32) 15 (44) ref. 6 (21) 9 (35) ref.
pds 13 (68) 19 (56) 1,7 (0,5-5,6) 22 (79) 17 (65 1,9 (05-6,5)
TOTAL 19 (100) 34 (100) 29 (100) 27 (100)

Resultados 60



5. Discussao

Com base nos resultados deste estudo, e em dados da literatura, para
orientar a discussao formularam-se duas premissas sobre os diferentes caminhos

na evolugao do carcinoma ductal in situ (CDIS).

Premissa um: uma parte dos carcinomas ductais in situ poderia estabilizar-se
nessa forma, ou até mesmo regredir, e outra evoluiria até a forma invasiva. Do
ponto de vista clinico interessaria identificar os CDIS que progrediriam para

carcinoma invasivo.

Premissa dois: os carcinomas invasivos mistos (associados ao carcinoma
ductal in situ na mesma mama) podem corresponder aos casos em que ocorreu

progressao até a forma invasora em algum ponto de um CDIS preexistente.

Ha muitas evidéncias de que as caracteristicas morfolégicas do CDIS, em
especial o grau nuclear, mantenham-se constantes durante o processo evolutivo
da doenca, da fase pré-invasiva até a invasiva. Sabe-se que a associagao entre

as caracteristicas histolégicas dos componentes in situ e invasivo no mesmo
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tumor é bastante significativa (LAMPEJO et al., 1994; GOLDSTEIN e MURPHY,

1996), como também foi observado no presente estudo.

Os eventos genéticos que provocam a proliferacéo epitelial na forma in situ
definem as caracteristicas morfoldgicas do clone neoplasico, que se mantém
estaveis ap6s a invasdo do estroma (GUPTA et al., 1997). E possivel admitir que a
transformacado da forma in situ para a invasiva dependa de eventos genéticos

distintos daqueles responsaveis pelas caracteristicas morfolégicas do carcinoma.

De acordo com os resultados deste estudo, é possivel afirmar que os
carcinomas ductal in situ e invasivo, associados na mesma mama, apresentam
expressao das proteinas e estado dos RE semelhantes. O indice de concordancia,
medido pelo coeficiente kappa, entre as expressdes das proteinas bcl-2, c-erbB-2,
p53 e dos RE foi considerado quase perfeito ou perfeito. Dos 38 casos analisados,
ocorreu divergéncia entre os componentes in situ e invasivo em apenas dois casos
para a proteina bcl-2 e para os RE, em trés para a c-erbB-2 e em nenhum para a
p53. Outros estudos também mostraram que, quando estes dois componentes
estdo associados, ha elevada concordancia nos perfis imunoistoquimico e genético
(BARNES et al., 1992; KAPUCUOGIU et al., 1997; BUERGER et al., 1999; MENARD

et al., 2001; MOMMERS et al., 2001; WARNBERG et al., 2002).

Descritivamente, os resultados deste estudo mostraram que cerca de 2/3
dos componentes in situ e invasivo no mesmo tumor expressaram a proteina bcl-2
(bcl-2 positivos), e aproximadamente metade expressaram a proteina c-erbB-2

(c-erbB-2 positivos). WARNBERG et al. (2001), relataram que cerca de metade
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dos casos foram bcl-2 positivos e metade c-erbB-2 positivos nos dois componentes.
QUERZOLI et al. (1998), mostraram que 1/3 foi c-erbB-2 positivo nos dois
componentes. As diferencas na positividade entre esses estudos podem ser
atribuidas a fatores relacionados a técnica de imunoistoquimica, como também

a variabilidade no perfil desse carcinoma entre diferentes populagdes.

