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RESUMO

A grande incidéncia do cancer de mama no mundo ocidental orienta os esforgos
pela identificacdo e utilizacdo adequada de fatores prognosticos, que, as vezes,
podem falhar na previsdo do curso da doenga e ndo individualizar subgrupos de
maior risco. Um exemplo sdo os 20 a 30% de pacientes com estadio inicial sem
comprometimento linfonodal axilar que apresentam recidiva. O
desenvolvimento da biotecnologia permitiu a identificacdo de alteragles
genéticas relacionadas aos tumores. Nos carcinomas mamarios, as mais
importantes e frequentes alteragdes, atingem o gene supressor de tumor TP53 e o
oncogene c-erbB-2. Este estudo objetivou avaliar o valor prognostico da
detec¢do das proteinas de TPS3 e c-erbB-2 em céncer de mama, estadio inicial.
Foram estudados 156 casos de mulheres com carcinoma primario de mama,
ductal invasivo de estadio clinico I (T1 NO MO0), submetidas a cirurgia
conservadora e radioterapia (QUART), entre 1993 e 1994, com anadlise
laboratorial feita por imunohistoquimica, sendo usados para p53 os anticorpos
DO7 e PAB1801 e para c-erbB-2 o anticorpo NCL-B11. A detec¢do de p53
correlacionou com diminui¢cdo da sobrevida global (p=0,0081) e livre de
doenga(p=0,0052). C-erbB-2 esteve correlacionado com sobrevida livre de
doeng¢a(p=0,00001). Ambas proteinas, quando analisadas em conjunto
conseguiram ser ligadas a sobrevida global e livre de doenga,
respectivamente(p=0,0019 e p=0,00001). A identifica¢do por imunohistoquimica
obteve os indices descritos na literatura para o estddio em questdo, devendo
portanto ser utilizada no carcinoma mamario inicial. A identificacdo de grupo
com risco tdo aumentado para recidiva e Obito torna p53 e c-erbB-2 fatores de
prognoéstico de fundamental avaliagdo. O emprego desses resultados na selegéo

do melhor esquema terapéutico sera no futuro breve realidade.



1. INTRODUCAO

O céancer de mama vem ocupando lugar de destaque nos ultimos anos, tendo
enorme impacto sobre a satde da mulher. Anualmente, nos Estados Unidos, 180.000
mulheres apresentam diagnostico e 44.000 morrem de cancer de mama. O cancer ma-
mario contribui com 30% da incidéncia total de cancer entre mulheres e € a segunda
causa mortis por cancer, sendo superado somente pelo cancer de pulmdo na popula-
¢do em geral (NATIONAL CENTER FOR HEALTH STATISTICS, 1998).

No Brasil, segundo estimativa do Instituto Nacional do Cancer (Inca), sdo diag-
nosticados 28.340 casos novos de cincer de mama por ano com taxa bruta de incidén-
cia de 33,58/100.000 e 8.245 obitos por ano (taxa bruta de mortalidade de
9,78/100.000). Muitos paises, inclusive o Brasil, adotaram, nas ultimas décadas, o pro-
grama de detecgdo do cancer de mama com rastreio mamografico seriado. O diagnds-
tico precoce de tumores em estadio clinico inicial tem sido mais freqiiente e permitido

redugio das taxas de morbidade e mortalidade (MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

Figura 1. Representacdo espacial da taxa de incidéncia de cancer de mama por 100.000
mulheres estimada para o ano 2000 segundo a Unidade da Federagéo (Brasil, Ministério
da Salude; 2000)



Pacientes no estddio clinico I, isto €, com tumores de até 2 cm e auséncia de
comprometimento de ginglios axilares — em que se espera curso natural da doenga
favoravel — apresentam taxa de recidiva local e metastase a distdncia de cerca de
20% (CHU, 1996). Na 1ltima década, pesquisadores t€ém concentrado esforg¢os a fim
de separar, entre os casos de mesmo estadio clinico, grupos de maior risco, por meio
da identificagdo de novos fatores prognosticos. A necessidade de individualizar os tu-
mores, aliada ao desenvolvimento tecnoldgico atual, possibilitou a detec¢do das alte-

ragdes genéticas em células malignas (BIECHE e LIDEREAU, 1995).

1.1. FATORES PREDISPONENTES

Virios fatores tornam parte da populagdo mais predisposta a desenvolver o
cancer de mama e a identificag¢do deste grupo permite estabelecer o rastreio e diag-
nostico precoce. O sexo € fator de risco mais facilmente evidenciado, pois, a cada 100
mulheres acometidas, somente um homem apresenta cdncer de mama (NATIONAL
CENTER FOR HEALTH STATISTICS, 1998).

A idade € um dos mais relevantes fatores de risco para cancer em geral. O can-
cer de mama € raro antes dos 20 anos e incomum entre mulheres de 30 anos. A inci-
déncia aumenta agudamente da menacme até menopausa e, depois, sofre uma dimi-
nui¢do. O comportamento da incidéncia do cancer de mama em relagéo a sexo ¢ ida-
de sugere envolvimento etiopatogénico dos hormédnios sexuais (NATIONAL CEN-
TER FOR HEALTH STATISTICS, 1998).

A incidéncia de cancer de mama feminino varia marcadamente entre os pai-
ses; sendo alta nos Estados Unidos e norte de Europa, intermediéria no sul, leste da
Europa e também na América do Sul e baixa na Asia. Lugares que, historicamente,
apresentam baixa incidéncia tém sofrido alteragdes dessas taxas nos ultimos anos, de-

vido a adogdo do estilo de estilo de vida ocidental e mudanga do comportamento re-

produtivo (PIKE et al., 1991; PARKIN et al., 1992).



O nivel socioecondémico e comportamentos reprodutivos de risco influenciam
decisivamente a incidéncia em diferentes ragas. Afroamericanas apresentam menor
incidéncia de cancer de mama comparada com americanas brancas. Este fato pode ser
explicado pelo numero aumentado de gestagdes a termo e em idade precoces entre as
afroamericanas (PARKIN et al., 1992; STURGEON et al., 1995).

Idade de menarca precoce, ciclos menstruais curtos, nuliparidade, baixa pari-
dade, idade tardia da primeira gestagdo a termo, abortos induzidos ou espontaneos,
menopausa tardia, entre outros, aumentam a exposi¢ao aos hormonios sexuais e ma-
nuten¢do das células em estado indiferenciado de desenvolvimento. Este cenario fa-
vorece a susceptibilidade aos carcindgenos e acumulo de mutagdes (ROSNER et al.,
1994; PALMER et al., 1997).

A andlise dos fatores reprodutivos enriquece a detecgfio dos grupos com risco
mais elevado para cancer de mama. O uso de anticoncepcionais orais em idade pre-
coce ¢ terapia de reposi¢cdo hormonal por mais de 10 anos proporciona discreto au-
mento do risco relativo de cancer de mama (WHITE et al., 1994; COLLABORATIVE
GROUP ON HORMONAL FACTORS IN BREAST CANCER, 1997).

Aspecto de especial relevancia atualmente € a histéria familiar de cancer de
mama. A grande maioria dos tumores de mama ¢é tida como esporadica; porém, em
torno de 5 a 10% dos casos apresentam caracteristicas de envolvimento dos fatores
hereditdrios (BREAST CANCER LINKAGE CONSORTIOUM PATHOLOGY OF
FAMILIAL BREAST CANCER, 1997). Os principais genes identificados até o mo-
mento nos casos de cancer de mama hereditario sio BRCA1, BRCA2, TP53 e ATM.
Varias sindromes descritas relacionadas ao cancer de mama hereditario séo as sindro-
mes mama-ovario, Li-Fraumeni, ataxia-telangectasia, doenca de Cowden, Peutz-Jeg-
hers e Muir-Torre (BREAST CANCER LINKAGE CONSORTIOUM PATHOLOGY
OF FAMILIAL BREAST CANCER, 1997).

Outros elementos ligados principalmente ao estilo de vida, como sedentaris-
mo, obesidade, além de consumo habitual de gorduras e alcool, sdo relacionados, na

literatura, ao risco relativo aumentado para cancer de mama (SMITH-WARNER et



al., 1998; HOLMES et al., 1998; ZHANG et al., 1999).

