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Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar a associacdo entre a expressao
das proteinas bcl-2, c-erbB-2 e p53 com o tecido mamario ndo-neoplasico, o
carcinoma ductal /n sifu e o carcinoma invasivo da mesma mama, através da
imuno-histoquimica, e verificar se ha um padrao de variacdo identificavel da
expressdo destas proteinas com a gravidade das lesdes. Foram incluidas 56
mulheres que apresentaram na mesma mama carcinoma invasivo associado
com carcinoma /n sifu. Foram utilizados anticorpos monoclocais especificos
para bcl-2 (MxH, clone 124, DAKO, cédigo M0887-1, diluicao 1:40), c-erbB-2
(RxH, DAKO, codigo A0485-1, diluicdo 1:300) e p53 (MxH, DO-7, DAKO, cédigo
M7001-1, diluicao 1:100). Foi considerado como expressdo positiva quando
pelo menos 1% das células corou. A prevaléncia da expresséo da proteina bcl-2
foi de 98%, 75% e 64%, respectivamente, no tecido nao-neoplasico, carcinoma
in situ e carcinoma invasivo e estas diferencas foram estatisticamente
significantes. O odds ratio mostrou que a magnitude destas diferengas foi maior
entre o tecido nao-neoplasico e o carcinoma in situ. Nao houve expressao da

proteina c-erbB-2 no tecido nao-neoplasico e a prevaléncia da expressao foi de
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68% e 61%, respectivamente, para o carcinoma in situ e carcinoma invasivo. A
diferenca observada entre o tecido n@o-neoplasico e carcinoma in situ foi
estatisticamente significante. A prevaléncia da expresséo da proteina p53 foi de
2%, 18% e 16%, respectivamente, no tecido nio-neoplasico, carcinoma in situ
carcinoma invasivo e estas diferengas foram estatisticamente significantes entre
os dois primeiros componentes. A expressidoc da proteina bcl-2 foi mais
freqlente no carcinoma in situ do subtipo ndo-comedo e grau nuclear 1ou 2 e
no carcinoma invasivo grau nuclear 1 ou 2. A expressao da proteina c-erbB-2
foi mais freqliente no carcinoma in sifu grau nuclear 3 e a expressdo da
proteina p53 foi mais freqlente no carcinoma invasivo grau nuclear 3. Sessenta
e quatro porcento das mulheres apresentaram expressao da proteina bcl-2 nos
trés componentes e 23% apresentaram apenas no componente nao-neoplasico.
Sessenta e um porcento das mulheres apresentaram expressao da proteina ¢-
erbB-2 apenas nos componentes carcinoma in sifu e carcinoma invasivo e 32%
nac apresentaram expressdo em nenhum dos componentes. Setenta e oito
porcento das mulheres nao apresentaram expressao da proteina p53 em
nenhum dos componentes e 14% apresentaram apenas nos componentes in
situ e invasivo. Os resultados deste estudo permitem inferir que os genes Bcl-2,
C-erbB-2 e P53 estdo envolvidos nas fases mais iniciais da carcinogénese
mamaria, ou seja, na transformacéao do ducto néo—neoplésiéo em carcinoma in
situ. Uma vez instalada a lesdo intra-epitelial, a progressédo para a forma

invasiva dependeria de outros genes.
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Summary

The present study aims to evaluate the association among the expression
of the proteins bcl2, c-erbB-2 and p53 and the non-neoplasic mammary tissue,
the ductal carcinoma in situ and the invasive carcinoma of the same breast
using the immunohistochemical technigue. Through this evaluation it aims to
find out if there is an identifiable pattern of variation of the expression of these
proteins with the gravity of the lesions. Fifty six women were included in this
study and all of them had, in the same breast, the association between invasive
carcinoma and carcinoma in situ. It has been used specific monoclonal
antibodies for becl-2 (MxH, clone 124, DAKO, code M0887-1, dilution 1:40), ¢-
erbB-2 (RxH, DAKO, code A0485-1, dilution 1:300) and p53 (MxH, DO-7,
DAKO, code M7001-1, dilution 1:100). Positive expression has been considered
when, at least 1% of the cells dyed. The prevalence of the expression of the
protein bcl-2 was 98%, 75% and 64%, respectively in the non-neoplasic tissue,
carcinoma in situ and invasive carcinoma and these differences were statistically
significant. The odds ratio confirmed that the magnitude of these differences

was higher between the non-neoplasic tissue and the carcinoma in situ. There

Summary Xi



was no expression of the protein ¢c-erbB-2 in the non-neoplasic tissue and the
prevalence of expression of this protein was 68% and 61%, respectively in
carcinoma in situ and invasive carcinoma. The difference found between the
non-neoplasic tissue and the carcinoma in situ was statistically significant. The
prevalence of expression of protein p-53 was 2%, 18% and 16%, respectively in
the non-neoplasic tissue, carcinoma in situ and invasive carcinoma and these
differences were statistically significant between the two formers only. The
expression of the protein bcl-2 was more frequent in carcinoma in situ noncomedo
type, nuclear degrees 1 or 2 and in invasive carcinoma nuclear degrees 1 or 2.
The expression of protein c-erbB-2 was more frequent in carcinoma in situ
nuclear degree 3 and the expression of protein p53 was more frequent in
invasive carcinoma nuclear degree 3. Sixty four per cent of women studied
showed expression of protein bcl-2 in all three components and 23% of women
showed it only in the non-neoplasic component. Sixty one per cent of women
showed expression of protein c-erbB-2 only in carcinoma in situ and invasive
carcinoma and 32% did not show expression at all. Sixty eight per cent of
women did not show expression of protein p53 in none of the components and
14% showed it only in the components ‘in situ’ and ‘invasive’. The results of the
present study allow us to conclude that the genes Bcl-2, C-erbB-2 and P53 are
linked to the initial stages of mammary carcinogenesis, in other words, they are
linked to the transformation of the non-neoplasic duct in carcinoma in situ. Once
the intra-epithelial lesion has started, the progression to invasive form would

depend on other genes.
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1. Introducao

O céncer de mama & a forma mais comum de cancer feminino nos
Estados Unidos e sua incidéncia vem aumentando nas uitimas duas décadas
(CANCERNET, 2001). Estima-se que uma em cada oito norte-americanas
nascidas hoje desenvolvera cancer de mama ao longo de sua vida (NATIONAL

CANCER INSTITUTE, 2001).

No Brasil, o cancer de mama também & a neoplasia maligna mais
comum enire as mulheres. Estimativas apontam que no ano de 2001 teriam
sido diagnosticados 31.590 casos novos e teriam falecido desta doenca 8.670
mulheres, o que a transforma na principal causa de 6bito por neoplasia maligna

no sexo feminino (INCA, 2001).

A introducdo da mamografia de rastreio aumentou a detec¢ao das formas
mais iniciais do carcinoma de mama, sobretudo os carcinomas in situ que
passaram a ser diagnosticados numa fase assintomatica da doen¢a (EVANS et

al., 1994; TABAR et al., 1999).
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Dos carcinomas da mama, os ductais sao os mais frequentes, quer na
forma invasiva, quer na forma in situ (MATSUKUMA, ENJOJI, TOYOSHIMA,
1991). Os carcinomas ductais in situ sao caracterizados pela proliferacéo de
celulas epiteliais com atipia celular, tragos de hipercromasia e figuras de mitose no
interior dos ductos, respeitando os limites da membrana basal (LAGIOS, 1990).
Do ponto de vista arquitetural, o carcinoma ductal in situ forma um grupo
heterogéneo, englobando dois subtipos histoldgicos, o subtipo nao-
comedocarcinoma com as formas solida, micropapilifera, cribriforme e intracistica,
que apresentam em geral ndcleos monomérficos, pouca ou nenhuma mitose e
auséncia de mitoses significativas. E o subtipo comedocarcinoma, que apresenta
polimorfismo nuclear, numerosas mitoses e significante necrose com caicificagoes,
alem das formas mistas, que sao dificeis de avaliar quanto ao prognéstico, por
n&o existir um guia sobre qual tipo de lesdo é mais importante que outra

(ZHANG et al., 1997).

No entanto, o aumento na deteccdo das formas pré-invasivas tem
colaborado pouco na reducado da mortalidade por causa desta patologia, que
vem se mantendo mais ou menos estavel desde a década de 50
(CANCERNET, 2001). Um dos fatores que possivelmente contribui para este
sucesso limitado é a incompleta compreensao da histéria natural da doenca

(LAKHANI, 1999).

A histéria natural do ca&ncer de mama pode ser dividida em indugéo e
progressdo. A fase de inducdo € definida pelos eventos moleculares que

ocorrem ne interior de uma célula até a sua transformac@o maligna, capaz de
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dar origem a uma populagao de celulas cancerosas com multiplicacao
descontrolada e infinita. A fase de progress&o comeg¢a gquando uma populagao
de células esta permanentemente equipada com altera¢tes geneticas que Ihe
conferem a capacidade de multiplicagao infinita, ou seja, a “imortalidade”

(PONTEN, 1990).