A comparacao entre os CDIS puros e mistos mostrou que a expressao das
proteinas c-erbB-2 e p53 foi semelhante nos dois grupos. Todavia, os casos de
CDIS misto foram mais freqlientemente RE positivos do que os CDIS puros, tanto
na avaliacdo pelo odds ratio bruto quanto pelo ajustado. A expressao da proteina
bcl-2 também foi mais freqliente nas mulheres com CDIS misto, ainda que a
significancia poderia ser considerada limitrofe (OR= 2,1 com IC 95%= 0,9 - 5,1;
p=0,08). Valorizou-se este resultado pela elevada associacdo entre a expressao
da proteina bcl-2 e do estado dos RE, de tal forma que o valor que mostrou
significancia limitrofe pode ser consegliente a uma amostra de baixo poder
estatistico para demonstrar diferencas reais na populacao, pois apenas 38 mulheres

apresentaram CDIS misto.

Houve predominio de ndao-comedocarcinomas no grupo de CDIS misto,
diferente dos CDIS puros em que predominaram os comedocarcinomas. Uma
importante caracteristica dos comedocarcinomas € a abundancia de células que
preenchem os ductos que estdo no lobo envolvido, com freqiientes areas de
necrose que podem calcificar e aparecer na mamografia como microcalcificacoes de

caracteristicas suspeitas, tornando esses tumores radiologicamente mais evidentes
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do que os nao-comedocarcinomas (HOLLAND e HENDRIKS, 1994; KOPANS,

1998; SOUZA e ALVARENGA, 2002).

Se os comedocarcinomas tivessem maior capacidade de evoluir para
carcinoma invasivo do que os ndo-comedocarcinomas, deveria-se supor que a
forma predominante de CDIS misto (associado ao invasivo) fosse do tipo
comedocarcinoma, o que nao ocorreu neste estudo. Talvez certos CDIS do tipo néo-

comedocarcinoma tenham maior potencial de invasdo do que os comedocarcinomas.

No presente estudo, os CDIS puros raramente foram concomitantemente
negativos para a expressao da proteina c-erbB-2 e bcl-2 ou para a expressao
da proteina c-erbB-2 e para os RE. Somente um de 53 casos foi bcl-2 e c-erbB-2
negativo, enquanto 43 de 53 casos foram positivos para uma ou outra proteina,
mostrando odds ratio de 0,02 (IC 95%= 0,00<-0,19). De modo semelhante, apenas
trés em 53 CDIS puros foram c-erbB-2 e RE negativos, 45 de 53 tumores eram
c-erbB-2 ou RE positivos, com odds ratio de 0,03 (IC 95%= 0,00<-0,20). Portanto,
nesse grupo observou-se forte associagdo inversa entre a expressao positiva
da proteina bcl-2 e a positividade dos RE em relacdo a expressao da c-erbB-2,
situacao essa descrita em outros estudos (POLLER et al., 1993; PERIN et al.,
1996; ALBONICO et al., 1998; QUINN et al., 1998, MOMMERS et al., 2001;

RINGBERG et al., 2001).

Esses resultados sugerem que para o CDIS manifestar-se seria necessaria
a participacao da proteina c-erbB-2 ou dos RE, o que indicaria que esta fase da

carcinogénese seria dependente de fatores externos a célula. De fato, a proteina
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c-erbB-2 é uma glicoproteina receptora de membrana que, uma vez ativada por
um fator de crescimento que vem de fora da célula, transmite sinais através da
membrana celular até o nucleo (YARDEN, 2001). Ja os RE localizam-se no nucleo
e sao ativados pelo estrégeno, que atravessa a membrana celular por difusdo

passiva (LIMA e GEBRIM, 1995).

A partir desses dados podemos inferir que os CDIS que progrediriam para
carcinomas invasivos por serem RE positivos seriam os ndo-comedocarcinomas,
que originariam carcinomas invasivos RE positivos de melhor prognéstico. Por
outro lado, os CDIS que progrediriam por apresentarem expressao positiva para a
proteina c-erbB-2 seriam os comedocarcinomas, originando carcinomas invasivos

c-erbB-2 positivos de progndstico ruim.