1.2. HISTORIA NATURAL DA DOENCA

O longo periodo de evolugdo da doenga € um dos aspectos mais marcantes da
historia natural do cancer de mama. O tempo médio de duplica¢do tumoral € de 100
dias, sendo necessarios, entdo, oito anos para uma unica célula maligna se transfor-
mar em tumor de 1 cm clinicamente detectavel NORTOM, 1998).

Apesar de férmulas matematicas baseadas no esquema de progressdo logarit-
mica tumoral terem grande apelo didatico, a realidade se traduz com mais complexi-
dade, tornando o tempo de duplica¢do tumoral uma resultante entre a fragdo de cres-
cimento celular e a perda celular. O aumento tumoral pode também ser ciclico, com
fase de crescimento que obedece a ritmo logaritmico, entremeado por fase latente
(NORTOM, 1998).

O cancer primdrio de mama obedece a um modelo de disseminag@o que con-
siste em infiltragdo direta no parénquima mamario, posteriormente por entre os duc-
tos mamarios em dire¢do aos linfaticos mamarios (QUIET et al., 1995; QUIET et al.,
1996). O envolvimento dos géanglios linfaticos também segue um padrdo de propaga-
¢do, sendo primeiramente acometidos os linfonodos axilares homolaterais, seguidos
pelos ganglios mamarios internos e axilares contralaterais e, finalmente, pelos supra-
claviculares. A propaga¢do hematogénica assume papel de menor relevancia, porém
enriquecendo as possibilidades de apresentacdo clinica dos tumores (GRAY, 1939). A
presenga de metéstases a distancia pode se dar em inumeros 6rgdos, sendo os mais
freqiientemente acometidos os o0ssos, pulméo e figado. O periodo de desenvolvimen-
to de metastases a distdncia é muito variavel e influenciado pelo tamanho tumoral e
acometimento linfonodal e pode se tornar extremamente longo, o que faz com que o
critério de cura seja muito problematico (WARREN, 1993).

O estadiamento tumoral adotado para cancer de mama (fumor node metastasis



— TNM) agrupa os tumores em estadios clinicos para facilitar o manuseio terapéutico,
bem como estabelece faixas de comportamento prognostico (AMERICAN JOINT

COMMITTEE ON CANCER, 1997) (Tabela 1).

Tabela1. Estadiamento clinico de carcinoma mamario de acordo com a quinta edicdo do
American Joint Commitee on Cancer (1997)

Tumor primario

X Tumor primario que ndo pode ser avaliado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

™ Tumor de 2 cm ou menos no maior didmetro

T1mic Microinvasdo de 0,1 cm ou menos no maior didmetro

T1a Tumor maior que 0,1 cm e menor que 0,5 no maior diametro

T1b Tumor maior que 0,5 cm e menor que 1 cm no maior didmetro

T1c Tumor maior que 1 cm e menor que 2 cm no maior didmetro

T2 Tumor maior que 2 cm e menor que 5 cm no maior didmetro

T3 Tumor maior que 5 cm no maior didmetro

T4 Tumor de qualquer tamanho com extensao direta para: pare-
de toracica e pele, como descrito a seguir

T4a Extens@o a parede toracica

T4b Edema, ulceragédo da pele da mama, nodulos satélites na
pele confinados & mesma mama

T4c Ambos (T4a e T4b)

T4d Carcinoma inflamatério

Linfonodos regionais

NX Linfonodos regionais que ndo podem ser avaliados
NO Sem metastases em linfonodos regionais
N1 Metastases méveis em linfonodos axilares ipsilaterais
N2 Metastases fixas a outras estruturas em linfonodos axilares
ipsilaterais
N3 Metastases em linfonodos mamarios internos ipsilaterais
Metastases
MX Metastases a distancia, que ndo podem ser avaliadas
MO Auséncia de metastases a distancia
M1 Metastases a distancia
Estadiamento clinico
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio | T1 NO MO
Estadio 1A TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
Estadio IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
Estadio IlIIA TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Estadio I1IB T4 qualquer N MO
qualquer T N3 MO

Estadio IV qualquer T qualquer N M1




1.3. FATORES PROGNOSTICOS

O céncer de mama se apresenta como uma doenga de grande diversidade fe-
notipica, consistindo a identificacdo de grupos progndsticos um constante desafio
para clinicos e pesquisadores. Alguns possiveis fatores prognoésticos descritos na lite-
ratura sdo a extensdo anatdmica tumoral, a biologia e as caracteristicas tumorais iden-
tificadas por técnicas de biologia molecular, como a presenga de oncogenes € genes

Supressorcs de tumor.

1.3.1. Extensao anatémica tumoral

Iniimeros fatores concorrem para a identificagdo da extensdo anatémica tumo-
ral. O tamanho do tumor € fator importante e diretamente relacionado ao estado de
comprometimento linfonodal (NEMOTO et al., 1983). Entre os pacientes com carci-
noma mamario sem comprometimento de ganglios axilares, a determinacdo do tama-
nho tumoral € forte fator prognoéstico, sendo relacionada as taxas de recorréncia da
doenca (KOSCIELNY et al., 1984).

Inimeros estudos tém examinado a relagdo entre tamanho tumoral e evolugéo
clinica. As taxas de recidiva da doen¢a geralmente aumentam na razdo diretamente
proporcional ao aumento tumoral (FISHER et al., 1969; ADAIR et al., 1974; NEMO-
TO et al., 1980; KOSCIELNY et al., 1984; CARTER et al., 1986; MOON et al.,
1987; CARTER et al., 1989; ROSEN et al., 1989a; ROSEN et al., 1989b).

A utiliza¢@o do tamanho do tumor em casos cujos linfonodos estdo livres de
invasdo tumoral, a fim de definir o emprego de terapia adjuvante foi proposta e vem
sendo observada em muitos centros terapéuticos (MCGUIRE e CLARK, 1992). Es-
tudo realizado pelo National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP)
relatou uma taxa de recorréncia de 25% entre pacientes livres de acometimento axi-
lar e receptor estrogénico negativo (RE negativo) (FISHER et al., 1989).

A presenga ou auséncia de envolvimento metastético linfonodal axilar € o fa-



tor prognoéstico mais poderoso disponivel para pacientes com carcinoma mamario pri-
mario. Apesar de o envolvimento linfonodal estar associado a tumores maiores, apre-
senta-se como fator relativamente independente de outros marcadores biolégicos, in-
cluindo presenga de receptores esteroidicos ¢ medidas de proliferagdo tumoral
(CHADHA et al., 1994).

A dissecgdo axilar prové, portanto, importante informagdo prognoéstica, mas
seu valor terapéutico em obter controle locoregional € questionado. Muitos investiga-
dores tém conduzido pesquisas no intuito de substituir a dissec¢do axilar por dados
fornecidos por meio do uso de outros fatores progndsticos disponiveis, mas sem su-
cesso (CHADHA et al., 1994; SILVERSTEIN et al., 1994; RAVDIN et al., 1994).

A prética médica vigente, baseada em estudos cientificos classicos — de mi-
nistrar terapia sistémica adjuvante para todos os casos com comprometimento axilar
comprovado, sem contra-indicagdo — mostra que o grupo de pacientes com necessi-
dade de busca de novos fatores prognosticos € o aquele sem metastases linfonodais.

Quando colocados juntos os dados de tamanho do tumor e estado linfonodal,
somados a presenga de lesdes a distancia, obtemos a classificagdo por estadiamento
clinico-patolégico (TNM), que agrupa pacientes conforme a extensido da doenga. A
classificagdo atual ¢ a quinta edigdo elaborada pelo American Joint Committee on
Cancer (AJCC) (FISHER et al., 1969; CARTER et al., 1989; SMITH et al., 1997;
CADY et al., 1996; AMERICAN JOINT COMMITTEE ON CANCER, 1997). A
multicentricidade, bem como a invasibilidade dos vasos sangiiineos e linfaticos e in-
vasdo perineural, sdo dados complementares de grande relevéncia, fornecidos pelo

exame anatomo-patolégico (LESSER et al., 1982).