Existem evidéncias cada vez maiores de que ha diferentes rotas de
progressdo para o cancer invasivo de mama, dependendo do grau de
diferenciacido das lesées precursoras (MOMMERS et al., 2001). Sabe-se que
lesbes in situ bem diferenciadas tendem a evoluir para lesdes invasivas bem
diferenciadas. Lesdes in situ pouco diferenciadas tendem a evoluir para lesdes
invasivas pouco diferenciadas, com maior risco de recorréncia e necessidade

de um tratamento mais extenso. (GUPTA et al., 1997; VAN DIEST, 1989).

Apesar de ndo ser incomum o encontro de areas de carcinoma in situ
intimamente relacionadas com carcinoma invasivo da mama no exame
anatomopatologico, nem todos os carcinomas Jn sifu evoluem para a forma
invasiva. Em estudo de PAGE et al. (1982), que reviram 11.760 bidpsias de
mama por outra patologia, acharam 28 casos de carcinoma /in sifu que nao
tinham sido diagnosticados na época e apenas tinham sido tratados com a
biépsia simples. O acompanhamento destas mulheres mostrou que 28% delas
desenvolveram carcinoma invasivo ao longo de 15 anos de acompanhamento.
Os fatores que se correlacionam com esta progressao ainda néo sao

conhecidos.
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Nos Ultimos anos, o interesse pela carcinogénese mamaria aumentou
muito (GUPTA et al.,, 1997; ZHANG et al.,, 1997, VAN DIEST; 1999). Existem
muitas evidéncias de que o carcinoma ductal in situ possiveimente seja o
precursor do carcinoma invasivo da mama, porém existe muita controvérsia
sobre o inicio das lesdes pré-malignas (MOMMERS et al., 1998; VAN DIEST,
1999). Em estudo para avaliar os fatores de risco para céncer de mama em
mulheres com doenga proliferativa da mama, DUPONT & PAGE (1985)
acompanharam 3.303 mulheres em meédia por 17 anos e concluiram que a
hiperplasia ductal sem atipia elevava o risco de desenvoiver cancer em 1,9
vezes, Se tivesse hiperplasia ductal com atipia, este risco era de 5,3 vezes e se
estivesse associado a uma histéria familiar esta alteracdo elevava para 11
vezes o risco de desenvolver um cancer de mama. Esse estudo foi baseado
apenas na morfologia e seguimento das pacientes, ndo dispondo de
informacdes como um “perfil genético” ou de marcadores bioldgicos destas

lesbes, que possivelmente dariam informacdes mais acuradas do risco futuro.

Os mecanismos através dos quais ocorre o desenvolvimento de células
hiperplasicas em um epitélio ductal normal, a transformacgéo em carcinoma e a
progressdc para a forma invasiva sdo mediados por fatores genéticos que
controlam a populagdo celular. Para que o equilibrio dessa mediagédo seja
estabelecido é necessaria a regulag¢ao do balango entre o crescimento celular e
a morte celular programada na populagéo do tecido (VIACAVA, NACCARATO,

BEVILACQUA, 1999). Portanto, parece que um estudo sobre a expresséo de
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algumas proteinas envolvidas nestes dois eventos poderia melhorar a

compreenséo de alguns aspectos da inducado e progressao tumoral.

O ciclo de divisdo celular ou simplesmente ciclo celular € o conjunto de
eventos moleculares coordenados que envoivem as diferentes fases da replicagio

do acido desoxirribonucleico (DNA) e da divisao celular (MARTIN, 1998).

E dividido em quatro fases bem distintas, conhecidas como G1 (do inglés
gap ou lacuna), S (sintese), G2 e M (mitose). A segiiéncia entre as fases deve
ser mantida, pois cada uma delas prepara a célula para a etapa seguinte. A
primeira fase ou G1 dura cerca de oito horas nas celulas eucaridticas humanas
e e responsavel pelo acimulo de proteinas, organelas e outros materiais
necessarios para a replicacdo do DNA. A segunda fase, sintese, dura cerca de
oito horas e quando ocorre a replicacdo do DNA. Na fase seguinte, G2, com
duragdo de aproximadamente quatro horas, sac armazenados materiais
necessarios para proxima fase, a mitose, que dura cerca de duas horas e
termina com a divisdo celular, originando duas células-filhas muito semelhantes

entre si (CLURMAN & ROBERTS, 19988, REHEN, 2001).

Alguns sinais extrinsecos mitogénicos e antimitogéncios controlam a
proliferag&o celular, estimulando a célula a iniciar ou parar ¢ seu ciclo mitético,

geralmente na fase G1 ou G2 (CLURMAN & ROBERTS, 1998).

Sinais proliferativos e antiproliferativos extrinsecos intervém no ciclo
celular atraves do controle da atividade de proteinas reguladoras, conhecidas como

kinases dependentes de ciclinas (CDKs). Estas sdo enzimas fosforiladoras e
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para se tornarem ativas necessitam associar-se a subunidades protéicas
especificas, chamadas ciclinas. Existem ainda proteinas especificas que inibem
as CDKs, conhecidas como proteinas inibidoras de CDK (CLURMAN &

ROBERTS, 1998).

Nas células dos mamiferos, oito CDKs foram identificadas até o©
momento e se tornam ativas apenas em fases especificas do ciclo celular, com
excecdo a CDKS5, que aparentemente ndo apresenta funcéo relacionada ao
ciclo celular, mas e crucial para o desenvolvimenic do cértex cerebral em
mamiferos (REHEN, 2001). A progressao através de G1 depende da atividade
das CDK2, CDK3, CDK4 e CDK®6, todas ativadas pela ciclina D. A delicada
transicao G1-S é regulada pela ciclina E-CDK2. Durante a fase S, atua a ciclina
A-CDKZ2. A transicdo G2-M & mediada pela ciclina B/A-cdc 2 (CLURMAN &

ROBERTS, 1998).

Por outro lado, a célula possui mecanismos intrinsecos de regulacao da
divisdo celular. Um dos principais locais de controle intrinseco do ciclo celular é o
ponio de restricdo (R), que se situa no terco final da fase G1 e a partir do qual,
independente de -haver sinais extrinsecos mitogénicos ou anti-mitogénicos, a
célula podera escolher se seguird o seu ciclo até a mitose ou entrara em uma
fase quiescente (G0). Nao havendo sinais apropriados para a progressao do
ciclo celular, este é temporariamente interrompido nos chamados pontos de
verificacdo que existem em G1, S, G2 e M. Algumas células neoplasicas

perdem o controle sobre o ponio R, liberando a célula para sucessivas mitoses.
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Surge assim uma espécie de “independéncia mitogénica”, podendo gerar um

aumento do volume tumoral (CLURMAN & ROBERTS, 1998).

A apoptose € um “programa” inerente aos organismos multicelulares, o
qual, quando deflagrado, desencadeia uma cascata bioquimica, reconhecivel
morfologicamente que resulta no suicidio da célula (SHIMAMURA & FISHER,
1996). E um componente critico para o desenvolvimento, organogénese e

diferenciacéo de organismos eucaridticos (RUDIN & THOMPSON, 1998).

Morfologicamente, diferencia-se da necrose porque leva a uma contracéo
celular, formagao de vesiculas na membrana celular, condensacéo importante
do nucleo celular e caracteristicamente, uma clivagem do DNA em fragmentos
mais ou menos regulares de 50 a 350 Kb. Todo esse mecanismo € um
processo ativo, com gasto de energia e nao envolve trauma celular, nem reacéo

inflamatdria, como nos casos de necrose (MELLO, VIDAL MARIA, 2001).

Portanto, a carcinogénese pode comegar com mudangas na regulacao
do ciclo celular através de duas maneiras: contornando o ponto de restricio e
fazendo com que a célula ignore alarmes internos que sinalizam a presenca de
erros na duplicagdo cromossdmica, o que levaria a uma instabilidade genética e
permitiria a evolugdo para células malignas, ou alterando a via final da célula
com alteragdo do genoma, ou seja, inibindo a apoptose (CLURMAN &

ROBERTS, 1998).
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As alteracObes da apoptose pela ativacdo dos proto-oncogenes e
inativagdo dos genes supressores tumorais tém papel fundamental no

desenvolvimento e progressao tumoral (ZHANG et al., 1997).

O gene P53 que esta localizado no cromossomo 17 € um gene supressor
tumoral e codifica uma fosfoproteina nuclear de 53 quilo-daltons (kDa),
conhecida como proteina p53 (ISOBE et al., 1986). Geralmente esta proteina
encontra-se em niveis muito baixos nas células normais e atua regulando o
crescimento celular normal, ligando-se a regido reguladora do gene, indispensavel
para a indugio da transcricdo pela RNA polimerase. O gene é ativado quando
ocorre algum dano ao DNA em replicagdo, para que seja mantida a integridade
do genoma (MOLL et al., 1995). A proteina p53 “selvagem” atua promovendo a
paralisagdo do ciclo celular a nivel de G1, provavelmente por intermédio da
proteina p21, que inibe a acdo de CDK, para que se fagcam os reparos do
genoma antes de ocorrer a replicagdo (SHIMAMURA & FISHER, 1996). Caso
€sses reparos nao sejam possiveis por causa de um dano muito grave ao DNA,
o gene P53 do tipo “selvagem” induz a célula & apoptose. Um dos mecanismos
pelo qual isto ocorreria, seria pelo aumento da expressdo do gene Bax, que
pertence a mesma familia do Bcl-2, e atuaria diminuindo a expressido da

proteina bel-2 (KRAJEWSKI et al., 1997).