Admitindo-se que o grupo de CDIS puros contém os casos que iriam
progredir para carcinoma invasivo € 0s que nao seguiriam esse caminho, com base
na premissa um, formulada no inicio da discussao, & possivel supor que uma parte
daqueles CDIS com maior chance de progredir teria perfil semelhante aos CDIS
mistos. Em hipétese, entao, os carcinomas ductais in situ RE e bcl-2 positivos e dos

tipos ndo-comedocarcinoma estariam entre aqueles com maior chance de progressao.

Alguns autores sugerem que, baseados em seus resultados, certos tipos
de CDIS, como os comedocarcinomas, possuiriam mecanismos que favoreceriam
preferencialmente o desenvolvimento da forma in situ, e ndo da invasiva (BARNES
et al., 1992; QUERZOLI et al., 1998). Outros acham que alguns comedocarcinomas

falhariam em progredir para a invaséo talvez pela maior instabilidade no controle da
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proliferacdo e da apoptose celular, com persisténcia no estagio in situ por mais

tempo do que outros carcinomas (VIACAVA et al., 1999; HOQUE et al., 2002).

Sabe-se que a extensado da lesdo e 0 acometimento das margens cirurgicas
sao importantes fatores preditivos para a recidiva local no tratamento conservador do
CDIS (FISHER et al., 1998; HETELEKIDIS et al., 1999; CROMBIE et al., 2001). Isto
ocorreria porque os CDIS pouco diferenciados, que correspondem agueles com grau
nuclear 3 e do tipo comedocarcinoma, crescem de modo continuo no interior dos
ductos e podem acometer grandes extensdes dentro do sistema ductal, o que
dificultaria a retirada de toda lesdo quando do tratamento cirlrgico conservador

(FAVERLY et al., 1994).

Talvez o pior prognéstico dos CDIS com grau nuclear 3 e do tipo
comedocarcinoma, descrito por certos autores (SKINNER e SILVERSTEIN, 2001),
esteja relacionado mais a dificuldade de retirada de toda a leséo, com a permanéncia
de doencga residual, do que a sua maior capacidade de invadir o estroma. E
possivel admitir que esses CDIS estendam-se amplamente pelos ductos por nao
possuir capacidade imediata de atravessar a membrana basal, podendo adquiri-la

depois de um tempo mais longo do que alguns CDIS dos tipos nao-comedocarcinomas.

Possivelmente as lesbes in situ com expressao positiva da bcl-2 originam-
se de pequenos ductos e lébulos mamarios com essa caracteristica, que na
transformacao neoplasica manteriam o mesmo fenétipo (VIACAVA et al., 1999). O
gene Bcl-2 parece contribuir, especialmente no inicio do processo de transformacgao

neoplasica, para a sobrevivéncia celular. Ele agiria regulando a taxa de proliferacéao
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das células, por meio dos seus efeitos antiapoptotico e antimitético, possibilitando a
diferenciagcdo celular. Por isso observa-se a maior expresséo dessa proteina em
células neoplasicas mais diferenciadas. Com a progressédo do tumor até a invaséo
parece que o efeito antimitoético diminui e persiste o antiapoptético, resultando

em menor laténcia tumoral (VAN SLOOTEN et al., 1998; FURTH et al., 1999).

Neste estudo observou-se forte associacao entre a expressao da proteina
bcl-2 e dos RE, especialmente no grupo de CDIS, com odds ratio de 27,6 (IC
95%= 5,2-146), mas também entre os carcinomas invasivos com odds ratio de
11,0 (IC 95%= 2,9-41,3). Essa elevada associacao esta de acordo com outros
estudos (GANDHI et al., 1998; QUINN et al., 1998; RINGBERG et al., 2001). O
estrogeno, que atravessa a membrana plasmatica por difusao passiva, liga-se
aos seus receptores no nucleo celular. Esse complexo hormdnio-receptor atua
modulando a expressao do gene Bcl-2, o que poderia explicar o comportamento

tdo semelhante entre a expressao da proteina desse gene e do estado dos RE.