1.3.2. Biologia tumoral

As caracteristicas histoldgicas apresentados pela anatomia patoldgica sio fun-

damentais e, juntamente com o estadiamento clinico, norteiam, ha muito, a defini¢do

progndstica e orientagdo terapéutica, na grande maioria dos casos (PAGE e ANDER-



SEN 1987; HENSON et al., 1991; MANSOUR et al., 1994; GUPTA et al., 1997).

O tipo histoldgico, grau de diferenciag¢do celular e nuclear, além do conheci-
mento dos receptores hormonais, sfo ricos em informag@o prognoéstica e preditiva
(WENGER et al., 1993; MOLINO et al., 1997; ROBERTI, 1997). Os tipos histologi-
cos mais comuns sdo o ductal invasivo e lobular invasivo em suas formas puras ou
em combinag@o com outros tipos tumorais. Pacientes com carcinoma ductal invasivo
geralmente tém alta incidéncia de comprometimento axilar e evolugdo clinica desfa-
voravel, quando comparados aos pacientes com tumores invasivos menos freqiientes,

como por exemplo os medulares. O Quadro 1 expde a classificagdo dos tipos histol6-

gicos dos carcinomas mamarios.

Quadro 1. Tipos histopatolégicos de carcinomas mamarios

Carcinoma sem outras especificagbes
Ductal
intraductal (in situ)
invasivo com predominancia do componente intraductal
invasivo
comedocarcinoma
inflamatério
medular
mucinoso ou coléide
papilar
esquirroso
tubular
outros
Lobular
in situ
invasivo com componente in situ predominante
invasivo
Mamilar
doenca de Paget
doenca de Paget com carcinoma intraductal
doenca de Paget com carcinoma ductal invasivo
Carcinoma indiferenciado
Qutros




O grau histopatolégico tumoral é componente padrdo dos laudos de anatomia
patoldgica, porém a falta de reprodutibilidade e de concordancia entre diferentes ob-
servadores sO conseguiu ser superada quando tomou-se a iniciativa de criar classifi-
ca¢les padronizadas. A mais usada é de Scarf-Bloom-Richardson (SBR), que avalia
grau de diferenciag@o celular, pleomorfismo e indice mitético (AMERICAN JOINT
COMMITTEE ON CANCER, 1997) (Tabela 2).

Tabela 2. Classificagédo histopatolégica tumoral de Scarf-Bloom-Richardson

GX Grau n&o pode ser avaliado

G1 Bem diferenciado

G2 Moderadamente diferenciado

G3 Pouco diferenciado ou indiferenciado

O estado do receptor esteroidico, determinado por ensaio com ligantes, tem
sido usado ha muitos anos nas decisGes terapéuticas em cancer de mama avangado. O
primeiro relato da significdncia progndstica na detecgdo de receptor estrogénico (RE)
foi feito em 1977 (KNIGHT et al., 1977). Apesar de alguns resultados conflitantes, os
estudos com casuistica ampla e seguimento longo demonstraram que tumores com
RE positivo apresentam intervalo livre de doenga prolongado, atingindo uma vanta-
gem de 10% (CLARK e MCGUIRE, 1988).

A presenca do receptor de progesterona (RP) ¢ indicativa de via de resposta es-
trogénica intacta, pois esta proteina é produzida por estimulo estrogénico (HOROWITZ
etal., 1975). Em analises multivariadas de pacientes sem linfonodos axilares comprome-
tidos, ambos RE e RP correlacionam-se com a evolugao clinica. Freqgiientemente o esta-
do de RE correlaciona-se fortemente com intervalo livre de doenca e RP com sobrevida
global, provavelmente por ser melhor como fator preditivo da resposta a terapia endécri-
na depois de doenca recorrente. Os niveis de RP e RE s&o relacionados inversamente aos
indices proliferativos e diretamente ao grau histologico tumoral (SILVESTRINI, 1994;
WENGER et al., 1993). As concentragdes de RE aumentam linearmente com a idade;
entretanto, as de RP sfo dependentes do estado menopausal (CLARK et al., 1984).
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O estudo atual da cinética celular com o reconhecimento da frag@o celular que
se encontra em fase S (sintese de DNA), a andlise da ploidia celular, além de outros
indices proliferativos, como o antigeno Ki67, ANPC (antigeno nuclear de prolifera-
¢do celular), indice mitético e de timidina, sdo elementos relevantes para o conheci-

mento do comportamento das células malignas (WENGER et al., 1993).

1.3.3. Biologia molecular do tumor

O céncer € uma doenga com origem fundamentada em alteragdes em varios ti-
pos de genes; os genes supressores de tumor, os proto-oncogenes e genes de reparo
de DNA (FISHER et al., 1988; WENGER et al., 1998; DICKSON e¢ LIPPMAN,
1997). No cancer de mama, um esquema de progressdo tumoral, a exemplo do que
ocorre com cancer de colon, sempre foi de dificil construgdo, pois mesmo o evento
inicial € discutivel. Ainda assim, a passagem de epitélio ductal normal para lesGes
proliferativas tipicas, atipicas, carcinoma iz situ e invasor é acompanhada por muta-
¢des com inativa¢do em genes supressores de tumor, bem como ativagdo de oncoge-
nes, ambos ligados ao ciclo celular. Dentre as alteragdes genéticas mais importantes
em cancer de mama, as mais explicativas sdo as que atingem o TP53, um gene supres-

sor de tumor, e o c-erbB-2, um oncogene (SATO et al.. 1991; NAGALI 1993).

1.3.3.1. TP53

Em 1979, a proteina p53 foi identificada, complexada a oncoproteinas virais,
e, em 1983, o gene TP53 foi clonado (LANE e CRAWFORD, 1979). Desde 1989, foi
classificado como gene supressor de tumor (Figura 2), nomeado guardido do genoma
e, hoje, € tema da maioria das publicagdes cientificas do género (ELIYAHU et al.,

1984; PARADA et al., 1989; DONE HOWER e BRADLEY, 1993; LANE, 1993).
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Figura 2. Estrutura do gene TP53

O TP53 (Figura 3) € um fator transcricional que orquestra a resposta celular
que se segue ao dano do DNA. E responsével pela estabilidade gendmica, agindo por
meio do bloqueio da replicagéo celular (fase G1/S), até o reparo do dano, ou pelo ini-
cio do processo de apoptose (bax, Fas APO-1), se o dano for extenso demais para o
reparo (WAHL etal., 1996). TP53 age também na angiogénese, no processo de senes-
céncia e na diferenciac¢do celular (EL-DEIRY et al., 1993; HINDS et al., 1989; VO-

GESTEIN e KINZELER, 1992).

Figura 3. Fung@o de TP53 em relagdo ao ciclo celular
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Localizado no brago curto do cromossomo 17, banda 13.1, apresenta 11 éxons
¢ 20 Kb de DNA. Cinco dominios sdo evolutivamente conservados, o que coincide

com sua importancia funcional (MC BRIDGE et al., 1986).

Figura 4. Estrutura de p53 e indicagdo de sitios freqUentes de mutacdes

O gene codifica uma fosfoproteina de localizagdo nuclear de 393 aminodci-
dos, que se liga ao DNA-alvo especifico através de algas mantidas unidas por um ato-
mo de Zinco, identificada por estudo tridimensional (CHO et al., 1994). A proteina
p53 se apresenta em forma de tetrdmeros, bastando a alteragdo de um dos mondme-
ros para modificagdo da conformagio estrutural e perda da fungo. E o efeito domi-
nante de TP53, que difere do modelo tradicional para genes supressores de tumores
(KNUDSON, 1971; HANN e LANE, 1995).

A proteina mutada apresenta ainda um aumento de sua estabilidade, tendo sua
meia-vida prolongada, o que a torna detectavel através de ensaios de imunohistoqui-
mica (ELLEGDE et al.,, 1994). Mutagdes que alterem ou eliminem a fung&o da pro-
teina p53 sdo as alteragdes genéticas mais comuns observadas em canceres humanos,
surgindo como um passo necessario para o processo de carcinogénese. Estas muta-

¢des sdo geralmente associadas a perda do segundo alelo do gene (HOLLSTEIN et
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al., 1991). Mecanismos epigenéticos, segrega¢do nuclear da proteina, formag¢do de
complexos com oncoproteinas virais e mdm2, além do aumento da degradagdo da
proteina via ubiquitina, sdo eventos que inativam p53 em vaérios tipos de tumores
(MOLL et al., 1992).