As mutagdes do gene P53 podem resultar na sintese de uma proteina
sem a capacidade de se ligar as regides especificas do DNA. Ocorre entdo a
perda do controle da proliferagao celular e a perpetuagao das mutagdes que

acontecem no DNA durante a replicacdo (PILLAI et al., 1998). Ao contréario da
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forma “selvagem”, o gene P53 mutado parece bloquear a apoptose nas células

neoplasicas da mama (HALDAR et al., 1994).

A proteina p53 mutada & mais estavel, com meia-vida mais longa que a
“selvagem” e por isso pode ser encontrada em maior quantidade nas células
tumorais que contenham a forma mutante desta proteina (LANE & BENCHIMOL,
1990). Alguns autores atribuem o fato da proteina do tipo “selvagem” geraimente
nao ser detectada pela imuno-histoquimica por causa da sua meia-vida ser

muito curta (SHEN et al., 1998).

A grande concentragéo da proteina p53 pode estar envolvida na inducao
e na progressao do carcinoma mamario, podendo ter significado progndstico e
terapéutico. O acumulo da proteina pb3 é considerado um fator de mau

prognéstico (THOR et al., 1992).

A maioria dos casos de carcinoma ductal /n sifu do tipo ndo-
comedocarcinoma nao apresenta expressdo do gene P53 detectavel pela
imuno-histoquimica e a concentragao da proteina p53 geraimente € semelhante
a do epitélio normal nestes casos‘(SIZIOPlKOU et al., 1996, ZHANG et al,
1997). A expressao da proteina p53 é mais freqiientemente detectada no
carcinoma ductal in situ do tipo comedocarcinoma e nos carcinomas invasivos,
sugerindo uma maior velocidade de proliferagdo celular e um fenétipo mais

agressivo (QUERZOLI et al., 1998).

Outro gene relacionado com ¢ crescimento celuiar e com o processo de

indugcdo de um carcinoma & o Bcl-2. Esta localizado no cromossomo 18 e
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codifica uma proteina que se encontra principaimente na membrana mitocondrial
ou, menos frequentemente, na membrana nuclear e € importante por bloguear a
apoptose (HOCKENBERY et al., 1990). A proteina bcl-2 age inibindo a
apoptose através de mecanismos ndo muito bem esclarecidos, possiveimente
por uma agdo antioxidante via supressdo da peroxidacgo lipidica

(HOCKENBERY et al., 1993).

A compreensao dos fatores que regulam a apoptose pode ser importante
para determinar quais carcinomas in situ teriam maior capacidade proliferativa,

independente da sua classificacdo morfologica.

Na mama, a expressio da proteina bcl-2 aparece no epitélio normal e
nas hiperplasias benignas (SIZIOPIKOU et al., 1996; MUSTONEN et al., 1997).
Cerca de 76% dos carcinomas ductais in situ apresentam expresséo de bcl-2.
Nos carcinomas invasivos, sua expressao &€ menor que nos dois fipos morfolégicos
anteriores e quando presente, sua expressao pode indicar bom prognostico

(SIZIOPIKOU et al., 1996).

Os genes Bcl-2 e P53 parecem estar envolvidos em uma via comum na
regulacdo da apoptose (SHIMAMURA & FISHER, 1896; QUINN et al., 1998).
Varios autores apontam uma relagao inversa entre a agao das proteinas bcl-2 e
p53 na forma “selvagem” na célula do epitélio mamario normal (PEZZELLA &
GATTER, 1995; SIZIOPIKOU et al., 1996; ZHANG et al., 1997; VIACAVA et al,,

1999).
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O gene C-erbB-2, por sua vez, esté localizado no cromossomo 17ee
responsavel pela codificagdo de uma glicoproteina transmembrana com
atividade tirosina kinase (DE POTTER, 1994). Devido a sua semelhanga com o
receptor do fator de crescimento epidermal, acredita-se que seja uma proteina
que forme um receptor de fator de crescimento e, portanto, esteja relacionado
com a regulagdo da proliferagdo celular (HARRIS, MORROW, BONADONNA,
1993). Este fato também deu origem ao outro nome pelo qual o gene C-erbB-2
& conhecido: HER-2/neu, do inglés Human Epidermal growth factor Receptor

(DE POTTER, 1994).

A superexpressao deste oncogene ocorre em cerca de 20% a 30% dos
casos de cancer de mama (DE POTTER & SCHELFHOUT, 1995; WANG et al,,
2000). O gene C-erbB-2 costuma apresentar maior positividade na expressao
de sua proteina nas lesdes in situ, com cerca de 44% dos casos que na forma
invasiva da neoplasia mama, com cerca de 22% dos casos. Geralmente esta
associado com a maior gravidade morfologica da lesdo mamaria (REVILLION,

BONNETERRE, PEYRAT, 1998).

Em suma, ha diferentes fatores genéticos que determinam o controle
populacional de um tecido especifico. A formagao de um tumor & tida como
resultado de alteragdes genéticas que levam a ativacdo de oncogenes ou
inativacao de genes supressores tumorais. O desenvolvimento de uma neoplasia
esta ligado a um desequilibrio do balango entre o crescimento e a morte da
populagéo celular. Os fatores genéticos, portanto, parecem ter influéncia direta

sobre a indugdo da neoplasia na forma in situ e a sua progressao atraves da
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criagéo de uma solugéo de continuidade na membrana basal com invasao do

estroma e seus vasos sanglineos e linfaticos.

Baseado na historia natural do céncer de mama, acredita-se que por
inibir a apoptose a proteina bcl-2 tenha maior expressao nas fases mais iniciais
da carcinogénese, talvez na fase de inducdo, pois levaria a uma longevidade
maior da célula, permitindo que as alteracbes genéticas e bioquimicas mais
profundas acontecam. A proteina p53 mutada também estaria envoivida nas
fases iniciais da carcinogénese, tendo em vista que a sua fungao é alterada
pela mutagdo e também atua inibindo a apoptose. Por fim, a proteina c-erbB-2
parece ser um receptor de superficie para fator de crescimento, o que a tornaria
necessaria na fase de inducéo da carcinogénese quando sinais extrinsecos
estimulariam a célula na indugdo. Uma vez que a célula tenha adquirido as
alteracoes bioquimicas e genéticas necessdrias para a sua " independencia” ou
" imortalidade”, este receptor de membrana n&o seria mais tao necessario nas

fases mais evoluidas da carcinogénese.

O estudo das variagdes nas expressdes das proteinas pode ter significado
preditivo da induggo e progressao de um ducto nao-neoplasico para uma lesao
in situ, e da lesdo in situ para um carcinoma invasivo. Todavia, os estudos
identificados analisaram a expressao destas proteinas em mamas de diferentes
mulheres, de tal forma que seguramente ha uma variabilidade genetica, nac
controlada nos estudos, que pode influenciar na expresséo destas proteinas e

acao destes genes (ALLRED et al., 1992; UMEKITA, TAKASAKI, YOSHIDA,
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1994; SIZIOPIKQOU et al., 1996; MUSTONEN et al., 1997; ZHANG et al., 1997;

SHEN et al., 1998; VIACAVA et al., 1999; MEGHA et al., 2000).

Portanto, a proposta deste estudo foi analisar, na mesma mama, a
expressido das proteinas bcl-2, p53 e c-etbB-2 em tecido ndo-neoplasico,
carcinoma in situ e carcinoma invasivo. Conseqlientemente, a anélise e comparagao
da expressdo dessas proteinas foram pareadas, uma vez que todas as
variaveis em estudo foram pesquisadas na mesma mulher, eliminando o efeito
confundidor das diferencas genéticas existentes nos estudos identificados na

literatura.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar a associagdo entre a express@o das proteinas bcl2, c-erbB-2 e
p53 com o tecido n&o-neoplasico, 0 carcinoma ductal in situ e o carcinoma
invasivo na mesma mama e verificar se ha um padrao de variagéo identificavel

da expresséo destas proteinas com a gravidade das lesdes.

2.2. Objetivos especificos
1. Calcular as prevaléncias da expressao da proteina bcl-2 no tecido nao-
neoplasico, carcinoma in situ e carcinoma invasivo da mama.

2. Calcular as prevaléncias da expressao da proteina c-erbB-2 no tecido

nao-neoplasico, carcinoma in situ e carcinoma invasivo da mama.

3. Calcular as prevaléncias da expresséo da proteina p33 no tecido néo-

neoplasico, carcinoma in situ e carcinoma invasivo da mama.