O tamoxifeno, que € um antiestrogeno, inibe a evolugao da hiperplasia
atipica para carcinoma in situ e deste para invasivo, quando utilizado na dose de
20mg ao dia por cinco anos (FISHER et al., 1999). Assim, é possivel que nos
carcinomas RE positivos o estrdgeno atue sobre fatores relacionados ao processo
de invasdo, como as metaloproteinas, as moléculas de adeséao intercelular ou
os fatores angiogénicos, entre outros. Essa dependéncia do estrégeno em células
neoplasicas RE positivas parece diminuir quando elas sdo também c-erbB-2
positivas, o que provoca resisténcia ao uso do tamoxifeno. Talvez nas células

RE e c-erbB-2 positivas 0 processo de invasao ocorra preferencialmente pela
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via c-erbB-2, com aumento na atividade das metaloproteinas e na capacidade

de invasédo (HAYES e THOR, 2002; MERIC et al., 2002).

Um fato sobre o possivel papel do gene HER-2 no carcinoma ductal in situ
deve ser destacado. Os CDIS expressam mais freqlientemente a proteina c-erbB-2
do que os carcinomas invasivos, o que pode significar que esta proteina contribua
mais para o desenvolvimento e progressao do CDIS, pois aumentaria a proliferacao
e motilidade celular (LEAL et al., 1995; ALBONICO et al., 1998; QUINN et al.,
1998; REVILLION et al., 1998; HO et al., 2000; RINGBERG et al., 2001). Quando
a lesdo progride para a forma invasiva ocorreria diminuicdo da sua expressao e

teriam importancia outros mecanismos independentes desse gene.

O grupo de mulheres com carcinoma invasivo mostrou menor nimero de
casos c-erbB-2 positivos (39%) e maior nimero de casos RE positivos (66%),
se comparado com o grupo de CDIS. Nao foi observada, entretanto, associacao
inversa entre o estado dos RE e da expressdo da proteina bcl-2 com a expressao

da proteina c-erbB-2, como foi observado no CDIS.

Entre os carcinomas invasivos, comparou-se o grupo de 18 casos puros
a outro de 38 casos mistos. Observamos comportamento semelhante entre esses
dois grupos, a nao ser em relacdo a expressao da proteina c-erbB-2, que foi
mais freqliente no carcinoma invasivo misto na avaliacdo do odds ratio ajustado
pelas demais variaveis, se comparado com o grupo de carcinoma invasivo puro.
Alguns autores também observaram esta diferenca entre esses dois grupos

(ANDRULIS et al., 1998; QUERZOLI et al., 1998).
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Os carcinomas invasivos puros exibiram, ainda, caracteristicas bastante
distintas daquelas mostradas pelos CDIS puros. Os carcinomas invasivos puros
foram mais freqlentemente bcl-2 e RE positivos e c-erbB-2 negativos, sendo as
diferencas significativas se comparados com 0s carcinomas in situ puros. 1Sso nos
leva a supor que o carcinoma invasivo puro ndao se origina dos CDIS puros. O
carcinoma invasivo sem areas associadas de CDIS possivelmente sofreu alteracdes
genéticas muito precoces, talvez ainda na fase de hiperplasia, passando muito
rapidamente pela fase in situ ou talvez evoluindo diretamente sem passar por
essa fase, constituindo o grupo de carcinomas invasivos “de novo” (WARNBERG et
al., 2001; WARNBERG et al., 2002). Na verdade seriam lesdes que, desde o inicio,

possuiriam a capacidade de atravessar a membrana basal dos ductos.

Esses resultados podem sugerir que a etapa da carcinogénese
correspondente ao carcinoma invasivo até 2,0cm de didmetro restrito a mama
teria padrées mais variados do que a fase in situ, e estaria mais associada a
positividade de RE e de bcl-2 e menos dependente da proteina c-erbB-2

(QUERZOLI et al., 1998; MOMMERS, et al. 2001).