As mutagdes em p33 ndo sdo aleatdrias, mas se concentram entre os éxons 5
a 8, que correspondem a quatro dos cinco dominios conservados evolutivamente e a
porcdo central ligadora de DNA. Sdo trés focos principais de mutagdes, localizados
nos codons 175, 248 e 273 (HARTMANN et al., 1995).

Existem dois tipos de alteragdes genéticas que motivam as mutagdes; aquelas
derivadas de processos endogenos relacionados ao metabolismo do DNA e as exoge-
nas, origindrias de fatores ambientais. A transi¢do C=>T é a mais fregiiente e ocorre,
na maioria das vezes, nos dinucleotideos CpG. A deaminagdo espontinea da 5-metil-
citosina € uma causa importante nesta transi¢do. De fato, os trés codons, 175, 248 e
273, contém esse dinucleotideo e mais de 90% dos eventos mutacionais nestes cédons
sdo compativeis com o fendmeno de deaminacdo (MAGEWU e JONES, 1994).

Em cancer de mama, a caracterizagdo das mutagdes é muito complexa. Dife-
rengas raciais e populacionais que refletem processos enddgenos somados a exposi-
¢do a carcindgenos ambientais aumentam a diversidade das mutagdes. Dele¢des ou
inser¢des e transversdes também podem ocorrer (MAGEWU e JONES, 1994).

As alteragdes de p53 podem ser avaliadas por varios métodos, diretos e indi-
retos. Detecgdo da proteina mutada de p53 através de imunohistoquimica € répida,
simples e barata. A proteina alterada p53 pode ser detectada, pois sua vida média pas-
sa a ser de 4 a 20 horas, enquanto que a proteina normal tem vida média de 5 a 20 mi-
nutos (HALL e LANE, 1994).

Ha anticorpos especificos para proteinas mutantes e outros, que detectam tam-
bém proteinas normais estaveis, ndo conseguindo diferencié-las. Por isso, o uso com-
binado de dois ou mais anticorpos € alternativa estratégica importante.

O uso combinado da dupla de anticorpos PAb 1801 e D07 proporciona loca-

lizacdo antigénica favoravel. O anticorpo PAb1801 detecta o epitopo 1-45 aminoaci-
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dos e o0 D07, o epitopo 32-79 aminoacidos (VOJTESEK et al., 1992).

A detecg¢do da proteina p53 por imunohistoquimica em carcinoma mamario €
possivel em 20% a 45% dos casos e depende dos anticorpos utilizados. da qualidade
de fixacdo utilizada e do estadio clinico estudado (UMEKIT et al., 1994). Recente-
mente, a recuperacéo antigénica através do uso de microondas ocasionou resultados
mais precisos. A escolha de padrdes rigidos para leitura da imunohistoquimica, bem
como analise semiquantitativa adotada, aumentaram a sensibilidade e especificidade
do método (SHI et al., 1991; O'MALLEY et al., 1996).

Métodos indiretos de detec¢do de mutagdo em TPS3 sdo principalmente o sin-
gle strand conformation polymophism (SSCP), constant denaturant gel eletrophore-
sis (CDGE) e denaturant gel gradient eletrophoresis (DGGE), baseados em diferen-
¢as conformacionais e elétricas que o produto de amplificagdo assume em corrida ele-
troforética especifica (BORRESEN et al., 1991; MOYRET et al., 1994; GUMER-
LOCK et al., 1997).

O seqiienciamento direto semi-automatico é o padrdo ouro de deteccdo das
mutagdes, porém a obtengdo de seqiiéncias adequadas para analise de mutagdes pon-
tuais requer produto adequado amplificado através de reagdo de polimerase em cadeia
(polymerase chain reaction — PCR) (BERGH et al, 1995). O estudo funcional da
proteina, bem como a detecgdo soroldgica de anticorpo para TP53, também faz parte
da avaliagdo do estado de TP53.

Correlagdo progndstica entre alteragdes detectadas em TPS3 varia conforme a
metodologia aplicada para sua detec¢do, mas estd presente de maneira evidente em
diversos estudos (NAYAK et al., 1996; SOONG et al., 1996; VISSCHER et al., 1996).

Nas pacientes com comprometimento axilar evidenciado, a presenca de alte-
ragdo em TP53 associou-se a diminui¢do do tempo livre de doenca e sobrevida glo-
bal (ANDERSEN et al., 1993; THORLACIUS et al., 1993). No entanto, os casos de
pacientes sem positividade linfonodal apresentam correlagdo com alta taxa de proli-
feragdo celular e grau de diferenciagdo celular, além de curta taxa de sobrevida livre

de doenga (ALLRED et al., 1993; ELLEDGE et al., 1993; SILVESTRINI et al., 1993;
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SILVESTRINI et al., 1996).

TP53 surge como fator preditivo em cancer de mama, ligado a resiténcia a do-
xorrubicina e outros agentes terapéuticos que lesam o DNA (WU e EL-DEIRY, 1996,
AAS et al., 1996). A transfecgdo de adenovirus que expressa p53 elimina a resistén-
cia terapéutica. O mecanismo através do qual se da essa resisténcia € a inibigdo dos
mecanismos apoptoticos, bem como a ativagdo via p53 do gene multiple drug resis-
tance (MDR) (GUDAS et al., 1996).

Radiorresisténcia foi observada em vérios estudos, porém a relagdo entre alte-
ragdes de TP53 e radioterapia permanece controversa (BERGH et al., 1995; JANS-
SON et al., 1995). A 6tima resposta aos taxdides, entre tumores com TP53 mutado,
aparece como alternativa de tratamento. Os taxéides agem nos microtibulos em via

que independe de TP53 (WAHL et al., 1996).

1.3.3.2. c-erbB-2

Ativados por mudangas quantitativas ou qualitativas, os oncogenes influen-
ciam direta ou indiretamente fung¢des ligadas ao crescimento celular, fazendo com que
seja iniciada uma cascata de transdug@o de sinais que ocasiona transformagdo oncogé-
nica. Células transformadas perdem restrigdes impostas as células normais, como de-
pendéncia de soro e inibi¢do de contato célula-célula. Adquirem novas propriedades
como habilidade de invadir e metastatizar. Muitas propriedades fenotipicas mudam nas
células tumorais quando comparadas a células normais. Genes podem ser identificados
individualmente associados a essa transformagdo. (SHACKNEY et al., 1997).

Entre os grupos de proto-oncogenes, os receptores para fatores de crescimen-
to celular ocupam lugar de destaque, devido ao fato de estarem freqlientemente alte-
rados nos canceres solidos. Estes receptores tém como ligantes pequenos polipepti-

deos, ou citoquinas, que estimulam classes especificas de células (Figura 5) (BERG-

MAM et al., 1986).
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RECEPTOR RESPONSIVO AQ LIGANTE

Figura 5. Ativag&o constitutiva de c-erbB-2 mutado

Os receptores de fatores de crescimento tém uma estrutura comum; uma por-
¢éo extracelular (N-terminal), uma por¢ao transmembranica e, finalmente, a porgéo ci-
toplasmatica (C-terminal). Existem trés tipos de receptores classificados conforme os
aminodacidos que fosforilam nas proteinas-alvo, sdo as proteinas tirosina-quinase, seri-
na/treonina-quinase e as quinases de dupla especificidade (SEBASTIAN et al., 1998).

O mecanismo de agdo ¢ desencadeado quando o ligante se acopla no dominio
extracelular e promove mudanga conformacional, induzindo a dimerizagfo. Isto leva
a aproximagdo dos dominios citoplasmaticos, cataliticos e ativagdo das quinases, pos-
sibilitando a autofosforilagdo, evento chave pelo qual esse receptores sdo ativados
(SLAMON et al., 1987).