4. Determinar se ha associacdo da expresséo das proteinas bch-2, c-erbB-
2 e p53 com o subtipo histologico e o grau nuclear do carcinoma in situ.
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5. Determinar se ha associacao da express&o das proteinas bcl-2, c-erbB-
2 e p53 com os graus histoldgico e nuclear do carcinoma invasivo.

6. Identificar o padrao mais freqliente da expressao das proteinas bcl-2, c-
erbB-2 e p53 no tecido n&o-neoplasico, no carcinoma in situ € no

carcinoma invasivo da mesma mama.
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3. Sujeitos e Métodos

3.1. Apresentac¢do e desenho do estudo

Trata-se de um estudo que integra um conjunto de projetos sobre analise
imuno-histoquimica em neoplasias malignas mamarias e ginecologicas. Estes
projetos fazem parte da linha de pesquisa “Carcinogénese das Neoplasias

Ginecologicas e Mamarias”.

O estudo realizado foi do tipo corte fransversal.

3.2. Tamanho amostral e selegdo dos sujeitos

Foram identificadas 188 mulheres submetidas a biopsia de mama no
periodo de 1994 a 1999, com diagnéstico de carcinoma invasivo de mama
estadios clinicos | e 1l (UICC, 1991). Cento e dezesseis mulheres foram
atendidas no Centro de Atencédo Integral & Salde da Mulher (CAISM) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e 72 foram atendidas em

outros hospitais; porém, os blocos de parafina estavam armazenados em um
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laboratério privado na cidade de Campinas. Foram lidos todos os laudos
anatomopatologicos das pecgas cirtirgicas da mama, com 0 objetivo de identificar
0s casos gue possuiam componentes de carcinoma in situ associado ao
carcinoma invasivo, o que reduziu o total de casos para 98. Foram localizados
todos os blocos de parafina que continham fragmentos da mama previamente
biopsiados e fixados em formol a 10%. Os blocos foram recortados inumeras
vezes e as laminas coradas com hematoxilina e eosina (HE) para localizar os
componentes dos carcinomas invasivo e in situ, e areas de tecido nao-
neoplasico. Todo o trabalho de microscopia foi realizado pelo mesmo
anatomopatologista no Laboratério de Patologia Experimental do CAISM/UNICAMP.
Em 56 casos foram encontrados os trés componentes e estes blocos foram
separados para o presente estudo. Em 42 casos nao foram identificados nos
blocos disponiveis um dos componentes, in situ ou invasivo, possivelmente
porque se tratavam de casos cujo componente era escasso e 08 blocos foram
exaustivamente recortados no momento do exame anatomopatologico da peca

cirtirgica com o objetivo de estabelecer um diagnostico mais seguro.

3.2.1. Critérios de Inclusao

Foram incluidas as mutheres com diagnostico anatomopatologico de
carcinoma invasivo de mama de qualquer tipo histolégico, estadios clinicos 1 e |l

da UICC (1991), associado a carcinoma ductal in situ e tecido nao-neoplasico.
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3.2.2. Critérios de Exclusao

Foram excluidas as mulheres que apresentaram:

auséncia de qualquer um dos trés componentes: carcinoma invasivo,

carcinoma ductal in situ ou tecido mamario nao-neoplasico;

presenca de carcinoma Iobular in situ como Gnica manifestagao de
carcinoma in situ;

mulheres que receberam qualquer tratamento antes da cirurgia da
mama.

3.3. Variaveis

A seguir s80 apresentadas as variaveis e suas respectivas categorias:

3.3.1. Variaveis Independentes

Expressao da proteina bcl-2 — obtida da imuno-histoguimica (Fig. 1)

categorizada em:

0 n&o corou nenhum citoplasma celular

+ corou até 10% dos citoplasmas das celuias

++ corou de 10% a 50% dos citoplasmas das células

+++ corou acima de 50% dos citoplasmas das células
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= Expressdao da proteina c-erbB-2 — obtida da imuno-histoguimica,

segundo WANG et al., 2000 modificada (Fig. 2) e categorizada em:

0 nao corou nenhuma membrana celular

corou parte das membranas celulares em até 10% das

+ -
células
+ corou as membranas celulares com intensidade fraca ou
moderada em mais de 10% das celulas
b corou completamente as membranas celulares com

intensidade forte em mais de 10% das células

= Expressdo da proteina p53 — obtida da imuno-histoquimica (Fig. 3),
categorizada em:

0 ndo corou nenhum nucleo celular

+ corou até 10% dos nucleos celulares

++ corou entre 10% e 50% dos nucleos celulares

4+ corou mais de 50% dos nucleos celulares

Para analise da associacio da expresséo das proteinas bcl-2, c-erb-B2 e

p53, foi adotada a seguinte recodificacao:

Negativo | 0

Positivo +, ++ ou +++ 99
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Figura 1. Aumento de 40X mostrando expresséo da proteina bcl-2 no
citoplasma de células de ductos mamérios normais, classificada em ++.
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Figura 2. Aumento de 40X mostrando expressao da proteina c-erbB-2 na membrana
citoplasmatica de células de um carcinoma ductal invasivo, classificada em +++.
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Figura 3. Aumento de 10X mostrando expressédo da proteina p53 no nucleo
das células de um carcinoma ductal in situ (a esquerda), classificada em +++ e
auséncia de expressado nas células do tecido ndo-neoplasico da mama (a direita).
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3.3.2. Variaveis Dependentes

= Subtipo histologico do carcinoma ductal in situ — subdividido segundo
DUPONT & PAGE (1985) em:

- comedocarcinoma: ductos preenchidos por células epiteliais com
intensa atipia citoldgica, nicleos grandes e graus variados de

necrose que pode sofrer microcalcificagdes.
— nao-comedocarcinoma: compreende quatro lesbes:

o cribriforme: pontes de células epiteliais que se unem para formar
espacos regulares dentro dos ductos, de forma e tamanho

semelhantes entre si, com leve ou moderada atipia nuclear.

¢ micropapilifero: estruturas papiliferas, de tamanho e formas
regulares, sem eixo conjuntivo-vascular, projetando-se para dentro

dos espagcos ductais, com leve ou moderada atipia nuclear.

+ sélido: obliteracdo total da luz do ducto por populagado celular

uniforme, sem necrose, com leve ou moderada atipia nuclear.

+ intracistico: cisto total ou parcialmente preenchido por populagao

celular uniforme.

« Grau Nuclear (GN) do carcinoma ductal in situ — obtido do exame
histopatologico do tumor, classificado de acordo com HOLLAND et al.
(1994) em trés grupos:

— Grau 1: tumor bem diferenciado
— Grau 2:tumor moderadamente diferenciado

— Grau 3: tumor indiferenciado
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= Grau Histoldgico (GH) do carcinoma invasivo — obtido a partir do
resultado do exame histopatolégico do tumor, segundo os critérios de
BLOOM & RICHARDSON (1957), definiram-se trés grupos:

~ GH I: a maior parte do tumor é composta de ttbulos com luz central

visivel. Tumor bem diferenciado.

— GH IIl: moderada quantidade de formagéo de tlbulos associada com
areas solidas de crescimento tumoral. Tumor moderadamente

diferenciado.

— GH Illi- massas solidas ou corddes de células neoplasicas, sem

formacao de tabulos. Tumor indiferenciado.

= Grau Nuclear (GN) do carcinoma invasivo — obtido do exame
histopatolégico do tumor, classificado de acordo com FISHER,
GREGORIQ, FISHER, (1975) em frés grupos:

— GN 1: nicleos uniformes em forma e tamanho, cromatina finamente
granular, fina e igualmente dispersa por todo o nicleo. Tumor bem

diferenciadc.

- GN 2: nucleos moderadamente irregulares em forma e tamanho,
com cromatina grosseiramente agrupada ou com aspecto nuclear

vacuolado. Tumor moderadamente diferenciado.

~ GN 3: pleomorfismo nuclear intenso. Tumor indiferenciado. .

3.3.3. Variaveis de Controle

» [dade - calculada em anos completos de vida, desde a data do
nascimento até a data do diagnostico da neoplasia, obtida do

prontuario.
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3.4. Conceitos

= Tecido mamario nao-neoplasico — presenca de ductos revestidos por
até quatro camadas de células, desde gue sem atipias nucleares
(ALVARENGA, 1994).

« Carcinoma ductal in sifu — originam-se dentro dos ductos e da unidade
ductal terminal-tobular, limitados pela membrana basal epitelial
(ALVARENGA, 1994).

« Carcinoma invasivo da mama - rompimento da integridade da
membrana basal do ducto mamario pela célula epitelial maligna,
invadindo o estroma subjacente (ALVARENGA, 1994).

3.5. Técnicas, Testes e Exames

3.5.1. Sele¢ao do material biolégico

Foram identificados os niimeros das laminas e dos blocos de parafina
correspondentes as mulheres selecionadas para o estudo. Este material foi
procurado nos arquivos dos laboratérios de patologia do CAISM/UNICAMP e do

laboratério de patologia privado.