Ha estudos que mostraram menor positividade para bcl-2 no carcinoma
invasivo do que no in situ (ZHANG et al., 1997; WU et al., 2000; CORADINI et al.,
2002). Todavia, como no presente estudo, outros também encontraram maior
positividade entre casos invasivos do que os in situ (KAPUCOUGIU et al., 1997;

WARNBERG et al., 2001).
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Neste estudo observou-se que 68% dos CDIS foram c-erbB-2 positivos,
valor significativamente maior do que o observado no grupo de carcinoma invasivo.
Uma metandlise com 97 estudos publicados entre 1978 e 1996, que usaram
métodos diferentes para avaliar a expressao do HER-2/neu no carcinoma da mama
como southern, northern e western-blot, PCR (polymerase chain reaction),
imunoistoquimica, citometria de fluxo e FISH (fluorescent in situ hybridization)
mostrou maior positividade no carcinoma ductal in situ do que no invasivo
(REVILLION et al., 1998). Quanto aos casos de carcinoma invasivo avaliados no
presente estudo, a positividade para a proteina c-erbB-2 foi de 39%, semelhante
aos resultados de outros autores (ANDRULIS et al., 1998; TSUDA et al., 1998;

MOMMERS et al., 2001; SOUEN e CARVALHO, 2002).

A positividade de expressao da proteina p53 foi baixa neste estudo e nao
houve associacao entre a expressao da proteina p53 e o tipo de carcinoma, in situ
ou invasivo, concordando com outros autores (RAJAN et al., 1997; ZHANG et

al., 1997; TSUDA et al., 1998; ROSEN, 2001).

Na avaliacdo dos receptores de estrégeno, os casos de CDIS parecem
ter alta positividade em varios estudos, o que discorda do presente estudo em
que foi s6 de 36% (MALAFA et al., 1991; POLLER et al., 1993; CHAUDHURI et al.,
1993; KARAYIANN-AKIS et al., 1996; PERIN et al., 1996; ALBONICO et al., 1998).
Isso pode ter ocorrido, talvez, pelo elevado numero de casos com grau nuclear
3 no grupo de CDIS, por diferencas técnicas na avaliacao da sua expressao ou

porgue 0s casos deste estudo possuem mesmo esta particularidade. Alguns autores
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encontraram maior positividade entre tumores invasivos, quando comparados com

in situ, concordando com os nosso dados (WARNBERG et al., 2001).

Os resultados deste estudo mostraram associagao entre a expressao da
bcl-2 com graus nucleares 1 e 2 e com graus de diferenciagdo | e Il, concordando
com diversos autores (SIZIOPIKOU et al., 1996; KRAJEWSKI et al., 1997; SIERRA et
al., 1998; LE et al., 1999; BOTTINI et al., 2000; WU et al., 2000; HEMACHANDRAN et
al., 2002). Houve associacao entre a expressao das proteinas c-erbB-2 e p53
com o grau nuclear 3 e com o grau de diferenciacédo Ill, como descrito em
outros estudos (BOBROW et al., 1994; SCHMITT, 1996; MACK et al., 1997; HO

et al., 2000; RODRIGUES et al., 2001; HOQUE et al., 2002).

Os CDIS puros do tipo comedocarcinoma foram mais c-erbB-2 positivos do
que os CIDS mistos, diferenca essa ja descrita por alguns (BARNES et al., 1992).
Foi observada grande associacao entre CDIS dos tipos nao-comedocarcinomas
e positividade para a expressao da proteina bcl-2 e dos RE, como descrito por
outros (BUR et al.,, 1992; CHAUDHURI et al., 1993; POLLER et al., 1993;

KARAYIANNAKIS et al., 1996; GANDHI et al., 1998).