Oncogene c-erbB-2 é gene da familia que codifica para o receptor de membra-
na, cujo ligante € o fator epitelial de crescimento. Identificado em 1981, foi denomina-
do neu, pois foi isolado em neuroblastomas induzidos em ratos. Em 1985, foi identifi-
cado seu homoélogo humano Her-2/neu. Finalmente, evidenciou-se a semelhanga com
o gene que codifica o receptor para fator epitelial de crescimento (WEN et al., 1992).

Localizado também no cromossomo 17, codifica glicoproteina transmembrani-
ca de 185 Kd, com atividade tirosina-quinase. Mutagdo na porgdo transmembranica

possibilita a formagéo de dimeros e autofosforilagdo independente do ligante com a ati-
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vagdo constitutiva do receptor e dos mecanismos mitogénicos (PIETRAS et al., 1995).

Superexpressdo de c-erbB-2 ocorre em torno de 20% dos casos de cancer de
mama e representa evento precoce da tumorigénese (SLAMON et al., 1987). Corre-
laciona-se, em pacientes com comprometimento dos ganglios axilares, com diminui-
¢ao do tempo de sobrevida global e aumento das taxas de recidiva precoce (BORG et
al., 1990; RAVDIN e CHAMNESS, 1995). Pacientes sem comprometimento axilar
tém risco aumentado de desenvolver doenga recorrente quanto maior for a superex-
pressdo de c-erbB-2 (PATERSON et al., 1991; ALLRED et al., 1992; KLYN et al.,
1994; REED et al., 2000).

A superexpressdo de c-erbB-2 é também fator preditivo, pois interfere na te-
rapéutica com tamoxifeno, mesmo na presenca de receptores estrogénicos; bem como
diminui a resposta a doxurubicina (PAIK et al., 1998). A presenca de superexpressio
de c-erbB-2 mostra uma relagdo negativa com os receptores hormonais (SAINS-
BURY et al., 1995).

Instabilidade genética, invasdo vascular e presenca de componente intraductal
extenso apresentam-se, com freqii€ncia, nos casos de superexpressdo de c-erbB-2. A
deteccdo de proteina c-erbB-2 ¢ facilmente evidenciada por imunohistoquimica, que
marca fortemente a membrana celular. Tecidos emblocados n3o representam impedi-

mento para aplicagdo da técnica, tendo boa correlagéo, portanto, em parafina (PRESS

et al., 1994).
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo séo:

1. identificar na populagdo estudada os possiveis grupos de maior risco para recor-
réncia € morte por cancer mamario;

2. detecgdo da proteina p53 em pacientes com carcinoma primdrio de mama em €s-
tadio clinico I (EC I) e estabelecer correlagdes clinicas;

3. detecgdo da proteina c-erbB-2 em pacientes com carcinoma primario da mama

em estadio clinico I(EC I) e estabelecer correla¢des clinicas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. POPULACAO/CRITERIOS DE INCLUSAO

O trabalho retrospectivo avaliou 156 casos consecutivos atendidos entre 1993
e 1994. Os critérios de inclus@o foram o sexo feminino, diagnéstico de carcinoma pri-
mario de mama, tipo histologico ductal invasivo, cujo tumor ndo ultrapassou 2 cm de
maior didmetro (T1), sem comprometimento linfonodal axilar (NO) ou a distancia.

Todos os casos incluidos foram submetidos a terapéutica cirurgica conserva-
dora (quadrantectomia/axilectomia) seguida de radioterapia, ambas relizadas no Hos-
pital A.C. Camargo (“Hospital do Cancer™), respectivamente pelos Departamentos de
Mastologia e Radioterapia. O diagnéstico foi obtido por meio de exame anatomo-pa-
tolégico da pega cirtrgica no departamento de Patologia.

Ao todo, 44 casos de carcinoma de mama, de um total de 200 atendidos no
mesmo centro nessa época, foram excluidos por ndo obedecerem aos critérios de in-
clusdo ou pelo fato de o material emblocado nédo estar adequado a analise anatomo-
patoldgica.

Os casos incluidos foram avaliados por intermédio de ficha analitica, onde da-
dos epidemioldgicos, clinicos, histopatologicos, terapéuticos e de seguimento foram

coletados (Anexo 1).

3.2. METODOS LABORATORIAIS

Revisdo anatomo-patoldgica foi realizada por um tinico observador por meio
de microscopia dptica (MO), sendo estabelecidos tipo histoldgico, invasibilidade,

grau tumoral e presen¢a de metastases linfonodais. O tumor de tamanho de até 2 cm



foi estratificado segundo American Joint Comitee on Cancer, em Tla, Tlb e Tlc
(AMERICAN JOINT COMITEE ON CANCER, 1997). A revisé@o de todas as lami-
nas de cada caso foi realizada, com a finalidade da escolha dos blocos de parafina
mais representativos do tumor.

A técnica imunohistoquimica utilizada para analise dos 156 casos para detec-

¢do de p33 € detalhada a seguir, sendo o anticorpo utilizado o DO7 (DAKO, Carpin-
teria, CA) e PAB1801 (Novocastra Lab, UK).

A- Realizados cortes de 3 um de espessura no material incluido em bloco de parafi-

na selecionado;

B- tratamento das laminas com 3-Aminopropil-triethoxi-silano, por 24 horas a 60° C
(SIGMA A-3648 USA);

C- desparafinizacdo pelo método xilol/etanol, como se segue:
xilol a 60° C, por 20 minutos;
xilol a temperatura ambiente, por 20 minutos;
etanol 100% trés vezes, por 30 segundos a cada passagem;
etanol 95% , por 30 segundos;
etanol 80%, por 30 segundos;
etanol 70%, por 30 segundos;

As laminas foram lavadas em dgua corrente e destilada;

D- as laminas foram incubadas em tampZo citrato 10mM pH 6,0 no microondas, em
poténcia maxima (1300 watts), duas vezes, por nove minutos cada. Esfriadas por
20 minutos a temperatura ambiente e lavadas em dgua corrente e destilada;

E- realizado bloqueio da peroxidase endégena com H202 3%, (dgua oxigenada a 10
volumes), com quatro trocas de cinco minutos cada. Laminas foram lavadas em
agua corrente e destilada e com solugdo salina tamponada com fosfatos (PBS-
phosphate buffered saline) 10mM pH 7.4 por cinco minutos.

F- Incubadas as laminas com o anticorpo primario diluido em titulo estabelecido em

tampdo PBS, contendo albumina bovina (BSA) a 1% (SIGMA A9647, USA) e
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azida sédica (NaN3) 0,1%, por 16 a 18 horas a 4° C em camara umida. Posterior-
mente, foram lavadas em tampdo PBS com trés trocas de trés minutos cada;

G- as laminas foram incubadas com o anticorpo secundario biotinilado-reagente C
(biotinylated goat anti-mouse/rabbit 1g) do kit StreptABComplex/HRP Duet
(mouse/rabbit) (DAKO A/S K492, Denmark) no titulo estabelecido, diluido em
PBS, por 30 minutos a 37° C. Lavadas em tampao PBS com trés trocas de trés mi-
nutos cada;

H- incubadas com o complexo-reagente A (Streptavidin) no titulo estabelecido e rea-
gente B (biotinylated peroxydase) no titulo estabelecido diluido em PBS, por 30
minutos a 37° C. Lavadas em tampdo PBS com trés trocas de trés minutos cada;

[- incubadas as laminas em solug@o substrato cromégeno 3.3’ diaminobenzidine te-
trahydrochloride (DAB) 60 mg% (SIGMA D-5637 USA); dimetilsulfoxido
(DMSO) 1 ml, H202 6% (4agua oxigenada 20 vol.) 1 ml, PBS 100 ml, por quatro
minutos a 37° C , ao abrigo da luz;

J- as laminas controles foram observadas ao microscopio para identificacdo do desen-
volvimento de precipitado acastanhado dourado nuclear, como produto final da
reacdo. Lavadas em agua corrente e dgua destilada por trés minutos;

K- todas as laminas foram contracoradas com hematoxilina de Harris por um minuto.
Lavadas com agua corrente e destilada. Imersas duas vezes em agua amoniacal
(solugdo de hidroxido de amoénio 0,5%), sendo lavadas, em seguida, com agua
corrente e destilada;

L- as laminas foram desidratadas como se segue:
etanol 50%, 30 segundos;
etanol 80%, 30 segundos;
etanol 95%, 30 segundos;
etanol 100%, trés vezes, 30 segundos cada;
xilol quatro vezes, 30 segundos cada;

M- as laminas foram montadas com Entellan (Merk, Germany).
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A técnica de imunohistoquimica para c-erbB-2 foi a mesma aplicada para p53, ex-
ceto o passo D, de recuperagio de antigenos por microondas, ndo aplicado ao c-erbB-2.