3.5.2. Processamento laboratorial

Todos os blocos de parafina contendo material de mama previamente
fixados em formo! a 10% foram processados no Laboratério de Patologia

Experimental ~ CAISM e no Departamento de Anatomia Patologica da
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Faculdade de Ciéncias Médica (FCM) -UNICAMP. Os blocos de parafina foram
recortados’ e confeccionadas |aminas coradas em HE. Estas laminas foram
analisadas pelo mesmo médico patologista do projeto para confirmagéo do
diagnostico e certificagdo da presenga das areas néo-neolasica, in sifu e
invasiva, antes do recorte dos mesmos para a técnica proposta. Nesse
momento do estudo tambem foi feita a c!assificagéd do subtipo histoldgico e do
grau nuclear do carcinoma ductal in situ, do tipo histolégico e dos graus nuclear

e histoloégico do carcinoma invasivo.

3.5.3. Cortes histologicos

Cortes de 4um de espessura realizados nos blocos de parafina foram
colocados em laminas previamente lavadas e desengorduradas, tratadas com
solucao de organosilano a 4% em acetona (3-aminopropil-trietoxi-silano, Sigma,
codigo A3648). As laminas com os cortes foram colocadas em estufa a 110° C
durante uma hora para fixagéo das secgbes nas laminas. Em seguida, foram
retiradas e mantidas a temperatura ambiente por uma hora até o momento da

reacao.

3.5.4. Técnica da Imuno-histoquimica

Foram utilizados anticorpos primarios monoclonais especificos para bcl-2
(MxH, clone 124, DAKO, codigo M0887-1, diluicao 1:40), p53 (MxH, DO-7, DAKO,

codigo M7001-1, diluigdo 1:100) e c- erbB-2 (RxH, DAKO, cédigo A0485-1,
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diluicao 1:300). As diluigbes dos mesmos foram realizadas com soro albumina

bovina (BSA).

3.5.5. Reacgao da Imunoperoxidase

As seccoes foram desparafinadas em banho de xilol a 110°C e a seguir,
banhos subseqlentes em xilol a temperatura ambiente. Logo apos este
processo, as laminas foram hidratadas em alcool etilico nas concentragbes
decrescentes de 100%, 80% e 50% e lavadas em agua corrente e destilada. A
atividade da peroxidase endogena foi bloqueada com trés banhos de agua
oxigenada a 10 volumes cada um, com duragao de trés minutos, seguidos de
lavagens em PBS (solug&o salina tamponada com fosfato pH 74 a76) Paraa
recuperacéo antigénica foi utilizada panela a vapor T-fall® com o objetivo de
desmascarar antigenos. As laminas foram imersas em tampao citrato de sédio
pH 6,0 a 95°C, durante 30 minutos. A seguir, foram lavadas em agua corrente.
Apos esta etapa, os cortes foram incubados em camara umida com anticorpo
primario especifico a 4°C, ovemight. Apds a incubacao, as lJdminas foram
passadas por trés lavagens em PBS sob agitacao, secadas e incubadas com
Evision Labeled Polymer Component (DAKO, codigo K1491) a 37°C, durante
uma hora e a seguir, trés lavagens em PBS com agitag&o. A revelagao foi feita
com substrato cromégeno DAB (3-3'-diaminobenzidine, SIGMA codigo D5637)
na propor¢do de 0,06g para 100ml de PBS, 500u! de agua oxigenada a 30
volumes e 1mi de dimetilsulfoxido (DMSQ) a 37°C, durante cinco minutos.

Ap6s, as laminas foram lavadas em agua corrente e contra-coradas com
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hematoxilina de Mayer durante 30 segundos. As secgbes foram desidratadas
em banhos de aicool etilico em concentragbes crescentes e diafanizadas em
trés banhos de xilol e a seguir montadas com laminulas e resina Enteilan.. Para
atestar a positividade da rea¢do imuno-histoguimica, foram usados controles
externos sabidamente positivos. Para o controle positivo do bcl-2 foi usado o
fragmento de um linfonodo com linfoma de células do manto, fortemente
positivo para bcl-2 (bloco 9045/00). Para c-erbB-2, o controle positive foi
retirado de um carcinoma ductal invasivo de mama, fortemente positivo para c-
erb-B2 (bloco 375.752QE) e para o p53, o controle positive foi retirado de um
tumor de ovario borderline, fortemente positivo para p53 (bloco 1200/98). Todos
estes blocos estdo guardados no Laboratério de Patologia Experimental do

CAISM/UNICAMP.

3.5.6. Leitura dos resultados

Foi realizada em microscopio 6ptico comum, no aumento de 40 vezes,
por um unico médico anatomopatologista, de modo semi-objetivo, examinando-
se todos os campos de todos os fragmentos do tumor. Foram considerados
positivos todos os ntcleos celulares corados de marrom, independente da sua
intensidade, para p53, todos os citoplasmas corados de marrom, independente
da sua intensidade, para bcl-2 e todas as membranas celulares coradas de
marrom gue variou com a intensidade, para c-erbB-2. As laminas foram

analisadas e classificadas semiquantitativamente, conforme descrito acima.
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3.6. Instrumento para Coleta de Dados

A coleta de dados foi realizada através do preenchimento de uma ficha
criada para este estudo (ANEXO 1). Para cada caso foi atribuido um nimero de

identificacao.

Os dados foram obtidos do prontuario médico das pacientes atendidas
no CAISM ou do sistema de informacao do laboratério de patologia privado. Os
resultados da analise imuno-histoquimica foram anotados na mesma ficha do

ANEXO 1.

3.7. Processamento e Analise dos Dados

Qs dados franscritos na ficha foram revisados manuaimente para
deteccdo de possiveis erros de selegédo e preenchimento. A partir do Epi-info
versao 6.04 (DEAN et al., 1994), foi criado um banco de dados com codificagéo
das variaveis. A digitacdo do banco foi feita com conferéncia manual atraves da
listagem dos dados, na ordem em que foram digitados. A revisdo da
consisténcia dos dados foi feita através de tabelas descritivas. Em seguida, o
arquivo gerado foi transportado para o programa Stafistical Analysis System for
Personal Computer, versao 6.12 (CARY, 1989) para realizacado da analise dos

resultados, através dos seguintes tesies estatisticos:

= Teste de McNemar para andlise da associacdo de dados pareados
(ALTMAN, 1991),
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» Teste exato de Fisher para andlise da associagéo de dados nao-
pareados (ALTMAN, 1991),

= Odds ratio para estimar a magnitude da associagdo, com intervalo de
confianga de 95% (ALTMAN, 1991).

Estipulou-se um erro o de 0,05 e um erro B de 0,20. Foram considerados

resultados estatisticamente significativos quando o “ p-valor” foi menor ou igual

a 0,05.

3.8. Aspectos Eticos

O estudo foi retrospectivo e realizado a partir dos blocos de parafina
contendo material de pecas cirirgicas das mulheres. Estes blocos estavam
arquivados no Laboratério de Patologia Experimental do CAISM e em um
laboratorio privado de Campinas e foram localizados a partir do levantamento
de laudos anatomopatologicos dos prontudrios médicos ou do sistema de
informacgées do laboratério privado. Nenhuma mulher foi identificada pelo nome,
mas sim pelos nimeros do prontuario ou da biopsia. A conduta clinica
permaneceu inalterada e, portanto, ndo houve riscos nem beneficios diretos

para as mulheres incluidas neste estudo.
Entende-se que nao foi necessario o Termo de Consentimento porgue:

» os dados foram colhidos apos o atendimento;

= nenhum dos pesquisadores teve contato direto com as mulheres;
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» nao houve qualquer alteracgdo na rotina assistencial;

= as variaveis foram colhidas de prontuarios, sistema de informagoes e
andlise de material armazenado em blocos de parafina oriundos de

cirurgias prévias.

Os dados obtidos foram utilizados de maneira confidencial, obedecendo
os preceitos do Cédigo de Etica Médica para utilizago cientifica de dados de
pacientes e respeitados os principios enunciados na DECLARACAO DE
HELSINQUE il (2000) e na Resolugao 196/96 do Conselho Nacional de Saude

(BRASIL, 1996).