Certas consideragdes devem ser feitas sobre a imunoistoquimica para
avaliar a expressao das proteinas bcl-2, c-erbB-2, p53 e dos RE. Algumas
limitacbes dessa técnica, na avaliacdo do comportamento biol6gico de cada
tumor e na comparacdo com a literatura, sdo: a variabilidade na utilizacdo de
diferentes técnicas (processamento do material, diferentes anticorpos primarios),

falta de consenso na interpretacéo dos resultados (diferentes sistemas de escores),
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efeitos deletérios causados pela estocagem prolongada dos blocos de parafina
que podem alterar a sensibilidade dessa técnica (em particular para a p53),
entre outros (PRIOLEAU e SCHNITT, 1995; JACOBS et al., 1996; WERNER et al.,
2000; BACHI, 2001). Entretanto, existem vantagens que tornam essa técnica
disponivel para a pratica clinica, motivo pelo qual a utilizamos. Estas vantagens
sd0: baixo custo, especificidade e rapidez, necessidade de poucos reagentes. Além
disso, essa técnica pode ser feita com equipamentos encontrados em muitos
laboratérios e tém, em algumas situacoes, estreita correlacdo com os resultados
de outros métodos mais sofisticados e caros como o FISH (COUTURIER et al.,

2000; DOWSET et al., 2000; BACHI, 2001; TSUDA et al., 2001).

Optou-se por definir como expressao positiva quando havia 10% ou mais de
células coradas para as andlises das proteinas bcl-2, c-erbB-2, p53 e RE. Ainda que
nao haja uma padronizacao sobre os critérios de interpretagcéo, o corte em 10%
parece ser bastante difundido (BOBROW et al., 1994; PILLAI et al., 1998; TSUDA et

al., 1998; YAGAN et al., 1998; MEGHA et al., 2000; SOUEN e CARVALHO, 2002).

Como propostas para estudos futuros, seria importante avaliar esses CDIS
que apresentarem recidiva local, para que sejam reanalisadas as expressoes
dessas proteinas tanto nas recidivas do tipo in situ quanto do tipo invasivo, além
da expressao de outros genes e de receptores hormonais. Poder-se-ia, ainda,
complementar a andlise dos carcinomas invasivos mistos e CDIS mistos examinando
as expressdes de outros genes relacionados a carcinogénese mamaria, além

da angiogénese e da ploidia.
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Podemos admitir, baseados neste estudo, que:

1) Para que o CDIS torne-se invasivo é necessaria a participacéo de fatores

externos, que alcangam as células pela via RE ou pela via c-erbB-2.

2) Os CDIS com maior potencial para invasao sao os hao-comedocarcinomas.
Apesar do CDIS do tipo comedocarcinoma possuirem menor potencial
invasor do que os ndo-comedocarcinomas, o fato dos comedocarcinomas
ocuparem grandes extensdes dentro dos ductos restringe tratamentos

mais conservadores.

3) Os carcinomas invasivos puros nao se originam dos CDIS diagnosticados
rotineiramente e, talvez, evoluam diretamente a partir das hiperplasia

atipicas.
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6. Conclusoes

— A expressao da proteina bcl-2 foi positiva em 47% dos CDIS e 70% dos
carcinomas invasivos, da c-erbB-2 em 68% dos CDIS e 39% dos carcinomas
invasivos, da p53 em 17% dos CDIS e 12% dos carcinomas invasivos. Ocorreram
diferencas entre a expressdao da proteina bcl-2, mais positiva entre os

carcinomas invasivos, e da proteina c-erbB-2, mais positiva entre os CDIS.

— Nos CDIS houve associagao:

e entre a expressao da proteina bcl-2 e positividade para RE, graus nucleares

1 e 2 e tipos ndo-comedocarcinomas.

e entre a expressao da proteina c-erbB-2 e negatividade para RE, grau nuclear

3 e tipo comedocarcinoma.

— Nos carcinomas invasivos até 2,0 cm houve associacao:

e entre a expressao da proteina bcl-2 e positividade para RE, graus nucleares
1 e 2 e graus de diferenciacéo | e Il.
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e entre a expressao da proteina c-erbB-2 e negatividade para RE, grau nuclear

3, grau de diferenciacao Ill e pré-menopausa.

e entre a expressao da proteina p53 e grau nuclear 3 e grau de
diferenciagao lll.