O anticorpo utilizado para o ensaio de c-erbB-2 foi A 0485 (DAKO).

3.3. ANALISE ESTATISTICA

A associagdo entre as varidveis obtidas foi verificada através dos testes Qui
quadrado ou exato de Fisher. para freqiiéncias de acordo com as categorias obtidas,
com nivel de significancia de 95% e poder do teste de 80%.

Para estimativa de probabilidades e calculo das curvas de sobrevida global e
livre de doenga, foi aplicado o método de Kaplan-Meier. A comparag¢do das curvas foi
avaliada pelo teste de Mantel-Cox ou Logrank.

Foi utilizado o programa Stata 5.0 para a anélise estatistica.



4. RESULTADOS

4.1. PoPULACAO

A idade média identificada entre os 156 casos foi de 56,19 +/- 13,48 anos, com
mediana de 55 anos. Houve prevaléncia da raga branca. A mama mais acometida foi
a esquerda. A maioria das 156 pacientes € composta por mulheres menopausadas e

sem antecedente familial (Tabela 3).

Tabela 3. Dados epidemiolégicos dos casos de carcinoma mamario (n = 156).

n %
Raca Branca 140 89,74
N&o branca 16 10,26
Lateral Direita 70 4545
Esquerda 86 54,55
Estado menopausal Pré 53 33,97%
Paés 103 66,03%
Antecedente familial Sim 21 13,46%
Nao 135 86,54%

A distribuigdo tumoral em relag@o aos quadrantes mamarios evidenciou o qua-
drante sipero externo como o mais freqiientemente acometido. Evidenciou-se o Tlc
como tamanho tumoral mais encontrado. Os tumores foram revisados para grau de di-
ferenciacdo celular, segundo Scarf-Bloom-Richardson (SBR), sendo a maioria de di-
ferenciag@o tumoral intermediaria. Os receptores hormonais apresentaram positivida-
de, na maioria dos casos, especialmente o receptor estrogénico (RE). Os resultados

descritos sdo detalhados na Tabelas de 4 a 7.
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Tabela 8. Uso de terapia sistémica adjuvante nos casos de carcinoma mamario (n = 156)

n %
Quimioterapia Sim 30 19,23
Nao 126 80,77
Hormonioterapia Sim 50 32,05
N&o 106 67,95%

Foram analisadas as ocorréncias de recidiva local ou a distancia. O tempo de
seguimento clinico das pacientes, calculado entre a data do tratamento e a ultima in-
formacdo ou o6bito foi, em média, de 68 meses, com mediana de 70 meses. A recidi-

va ocorreu somente em 26 casos sendo a grande maioria a distdncia (Tabela 9).

Tabela 9. Seguimento clinico das pacientes com carcinoma mamario (n = 156)

n %
Recidiva Nao 130 83,33
Sim 26 16,67
Localizacao Local 5 19,23
Distancia 21 80,77

O estado vital da populag@o estudada, demonstrou 12 dbitos pela doenga e

mais 13 pacientes vivos com cédncer (Tabela 10).

Tabela 10. Estado vital da populagdo com carcinoma mamario (n = 156)

Estado n %
Vivo, sem cancer 124 79,49%
Vivo, com cancer 13 8,33%
Vivo, SOE 0

Morte, cancer 12 7.69%
Morte, outras 7 4,49%

Morte, SOE 0




4.2, IMUNOHISTOQUIMICA PARA P53

A detecgdo, por imunohistoquimica, da proteina p53, por meio dos anticorpos mo-
noclonais D07 (DAKO, Carpinteria, CA) e PAB 1801 (Novocastra Lab, UK), na amostra,
foi de 26 casos (16,67%) positivos, conforme demonstrado na Tabela 11. As Figuras 6 ¢

7 mostram a representagio fotografica da positividade para p53 a microscopia.

Tabela 11. Deteccdo de p53 por analise imunohistoquimica em casos de carcinoma mama-

rio (n = 156)
P53 n %
Presente 26 16,67
Ausente 130 83,33

Figura 6. llustracdo de positividade para p53 por imunohistoquimica a microscopia
(aumento 20 x)

Figura 7. llustrac&o de positividade para p53 por imunohistoquimica & microscopia
(aumento 40 x)
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4.3. IMUNOHISTOQUIMICA PARA C-ERBB-2

Todos os 156 casos foram analisados por imunohistoquimica para c-erbB-2
através da detecgdo do anticorpo Ncl-B11 (Novocastra Lab, UK). Ocorreu positivi-
dade para imunohistoquimica de c-erbB-2 em 35 casos (22,4%). As Figuras 8 e 9 sdo

representagdes fotograficas da positividade para c-erbB-2 a microscopia.

Tabela 12. Detecgdo por imunohistoquimica de c-erbB-2 nos casos de carcinoma mamario

(n=1586)
c-erbB-2 n %
presente 35 22,4
ausente 121 77,56

Figura 8. llustracdo de positividade para c-erbB-2 por imunohistoquimica a microscopia
(aumento 20 x)

Figura 9. llustracdo de positividade para c-erbB-2 por imunohistoquimica a microscopia
(aumento 40 x)



4.4. CORRELACOES CLINICAS

Na tentativa de estabelecer possiveis correlagdes prognosticas, foi realizada
analise estatistica comparando p53 e todos os pardmetros estudados. Quanto a raga,
lateralidade, estado menopausal, antecedentes familiares, localizagdo tumoral, estra-
tificacdo de T1 e grau de diferenciagéo histolégico tumoral, nenhuma correlagdo com
significancia estatistica foi observada. Também em relagdo a presenca de receptores
hormonais e realizagdo de quimioterapia ¢ hormonioterapia adjuvantes nao foi esta-
belecida correlagdo estatistica.

A detecgdo de p53 correlacionou-se com a idade (Tabela 13), ocorrendo em

29% das pacientes na faixa de 55 anos, com significancia estatistica (p = 0,043).

Tabela 13. Presenca de p53 em relagao a idade, nos casos de carcinoma mamario (n = 156;

p =0,043)
Idade p53 presente p53 ausente total
até 45 (n) 4 37 41
(%/45) 9,76 90,24 100
(%/p53) 15,38 28,46 26,28
46 a 55 (n) 11 27 38
(%/55) 28,95 71,05 100
(%/p53) 42,31 20,77 24,36
56 a 65 (n) 2 29 31
(%/65) 6,45 93,55 100
(%/p53) 7,69 22,31 19,87
> 65 (n) 9 37 46
(%/>65) 19,57 80,43 100
(%/p53) 34,62 28,46 29,49
Total (n) 26 130 156

(%/p53) 16,67 83,33 100
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Quando analisamos recidiva e presen¢a de p53, observamos que em 36% das
recidivas foi detectada a proteina (p = 0,005), sem que, todavia, a positividade

estivesse correlacionada com o tipo de recidiva: se local ou a distancia.

Tabela 14. Presenca de recidiva em relagao a presenc¢a ou auséncia de p53, nos casos de
carcinoma mamario (n = 156; p = 0,007)

p53 presente p53 ausente
Recidiva presente 34,62% (n = 9) 65,38% (n = 17)
Recidiva ausente 13,08% (n = 17) 86,92% (n = 113)

Entre os casos de 6bitos observados na populagdo em estudo, observamos que,
entre os que morreram, 37% tiveram a proteina p53 detectada através de imunohisto-

quimica e somente 14% dos sobreviventes expressaram positividade para p53.