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Pesquisa do
Departamento de Tocoginecologia do CAISM e pelo Comité de Etica em
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4. Resultados

A maioria das amostras de tecido analisadas foi positiva para bcl-2, tanto
no tecido nao-neoplasico quanto nos carcinomas in sifu e invasivo. A
prevaléncia da expressdo da proteina bcl-2 no tecido ndo-neoplasico foi de
98%. no carcinoma in situ foi de 75% e no carcinoma invasivo foi de 64%, e
essas diferencas foram estatisticamente significativas. A magnitude da
diferenga entre a expressdo da proteina bcl-2 foi maior entre o tecido nao-
neoplasico e o carcinoma ductal in situ, com odds de 0,05, do que entre o
carcinoma ductal in situ e o carcinoma invasivo, cujo odds foi de 0,60. Deve-se
considerar que a técnica para estimar os valores do odds e seus respectivos
intervalos de confianca (IC) foram para grupos nao-pareados, o que explica ter-
se obtido um p-valor menor do que 0,05 para a diferenca da prevaléncia da
expressao entre b carcinoma in situ e o invasivo e um odds com IC nao-
significativo, mas nao inviabiliza a comparagéo da magnitude da associagao

(Tabela 1).
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TABELA 1

Distribuicao percentual da expressao da proteina bcl-2 no tecido nao-
neoplasico, no carcinoma in situ e no carcinoma invasivo da mama

Tec. Néo- Carcinoma Carcinoma

Proteina bcl-2 neoplasico in situ invasivo
n % n % n %
Positivo 55 o8 42 75 36 64
Negativo 1 2 14 25 20 36
TOTAL 56 100 56 100 56 100

Tecido ndo-neoplasico x carcinoma in sifu:

p-valor < 0,01 (Teste de McNemar), odds 0,05 - 1C 95% (0 - 0,42};
Carcinoma in situ x invasivo:

p-valor = 0,03 (Teste de McNemar), odds 0,60 - IC 95% (0,24 - 1.46)

N&o foi observada expresséo da proteina c-erbB-2 no tecido nao-neoplasico,
enguanto que a prevaléncia no carcinoma in situ foi de 68% e no carcinoma
invasivo foi de 61%. Portanto, houve um aumento estatisticamente significativo
da positividade entre o tecido n&o-neoplasico e o carcinoma in sifu. Por outro
lado, ndo houve variagdo estatisticamente significativa da expressao da

proteina c-erbB-2 entre o carcinoma in situ e o carcinoma invasivo (Tabela 2).

TABELA 2

Distribui¢cio percentual da expressao da proteina c-erbB-2 no tecido nAQ-
NEOPLASICO, no carcinoma in situ e no carcinoma invasivo da mama

Tec. Nao- Carcinoma Carcinoma

Proteina c-erbB-2 neoplasico in situ invasivo
n % n % n %
Positivo 0 0 38 68 34 61
Negativo 56 100 18 32 22 39
TOTAL 58 100 56 100 56 100

Tecido nao-neoplasico x carcinoma in sifu: p < 0,01(Teste de McNemar);
Carcinoma in sifu x invasivo: p = 0,13 (Teste de McNemar).
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A prevaléncia da expressao da proteina p53 no tecido n&o-neoplasico foi
de 2%, no carcinoma in situ foi de 18% e no carcinoma invasivo foi de 16%.
Portanto, houve um aumento estatisticamente significativo da positividade entre
o tecido nao-neoplasico e o carcinoma in situ com odds de 11,86. No entanto,
nao houve variagéo da positividade entre o carcinoma in situ e o carcinoma

invasivo, com odds de 0,88 (Tabela 3).

TABELA 3

Distribuicdo percentual da expresséo da proteina p53 no tecido nao-
neoplasico, no carcinoma in situ e no carcinoma invasivo da mama

W
e e e e e T e LS eSSl

Tec. Nao- Carcinoma Carcinoma

Proteina bel-2 neoplasico in situ invasivo
n % n % n %
Positivo 1 2 10 18 9 16
Negativo 55 98 46 82 47 84
TOTAL 56 100 56 100 56 100

e e e e

Tecido ndo-neoplasico x carcinoma in siftu, p = 0,01 (Teste de McNemar), odds 1196 - IC85% (1,48 -
258,91) ;

Carcinoma in situ x invasivo, p = 1,00 (Teste de McNemar), odds 0,88 - 1C95% (0,28 - 2,62)

A expressdo da proteina bcl-2 foi significativamente menor nos
carcinomas in situ subtipo comedocarcinoma (p=0,02), com odds ratio de 0,20.
N3o houve diferenca estatisticamente significativa da expressao da proteina
c-erbB-2 nos carcinomas in situ subtipo comedocarcinoma e nao-comedocarcinoma

(p=0,07). A expressido da proteina p53 também nac mostrou diferenca
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estatisticamente significativa entre o comedocarcinoma e o ndo-comedocarcinoma

(Tabeia 4).

TABELA 4

Expressdo das proteinas bcl-2, c-erbB-2 e p53 de acordo
com o subtipo histoldgico do carcinoma in situ da mama

s

Comedo Nao-comedo
Proteina p valor @ Odds IC 95%
n % n o ratio
Bel-2 0,02 0,20 0,04 0,85
Positivo 11 55 31 86
Negativo 9 45 5 14
c-erbB-2 0,07 405 0,80-2481
Positivo 17 85 21 58
Negativo 3 15 15 42
p53 0,14 343 0,87 -18,83
Positivo 6 30 4 6
Negativo 14 70 32 94

frr e e

(a) teste exato de Fisher
Obs.: IC 95%= Intervalo de Conflanca a 95%

A expressdo da proteina bcl-2 no carcinoma in situ foi significativamente
menor no grau nuclear 3 do carcinoma in sifu, em relagdo aos graus nucleares
1 e 2 analisados conjuntamente (p=0,04), com odds ratio de 0,24. A expressao

da proteina c-erbB-2 foi significativamente maior no grau nuclear 3 do
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carcinoma in situ, em relagdo aos graus nucleares 1 e 2 analisados
conjuntamente (p<0,01), com odds ratio de 7,86. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre a expressé&o da proteina p53 no grau nuclear

3 e nos graus nucleares 1 e 2 do carcinoma in situ (p=0,07) (Tabela 5).

TABELA 5

Expressdo das proteinas bci-2, c-erbB-2 e p53 de acordo
com o grau nuclear do carcinoma in situ da mama

GN1® GN2Z¥ GN1e2® GN 3@
Proteina 7 pvalor® 9995 o5
n n % n % ti

bel-2 0,04 024 0,06-0,90
Positivo 3 22 86 15 60

Negativo 2 2 14 10 40

c-erbB-2 <0.01 786 1,92-3215
Positivo 1 13 48 22 88

Negativo 4 11 52 3 12

p53 0,07 525 098-282
Positivo 0 2 T 7 28

Negativo 5 22 93 18 72

[
Foram excluidos dois casos em que o grau nuclear ndo foi determinado

Foram agrupados os casos de graus nucleares 1 e 2 para a analise estatistica (o agrupamenio foi possivel
por se tratarem de variaveis categdricas e ordenadas)

(c) teste exato de Fisher
Obs.: GN = grau nuclear; IC 95%= Intervalo de confianga a 85%

Ndo houve diferenca estatisticamente significativa na expressdo da

proteina bcl-2 entre o grau histolégico 11l do carcinoma invasivo, em relagao aos
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graus histologicos | e N analisados conjuntamente (p=0,32). Nao houve
diferenca estatisticamente significativa na expresséo da proteina c-erbB-2 entre
o grau histolégico 1l do carcinoma invasivo, em relagio aos graus histologicos |
e |l analisados conjuntamente (p=0,75). Nao houve diferenga estatisticamente
significativa na expressdo da proteina p53 entre o grau histologico llI do
carcinoma invasivo, em relacdo aos graus histologicos | e Il analisados

conjuntamente (p=0,70) (Tabela 6).

TABELA 6

Expressao das proteinas bcil-2, c-erbB-2 e p53 de acordo com
o grau histologico (GH) do carcinoma invasivo da mama

00—

GHI® GHI® GHlel® GHmM®
Proteina e pvalor @ Odds IC 95%
n n % n % ratio

bel-2 0,32 042 0,09-178
Positivo 2 10 80 20 63

Negativo 0 3 20 12 37

c-erbB-2 0,75 146 042-505
Positivo 0 8 53 20 63

Negativo 2 5 47 12 37

p53 0,70 0,74 0,15-3.,861
Positivo 0 3 20 5 16

Negativo 2 10 80 27 84

09000 RSV AR VLTS

Foram excluidos nove casos em que © grau nuclear n&o foi determinado

Foram agrupados os casos de graus histologicos | e # para a andlise estatistica (o0 agrupamento foi
possivel por se tratarem de varidveis categdricas e ordenadas)

{¢) teste exato de Fisher
Obs.: GH = grau histolégico; IC 95%= Intervalo de confianga a 95%
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A expressao da proteina bcl-2 no carcinoma invasivo foi significativamente
menor no grau nuclear 3 em relagao aos graus nucleares 1 e 2 analisados
conjuntamente, porém com significancia limitrofe (p=0,05) e odds ratio de 0,24.
A expressao da proteina c-erbB-2 n&o foi significativamente diferente no grau
nuclear 3 em relagdo aos graus nucleares 1 e 2 analisados conjuntamente
(p=0,06). A expresséao da proteina p53 foi significativamente maior no grau
nuclear 3 em relacao aos graus nucleares 1 e 2 analisados conjuntamente

(p<0,01), com odds ratio de 10,0 (Tabela 7).