— Os CDIS mistos foram mais freqientemente RE e bcl-2 positivos e do tipo

ndo-comedocarcinoma, em relacao aos CDIS puros.

— Os carcinomas invasivos mistos foram mais freqlientemente c-erbB-2 positivos

do que os carcinomas invasivos puros.

— A concordancia entre as expressoes das proteinas bcl-2, c-erbB-2, p53, dos
RE e do grau nuclear no CDIS e no carcinoma invasivo presentes na mesma

mama foi quase perfeita ou perfeita.
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9.1. Anexo1

9. Anexos

Avaliacao da idade e peso segundo o tipo de carcinoma

Idade (anos)

Peso (quilogramas)

Tipo de n
carcinoma média Desvio média Desvio
padréo padrao
CDIS puro 53 53,3 (23-72) 11,82 64,2 (42,0-93,0) 11,85
Invasivo puro 18 59,8 (34-73) 10,50 64,2 (48,0-88,0) 10,16
Invasivo + CDIS 38 58,3 (32-89) 14,37 63,4 (42,8-85,0) 10,83
TOTAL 109
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9.2. Anexo2

Ficha do estudo

Ne [0
1.IDADE [ '] 2.PESO [ ][], ] 3.ESTADO DE MENOPAUSA [ |
* anos * quilogramas 1.pré-menopausa

2.pés-menopausa

4. TIPO DE CARCINOMA [ 5.GN [ 6.GD [
1. CDIS 1.1 1.1
2. invasivo 2.2 2.1
3.3 3. 1
7. bcl-2 [ 8.p53 [ 9. c-erbB-2 [ |
1. positivo 1. positivo 1. positivo
2. negativo 2. negativo 2. negativo
10. RE [
1. positivo
2. negativo
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9.3. Anexo3

Correlacao entre a expressao das proteinas bcl-2, c-erbB-2
e p53 no CDIS misto e carcinoma invasivo misto

Carcinoma Invasivo

CDIS
bcl-2 c-erbB-2 p53
positivo negativo positivo negativo positivo Negativo

bcl-2

positivo 24 1 10 15 2 23

negativo 1 12 8 5 3 10
c-erbB-2

positivo 11 10 18 3 5 16

negativo 14 3 0 17 0 17
p53

positivo 1 4 5 0 5 0

negativo 24 9 13 20 0 33
TOTAL 25 13 18 20 5 33
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9.4. Anexo4

Associacao entre a expressao das proteinas bcl-2,

c-erbB-2 e p53 nos CDIS misto e puro

CDIS
Misto Puro OR 1co5% OR |c95%
n % n % bruto ajustado

bcl-2

negativo 13 34 28 53 ref. ref.

positivo 25 66 25 47 21 (0,9-5/1) 1,9 (0,7-5,1)
c-erbB-2

negativo 17 47 17 32 ref. ref.

positivo 21 53 36 68 0,6 (0,2-14) 0,8 (02-22)
p53

negativo 33 87 44 83 ref. ref.

positivo 5 13 9 17 0,7 (0,2-24) 0,9 (02-3,2
TOTAL 38 100 53 100
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9.5. Anexo5

Associacao entre a expressao das proteinas bcl-2, c-erbB-2
e p53 no carcinoma invasivo puro ou misto

Carcinoma Invasivo

Puro Misto OR  1c95% OR  Ic95%
bruto ajustad
n % n % o

bcl-2

negativo 4 (22) 13 (34) ref. ref.

positivo 14 (78) 25 (66) 1,8 (0,4-6,7) 1,7 (0,4-6,5)
c-erbB-2

negativo 14 (78) 20 (53) ref. ref.

positivo 4 (22) 18 (47) 0,3 (0,08-1,1) 0,2 (0,04-1,2)
p53

negativo 16 (89) 33 (87) ref. ref.

positivo 2 (11) 5 (13) 0,8 (0,1-4,7) 3,0 (0,3-28,2)
TOTAL 18  (100) 38 (100)

Anexos 95