Tabela 15. Obitos na presenga ou ndo de proteina p53 nos pacientes com carcinoma ma-
mario (n = 156; p = 0,012)

p53 ausente p53 presente
Mortos 63,16% (n = 12) 36,84% (n=7)
Sobreviventes 86,13% (n = 118) 13,87% (n = 19)

Quando analisamos cerbB-2 juntamente com os parametros em questdo. ndo
estabelecemos correlagdo estatistica entre c-erbB-2 e idade, raca, lateralidade, estado
menopausal. antecedentes familiares, localizagdo tumoral e estratificagdo de T1. O
mesmo ocorreu como grau de diferenciag¢do histologico e presenga de receptores es-
teroidicos, além de realiza¢do de quimioterapia € hormonioterapia.

A detecgdo de c-erbB-2, entretanto, tem significativa correlagdo com recidiva

(p = 0,0001), com prevaléncia de recidivas a distancia.

Tabela 16. Analise da recidiva local ou a distancia em relacdo a presenca de c-erbB-2 nos
casos de carcinoma mamario (n = 156; p = 0,0001).

c-erbB-2 ausente c-erbB-2 presente
Recidiva Ausente 83,85% (n = 109) 16,15% (n = 21)
Recidiva Presente 46,15% (n = 12) 53,85% (n= 14)




Relacionando morte e c-erbB-2, observamos que 37% dos que tiveram Obito
apresentavam presenga da proteina, enquanto entre os sobreviventes o indice foi de
20%,; apesar disso, ndo foi obtida significancia estatistica nesta analise.

Realizamos também os estudos de analise de sobrevida global e sobrevida li-
vre de doenga para a populagdo estudada como um todo e, posteriormente, para 0s
subgrupos que ndo expressam as duas proteinas, expressam somente uma delas e
expressam ambas. A sobrevida global em cinco anos foi de 89,7% na populagdo em
geral. A sobrevida global para o grupo com presenga da proteina p53 foi de 80,7% e
de 82,4% para o grupo com c-erbB-2 expressa. No grupo onde ambas as proteinas fo-
ram encontradas, a sobrevida global foi de 56,7%. A Figura 10 mostra a curva de

sobrevida global da populagdo.
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Figura 11. Sobrevida global em relagédo a presencga de p53
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Figura 13. Sobrevida global em relago a presencga de p53 e c-erbB-2

Sobrevida livre de doenga em cinco anos para populagdo em geral foi de
84,2%; para o grupo com p53 detectavel, foi de 67,5% e, com c-erbB-2 presente, de
61,9%. Quando as duas proteinas estavam positivas a sobrevida caiu para 36,8%. As

Figuras a seguir ilustram as curvas de sobrevida.
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Figura 14. Sobrevida global livre de doenga na populagio estudada
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Figura 16. Sobrevida global livre de doenga em relagdo a presenca de c-erbB-2
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Figura 17. Sobrevida global livre de doenga em relagdo a presencga de p53 e c-erbB-2



5. DISCUSSAO

O cancer de mama ¢ uma das principais causas de morte nos paises ociden-
tais. Sua importancia ultrapassa a estatistica de incidéncia e mortalidade e chega aos
aspectos psicologicos devastadores sobre a mulher de nossos tempos. Apesar de es-
for¢cos mundiais, evidenciados por milhdes de délares investidos em instituicdes de
tratamento e pesquisa, o cancer de mama continua a representar um grave problema
de saude publica da mulher, especialmente nos paises desenvolvidos.

A instituicdo mundial de campanhas de prevengdo, com a divulgagéo do auto-
exame e o rastreio mamografico seriado estabelecido pela Organiza¢do Mundial da
Saude (OMS), visam estabelecer o diagndstico precoce e, com isto, tentar diminuir a
taxa de mortalidade e morbidade da doenga (MINISTERIO DA SAUDE, 2000).

O diagnéstico precoce do cancer de mama, realmente, tem se tornado mais fre-
qiiente, mesmo em nosso meio, nas ultimas décadas (MINISTERIO DA SAUDE, 1 999).
O crescimento da populacdo em estadio inicial da evolugdo clinica possibilitou a reali-
zagdo de ensaios clinicos mais amplos e com maior forga estatistica. Este grupo inicial
encerra em si contradi¢des, o que tem aumentado o interesse especifico dos pesquisa-
dores. O desenvolvimento de recidivas locais e a distancia em estadios precoces contra-
ria os fatores progndsticos conhecidos e mais empregados clinicamente.

Durante toda pratica médica em oncologia, clinicos e pesquisadores utiliza-
ram em, cancer de mama, como fatores progndsticos os dados epidemioldgicos como
idade, sexo, raga, antecedentes menstruais ¢ obstétricos, tamanho e localizagdo do tu-
mor além das caracteristicas tumorais fornecidas pelo exame anatomo-patologico,
destacando-se a presenga ou ndo de metastases linfonodais, tipo do tumor, grau de di-
ferenciagdo histologico, invaséo, estado dos receptores hormonais e indices prolifera-
tivos. Os indices de recidiva da doenga nos estadios precoces entre 20% a 30% , de-

monstram que os fatores progndsticos em uso, ndo sdo suficientes para estabelecer a

evolucdo clinica em todos os casos (CHU,1995).
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A evolug@o do conhecimento cientifico sobre as alteragdes genéticas dos tu-
mores abriu uma nova porta para a elucidag¢do do comportamento tumoral e sua evo-
lugdo clinica. Sdo trés tipos de modificagdes celulares necessarias durante o processo
de tumorigénese: imortalizacdo, transformacdo e metastatiza¢do. Imortalizagdo ¢ a
propriedade de crescer indefinidamente. Transformagdo € a falha dos mecanismos de
restri¢do do crescimento, isto € a célula se torna independente dos fatores normalmen-
te necessdrios para o seu crescimento. Metastatiza¢do € o estdgio no qual as células
adquirem a capacidade de invadir tecidos normais, mover-se, entdo, do tecido de ori-
gem, ganhar a corrente sangiiinea e estabelecer uma nova colénia em outro lugar do
corpo (CROSS e DEXTER, 1991).

Agentes carcindgenos exogenos, aliados a fendmenos metabolicos endogenos
sdo, na maioria, os causadores da transformacdo celular. As modifica¢Ges fenotipicas
ocorrem, em principio, em genes ligados direta ou indiretamente ao ciclo celular, ou
a fatores de crescimento celular.

Estes genes pertencem principalmente a classe dos oncogenes ou genes supres-
sores de tumor. Os oncogenes foram inicialmente identificados como genes associados
aos virus que ocasionam transformagio celular, porem apresentam habitualmente seus
pares, que desempenham fungdes celulares normais, os proto-oncogenes. A mutagio
ou ativag@o aberrante dos proto-oncogenes sdo associadas com formagdo tumoral. O
surgimento de um oncogene representa um ganho de fungéo para a célula onde o pro-
to-oncogene foi ativado. Os oncogenes apresentam diferentes tipos de atividade, des-
de proteinas trans-membranicas até fatores de transcri¢@o e sua alteracdo pode levar a
mudanga estrutural, ativa¢@o constitutiva, superexpressdodas proteinas, bem como fa-
lha no mecanismo de controle da expressdo das mesmas (HUNTER.1991).

Os genes supressores de tumores sdo genes ligados especialmente ao contro-
le do ciclo celular ou crescimento celular e, quando funcionando normalmente, res-
tringem o processo de tumorigénese. A inativagdo desses genes, ao contrario dos on-
cogenes, da-se em dois passos, sendo o modelo mais didatico o dos genes ligados a

sindromes hereditarias, onde a heranca de um alelo mutado € seguida posteriormente
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por um segundo evento mutacional, inativando assim o gene (MARSHALL, 1991).

Em cancer de mama, varios genes apresentam delegdes, outras mutagdes, €
outros concorrem com alteragdes da expressdo de proteinas. Entre o montante de al-
teragdes acumuladas, as mutagdes em TP53 e superexpressdo de c-erbB-2 sdo impor-
tantes pela freqiiéncia e por se apresentarem precocemente durante o processo de tu-
morigénese (BIECHE e LIDERAU, 1995).