TABELA 7

Expressao das proteinas bcl-2, c-erbB-2 e p53 de acordo
com o grau nuclear do carcinoma invasivo da mama

_ GN1® GN2® GN1e2® GN3® s Odds

Proteina ey VIO ¢ : IC 95%
n n % n % ratio

bel-2 0,05 0,24 0,06-0,91
Positivo 2 23 78 7 47
Negativo 0 7 22 8 53
c-erbB-2 0,06 40 094-186,92
Positivo 0 16 50 12 80
Negativo 2 14 50 3 20
p53 < 0,01 10,0 1,71 -~58,43
Positivo 0 2 B 6 40
Negativo 2 28 94 9 60

e e e
Foram excluidos nove cases em que o grau nuclear nao foi determinado

Foram agrupados os casos de graus nucleares 1 e 2 para a analise estatistica (o agrupamenio foi possivel
por se tratarem de variaveis categdricas e ordenadas)

(c) teste exato de Fisher
Obs.: IC 95%= Intervalo de Confianga a 85%
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A maioria dos casos apresentou expressao positiva para bel-2 nos trés
componentes. Dezenove casos apresentaram expresséo positiva de bcl-2 no
tecido nao-neoplasico e negativa no carcinoma invasivo; destes casos, 13

foram negativos também para o carcinoma ductal in sifu (Quadro 1).

| Positivo Negativo

Quadro 1. Variagcdo da expresséo da proteina bcl-2 entre o tecido ndo-
neoplasico, o carcinoma ductal in situ e o carcinoma invasivo da mama.

Em todos os casos analisados ndo se encontrou positividade da
expressdo da proteina c-erbB-2 no tecido nio-neoplasico. Na maioria dos
casos, houve expressao positiva de c-erbB-2 no carcinoma ductal in siftu e no
carcinoma invasivo. O segundo padrdo mais freqiiente foi ser negativa a

expressao de c-erbB-2 nos trés componentes (Quadro 2) .
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Quadro 2. Variagcdo da expressdo da proteina c-erbB-2 entre o tecido ndo-
neoplasico, o carcinoma ductal in situ e o carcinoma invasivo da mama.

A maioria dos casos nao apresentou expressio da proteina p53 no tecido
nao-neoplasico, no carcinoma ductal in situ e no carcinoma invasivo. O segundo
padréo mais freqente foi a expressao negativa da proteina p53 no tecido nao-
neoplasico e positiva para o carcinoma ductal in situ e carcinoma invasivo

(Quadro 3).

2 4
1 2
1 2

Positivo Negativo

Quadro 3. Variagdo da expressédo da proteina p53 entre o tecido néo-
neoplasico, o carcinoma ductal in situ e o carcinoma invasivo da mama.
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5. Discussao

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, a expressdo da
proteina bcl-2 € mais freqliente no tecido nao-neoplasico do que no carcinoma
in situ, que por sua vez & mais fregliente que no carcinoma invasivo da mama,
ou seja, a expressao desta proteina diminui conforme aumenta a gravidade
clinica da lesdo histologica. A expressdo das proteinas c-erbB-2 e pb3 é
praticamente ausente no tecido ndo neoplasico e esta presente no carcinomas
ductal in situ e invasivo, ou seja, nas lesdes histoldgicas clinicamente mais

graves.

Ao analisar a expressao da proteina bcl-2 nas células epiteliais normais
ou nas hiperplasias tipicas ou atipicas da mama, atraves da imuno-
histoquimica, varios estudos enconfraram expressao elevada, que variou de
96% a 100% dos casos (SIZIOPIKOU et al., 1996, MUSTONEN et al., 1997
ZHANG et al, 1997; VIACAVA et al., 1999). Este estudo obteve resultados
semelhantes, com 98% dos casos com expressao positiva de bcl-2 no tecido

néo-neoplasico.
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Varios estudos observaram tambem menor expressdo da proteina bcl-2
em tecido ndo-neoplasico em relacao ao carcinoma in situ e deste em relacdo
ao carcinoma invasivo (MUSTONEN et al., 1997; ZHANG et al., 1997; MEGHA

et al., 2000, MOMMERS et al., 2001).

A auséncia da expressdo da proteina p53 em tecido ndo-neoplasico da
mama foi observada em diversos estudos (UMEKITA et al., 1994; SIZIOPIKOU

et al., 1996; VIACAVA et al., 1999).

Na tentativa para melhor compreender a relacdo entre a proteina p53 e
o controle da expressao do Bax e Bcl-2 in vivo, KRAJEWSKI et al. (1997)
estudaram 149 tumores de mama, dos quais 135 eram imunopositivos para
proteina p53. Eles encontraram uma associagdo inversamente significativa
entre as expressoes de bel-2 e pb3 e entre bel-2 e bax, porém nao encontraram

associacéo enire as expressdes de bax e p53.

O mecanismo através do qual o gene p53 seivagem induziria a apoptose
seria pelo aumento da expressdo do gene Bax, que atuaria diminuindo a
expressao do gene Bel-2 (KRAJEWSKI et al., 1997). A proteina p53 identificada
na imuno-histoquimica esta associada a diminuic&o da expressao da proteina
bcl-2, ou seja, em condigdes normais a apoptose nao estaria inibida. Porém,
para que haja multiplicacdo da célula neoplasica e desenvolvimento do tumor, o
ciclo celular precisaria ficar liberado e a apoptose inibida, o gque ocorreria por
algum mecanisme ainda nao esclarecido, provavelmente envolvendo outros

genes.
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Neste estudo nao foi possivel demonstrar associagdo inversa das
expressdes de pb3 e bel-2 nos carcinomas ductal in situ e invasivo, visto que a
positividade da expresséo da proteina p53 nestes dois componentes foi muito
baixa, insuficiente quantitativamente para viabilizar analises estatisticas

conclusivas.

QOutros estudos também n&o encontraram expressao da proteina c-erbB-
2 no tecido n&o-neoplasico e parece ser um resultado consensual (DE POTTER
et al., 1989; ALLRED et al., 1998). Nos carcinomas ductais, a expressao desta
proteina foi cerca de duas vezes mais encontrada nas lestes in situ (43%) que

nas lesdes invasivas (22%) (REVILLION et al., 1998).

Dois estudos identificados avaliaram a associacdo da expressdo de
proteinas com lesbes histolégicas na mesma mama, porém sé o fizeram em
dois componentes morfolégicos. MOMMERS et al. (1998), avaliaram 130 casos
de hiperplasia ductal pela imuno-histoquimica, sendo que apenas 39 casos
tinham um componente invasivo adjacente a lesao hiperplasica. Ao analisar a
expressdo de bcl-2, p53, c-erbB-2, ciclina D1, Ki-67, p21 e p27, nao
encontraram diferenca significativa na expressdo destas proteinas entre as
areas de hiperplasia ductal sem e com area invasiva adjacente. Eles aventaram
a hipdtese de que se a hiperplasia pertence a um espectro carcinogénico, ela
precisaria passar por um estagio intermediario para evoluir para um carcinoma

invasivo e provavelmente esta lesao intermediaria seja o carcinoma in sifu.
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O outro estudo incluiu 81 casos de carcinoma ductal in situ, onde 22
casos (36%) estavam associados com carcinoma invasivo. Naguele estudo
tambem nao foi observada diferenca significativa nas expressdes das proteinas
bcl-2, p53, c-erbB-2, Ki-67 e p27 entre as areas in sifu com e sem componente

invasivo adjacente (MOMMERS et al., 2001).

No presente estudo, verificou-se que a maior reducao da expressao da
proteina bcl-2 ocorreu entre o tecido nao-neoplasico e o carcinoma ductal in situ
(Odds ratio de 0,05). De modo inversamente semelhante, as expressdes das
proteinas p53 e c-erbB-2 surgiram no carcinoma in sifu, pois nenhum caso
apresentou expressac da proteina c-erbB-2 e apenas um caso apresentou

expressao da proteina p53 no tecido nao-neoplasico.

Com relagdo ao subtipo histoldgico do carcinoma ductal in silu, este
estudo mostrou que a expressao da proteina bcl-2 esta diminuida no subtipo
comedocarcinoma. Quanto ao grau nuclear 3 do carcinoma ductal in sifu, a
expressao da proteina bel-2 esta mais freqlientemente ausente e as expressdes
das proteinas c-erbB-2 e p53 estao mais freqUentemente presentes nas células
classificadas neste grau nuclear. Nos carcinomas invasivos, ¢ fendtipo de
expressdo destas proteinas observadas neste estudo em relacdo ao grau
nuclear foi semelhante ao fendtipo do carcinoma ductal in situ. A proteina c-
erbB-2 foi a que mais se associou com 0 grau nuclear do carcinoma in sifu e a
proteina p53 foi a que mais se associou com o grau nuciear no carcinoma

nvasivo.
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Assim, o fenétipo imuno-histoquimico que foi observado do componente
nao-neoplasico para o carcinoma ductal in sifu e deste para o carcinoma
invasivo tem semelhanca com o fendlipo que foi observado entre padroes
morfoloégicos clinicamente menos agressivos para o0s clinicamente mais

agressivos do carcinoma ductal in sifu e do carcinoma invasivo.

Qutros estudos correlacionaram a expressio da proteina bcl-2 com a
morfologia da mama e verificaram que esta proteina se manifesta mais
freqlientemente em lesBes histologicas bem diferenciadas e moderadamente
diferenciadas, tanto do carcinoma ductal in situ (SIZIOPIKOU et al.,, 1996;
GANDHI et al., 1998; QUINN et al., 1998; VIACAVA et al., 1999) quanto do

carcinoma invasivo (ZHANG et al., 1997, MOMMERS et al., 2001).

De modo contrario ao que ocorreu com a proteina bcl-2, em alguns
estudos a expressao da proteina p53 foi mais freqiientemente encontrada nas
lesbes histolégicas pouco diferenciadas, tanto no carcinoma ductal in situ
(SIZIOPIKQOU et al., 1996; QUINN et al,, 1998; VIACAVA et al., 1999) quanto no

carcinoma invasivo da mama (ZHANG et al., 1997; MOMMERS et al., 2001).

A associacdo da expressdo da proteina c-erbB-2 com os padroes
histolégicos de maior agressividade clinica do carcinoma ductal in situ tambem
foi observada por outros estudos (ALLRED et al., 1892; De POTTER et al.,

1995; QUINN et al., 1998; REVILLION e al, 1998; LEAL et al., 1999).

O estudo de MOMMERS et al. (2001) nao encontrou diferenca

significativa entre as expressées das proteinas bcl-2, pb3, c-erbB-2, Ki-67 e p27
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na hiperplasia ductal tipica e no carcinoma ductal in situ bem diferenciado,
porém encontrou diferenga significativa na hiperplasia ductai tipica e no
carcinoma ductal in situ pouco diferenciado. Achou também uma significativa
associagao no padrdo de expressdo destas proteinas entre o carcinoma ductal
in situ bem diferenciado e o invasivo bem diferenciado e nas expressdes destas
proteinas entre os carcinomas ductal in sifu e o invasivo pouco diferenciado.
Por fim, observou que a principal diferenga nas expressdes destas proteinas
ocorrem na transicao da hiperplasia ductal tipica para o carcinoma ductal in situ,
e uma vez que este padrao de express&o surja nesta transicao, ele se mantem

no carcinoma invasivo que tenha o mesmo grau de diferenciagao.

O estudo acima esta de acordo com GUPTA et al. (1997), que lancaram
a hipétese de dois modelos de progressao do carcinoma ductal in situ para o
invasivo da mama. No primeiro (Modelo A), a evolugdo seguiria o padrao de
outras neoplasias epiteliais como a pele e o colo uterino: a partir de uma
hiperplasia ductal tipica evoluiria para uma hiperplasia ductal atipica e desta
para 0 carcinoma ductal in situ bem diferenciado, depois para o
moderadamente diferenciado e para o pouco diferenciado e somente depois
deste é que evoluiria para o carcinoma invasivo. No outro modelo (Modelo B),
as lesdes hiperplasicas tipicas ou atipicas evoluiriam para um dos tipos de
lesao ductal in situ, ou seja, bem diferenciada, moderadamente diferenciada ou
pouco diferenciada ¢ destas lesdes evoluiriam para o carcinoma invasivo
correspondente, ou seja, bem diferenciado, moderadamente diferenciado ou

pouco diferenciado. Eles sugerem, baseados na classificaggo morfoldgica das
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lesdes in situ e invasivas e no seguimento das pacientes, que o Modelo B seria

0 mais provavel na carcinogénese mamaria.

Neste estudo, com casos pareados, obtiveram-se resultados
semelhantes aos dos dois estudos acima citados, uma vez que a principal
alteracdo na expressdo das proteinas bcl-2, c-erbB-2 e p53 ocorreu na

transigdo do tecido ndo-neoplasico para o carcinoma ductal in situ.

Presumidamente, teria importancia clinica identificar as lesdes nao-
neoplasicas que teriam grande potencial para tornarem-se carcinoma in situ e
os carcinomas in sifu que teriam grande potencial para tornarem-se invasivos.
Portanto, interessaria saber como a expressao das proteinas estudadas
poderiam atuar como biomarcadores preditivos do potencial evolutivo das
jesbes do ducto mamario na trajetdria da historia natural do carcinoma da

mama.

Neste sentido, merece destaque a variagao da expressao destas
proteinas nos i{rés componentes da mesma mama, ou seja, na mesma mulher,
ja que nao foi identificado nenhum estudo com resultado semelhante. Destaca-
se que desta forma a “bagagem” genetica seria semelhante e as varia¢bes
encontradas na expressao das proteinas entre os componenies analisados
seriam devido a modificacbes locais e pontuais & néo a variacédo genética entre

as mulheres.

Assim, em dois tercos das mulheres estudadas, a express&o da proteina

bcl-2 estava presente nos trés componentes € em um quarto das mulheres a
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expressdo estava presente apenas no componente nao-neoplasico. Em relacao
a expressao da proteina p53, cerca de trés quartos das mulheres nao
apresentaram expressao nos trés componentes. Portanto, apesar da variagao
detectada da express&o das proteinas bcl-2 e p53 entre os componentes néo-
neoplasicos e carcinoma ductal in sifu, na maioria das mulheres a expressao foi
positiva nos trés componentes para a proteina bcl-2 ou negativa para a proteina
p53. Esta caracteristica pode restringir a possivel utilizacdo clinica da
expressao destas duas proteinas para diferenciar o potencial de transformacao

carcinogénica das lesdes ndo-neoplasicas.

Este resultado foi diferente em relacac a expressao da proteina c-erbB-2,
pois quase dois tercos das mulheres nao apresentaram expressao no
componente nao-neoplasico e apresentaram nos componentes de carcinoma in
situ e carcinoma invasivo. Supostamente, a expressao da proteina c-erbB-2
poderia ser explorada como biomarcador preditivo da evolugio das lesfes nao-

neoplasicas.

Em resumo, os resultados deste estudo permitem inferir que os genes
Bcl-2, C-erbB-2 e p53, estudados através da expressdo de suas respectivas
proteinas, estdo envolvidos nas fases mais iniciais da carcinogénese mamaria
(induc@o), ou seja, na transformacédo do ducto ndo-neoplasico em carcinoma
ductal in situ. Uma vez instalada a lesao intra-epitelial, a progressdo para a
forma invasiva dependeria de outros mecanismos que envolveriam outros
genes. Como consequéncia, estas proteinas nao seriam bons biomarcadores

preditivos da progresséo do carcinoma ductal in situ.
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Do ponto de vista clinico, fambém seria muito importante verificar se a
expressdo destas ou de outras proteinas poderiam identificar os casos de
carcinoma ductal in sifu da mama com maior potencial evolutivo para a forma
invasiva, porém os resultados obtidos neste estudo ndo permitem fazer
qualguer inferéncia neste sentido, visto que todos os casos estudados tiveram o
mesmo desfecho, ou seja, evoluiram até a forma invasiva. Por este motivo,
estudos adicionais dever@o seguir no sentido de comparar ¢ fendtipo imuno-
histoguimico do componente in sifu dos casos que ja tiverem o carcinoma
invasivo associado, com o fenotipo do componente in situ quando nao tiver o

carcinoma invasivo associado.
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1.

5.

6. Conclusoes

A expressao da proteina bcl-2 no tecido nédo-neoplasico foi de 98%, no

carcinoma ductal in situ de 75% e no carcinoma invasivo foi de 64%.

Nzo houve expressdo da proteina c-erbB-2 no tecido n&o-neoplasico. A
expressao da proteina c-erbB-2 no carcinoma ductal in situ foi de 68% e no

carcinoma invasivo foi de 61%.

A expressdo da proteina p53 no tecido ndo-neoplasico foi de 2%, no

carcinoma ductal in siftu 18% e no carcinoma invasivo foi de 16%.

A expressao da proteina bcl-2 associou-se com o subtipo histologico ndo-
comedocarcinoma e com o0s graus nucleares um e dois do carcinoma ductal
in situ. A expressao da proteina c-erbB-2 associou-se ao grau nuclear. Nao
houve associacdo da expressao da proteina p53 com o subtipo histologico

ou com ¢ grau nuclear do carcinoma ductal in situ.

A expressdo da proteina bcl-2 associou-se aos graus nucleares 1 e 2 do

carcinoma invasivo. A expressdo da proteina p53 associou-se ac grau
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nuclear 3. Nao houve variagido da expresséo das proteinas bcl-2, c-erbB-2 e

p53 com o grau histolégico do carcinoma invasivo.

6. A maioria dos casos apresentou expressdo da proteina bcl-2 nos
componentes nao-neoplasico, no carcinoma ductal in sifu e no carcinoma
invasivo. A maioria das mulheres n&o apresentou expressao da proteina p53
nos componentes nac-neoplasico, no carcinoma ductal in sifu e no
carcinoma invasivo. O padrdo mais encontrado com a proteina c-erbB-2 foi
ser negativa no tecido ndo-neoplasico e positiva nos carcinomas in situ e
invasivo. O padréo mais encontrado com a proteina c-erbB-2 foi a auséncia
de expressao no tecido ndo-neoplasico e positiva nos carcinomas in situ e
invasivo. A analise do conjunto dos padrdes identifica que a maior variacéo
da expressao das trés proteinas & entre o componente ndo-neoplasico e o

carcinoma ductal in situ.
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