TP53 € um gene supressor de tumor, que atua por intermédio de tetrdmeros de
sua proteina, como fator transcricional para vérios genes importantes do ciclo celular.
E fator transcricional, por exemplo para p21 (inibidor universal da ciclinas, executor
da parada em G1) e para GADD45 (proteina que atua no reparo do DNA). Suas agdes
seguem os caminhos de parada do ciclo celular e reparo de DNA, como também a
morte celular programada, ou apoptose. Células que ndo apresentam a fun¢do normal
de TP53 sdo incapazes de responder ao dano de DNA e tornam-se mais susceptiveis
as mutacdes, levando a instabilidade gendmica e tumorigénese.

TP53 € mutado em vérios tipos de cancer e, na mama, tem uma ocorréncia de
mutagdo que varia de 20% a 40% dos casos, dependendo do estadio estudado (UME-
KIT et al., 1994). O tipo de mutag@o mais freqiiente que ocorre em TP53 € a mutagado
pontual, dada pela troca de um tnico par de base nitrogenada, codificando, portanto,
outro aminoacido, durante a formagdo da proteina. Esta nova proteina perde a pro-
priedade de se complexar em tetrdmeros, sem exercer sua funcdo (HANN e LANE,
1995) A nova proteina codificada tem também como caracteristica aumento da sua
meia-vida, tornando-a alvo para detec¢des através de estudos com anticorpos detec-
tados por técnica de imunohistoquimica, permitindo avaliar indiretamente a presenga
ou ndo de mutagdes em TP53 (LOHMANN et al.,1993).

Vérias outras técnicas podem inferir a presenga de muta¢des, mas somente o
seqiienciamento direto do produto amplificado, obtido por reagdo de cadeia polimera-
se, consegue definir a mutagdo com precisdo ¢ grande sensibilidade (BERGH et al.,
1995). Neste estudo, a escolha de detecgdo das proteinas por meio de estudo imuno-

histoquimico deveu-se a disponibilidade, a rapidez, a facilidade, ao baixo custo da téc-
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nica e, fundamentalmente, ao tipo de material utilizado. A técnica possui boa especifi-
cidade, porém perde em detectar mutag¢des que ndo formam proteinas ou codificam
proteinas menores (dele¢cdes e mutagdes com proteina truncada, respectivamente).

O uso de material arquivado emblocado em parafina ndo representou impedi-
mento técnico para a detecgdo de anticorpos por imunohistoquimica (PAVELIC et al.,
1992). Cabe ressaltar, entretanto, o esforgo inicial para realizagcdo do seqiienciamento
direto sem, contudo, atingir resultados satisfatorios para analise de mutagdes pontuais.

A utilizagdo de técnica de imunohistoquimica para esta popula¢do apresentou
resultados concordantes (16,67%, n = 26) com os indices que constam na literatura
mundial de cancer de mama, muito embora sejam poucos os estudos que abordem
uma populacdo em estadio tdo precoce (ECI), em uma populagdo tdo homogénea, o
que torna este estudo bastante valido (SILVESTRINI et al.,1996).

Analisando os resultados da detec¢do de p53, surpreendemo-nos como um fa-
tor especialmente forte em prever tanto recidiva, quanto 6bitos, o que € facilmente ob-
servado quando olhamos as curvas de sobrevida global e livre de doenga. Este resul-
tado bastante importante e animador nos faz acreditar que a detec¢@o de p33 entre po-
pulagdes ditas de prognostico favoravel consegue evidenciar o grupo de maior risco
evolutivo e nos enche de indagag¢des futuras sobre o emprego clinico de tdo valiosa
informagdo progndstica.

Os receptores para fatores de crescimento estdo freqiientemente alterados no
cancer de mama. Entre eles, merece destaque o c-erbB-2. c-erbB-2 é oncogene que
codifica o receptor de membrana, cujo ligante € o fator epitelial de crescimento. O
gene codifica uma glicoproteina, com atividade tirosina-quinase. A muta¢do neste
gene leva a autofosforilagdo e ativagdo constitutiva do receptor, independentemente
do ligante. Esse fendmeno tem como conseqiiéncia o desencadeamento de cascata de
sinal de transducdo que leva aos mecanismos mitogénicos (SLAMON et al., 1987,
WEN et al., 1992; PIETRAS et al., 1995; SEBASTIAN et al., 1998).

O uso de imunohistoquimica para a detec¢do de c-erbB-2 € a técnica mais uti-

lizada, com boa sensibilidade e especificidade. Obtivemos resultados para c-erbB-2
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de 22.74% (n = 35), que se encontra concordante com a literatura mundial. A corre-
lacdo principal com c-erbB-2 foi a detec¢do das recidivas, observada quando se ana-
lisa a curva de sobrevida livre de doenga. A propriedade de c-erbB-2 de ser fator
prognostico de recorréncia, em pacientes sem comprometimento axilar foi confirma-
da em outros trabalhos (KLYN et al., 1994; PATERSON et al., 2000).

Quando analisados os grupos em relagio a detec¢do de p53 e c-erbB-2 em
conjunto, vislumbra-se um subgrupo que, embora pequeno (n = 10) apresenta prog-
nodstico sombrio. Este resultado se torna extremamente relevante, quando seleciona-

mos 0s pacientes para a terapéutica adjuvante e realizamos seu seguimento clinico.
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6. CONCLUSOES

O estudo, elaborado e realizado no Instituto Ludwig para Pesquisa sobre o
Cancer, por meio do Curso de Poés-graduagdo do Hospital do Céncer - Fundagdo An-
tonio Prudente, teve todos os seus objetivos iniciais atingidos.

A detecgdo da proteina p33 em casos de melhor progndstico clinico (ECI) con-
seguiu identificar o grupo onde as recidivas e 6bito apresentam maior prevaléncia.

Em relagdo a detec¢do de c-erbB-2, em estddio precoce de evolugdo clinica,
destaca-se sua vocagdo para detectar as recorréncias locais e a distancia.

O uso da técnica de imunohistoquimica para determinagdo da proteina p53
torna o estudo reprodutivel em qualquer laboratério de anatomia patoldgica e esta fa-
cilidade, aliada a 6timos resultados prognosticos, torna o estudo mais relevante.

As informagdes progndsticas encontradas neste estudo e em outros semelhan-

tes fundamentardo a busca de novos esquemas terapéuticos para a populagdo de risco

no estadio clinico I.
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8. ANEXO 1

IDENTIFICACAO

1. N2 de ordem: BERN
2.Registro Hospitalar: AN
3. Idade: N

DADOS EPIDEMIOLOGICOS e CLINICOS

4. Raga:(1)Branca (2) Negra (3) Amarela (4) Outras (9) Ign. ||
5. Lateralidade: (1) Direita (2) Esquerda (9)Ign. ||

6. Estado Menopausal: (1) Pré (2) Pés (9) Ign ||

7. Antecedentes Familiares: (1) N&do (2) Sim (9) Ign. ||
8.Data do Diagnostico: L]

9.Local do Tumor: (1) QSE (2) QSI (3) QC (4) QIE (5) QII

(6) mais de 1(9) Ign. ||

10.Tumor: (1) T1a (2) T1b (3) T1c(9) Tx ||

[II- DADOS ANATOMO PATOLOGICOS e
RECEPTORES HORMONALIS

11. No do AP.( biopsia ou pega) ||
12. Grau de Dif. Histo.: (1) I (2) II (3) III (9) Ign. ||
13. Receptor Estrogénico : (1) negativo (2) positivo (9) Ign. |

14. Receptor Progestogénico: (1) negativo (2) positivo (9) Ign. ||
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DADOS TERAPEUTICOS

15. Data de Inicio de Tratamento: ]

16. Quimioterapia: (1) Ndo (2) Sim (9) Ign. ||

17. Drogas utilizadas: (1) A2)C(B3)T@E) M (5)F L]
18. Hormonioterapia: (1)Nao (2) Sim (9) Ign. |

DADOS DE SEGUIMENTO

19. Data do seguimento |_| |_|

20. Recorréncia: (1) Néo (2) Sim (9) Ign. ||

21. Tipo da Recorréncia: (1) Local (2) Distancia (9) Ign. ||
22.Data da Recorréncia: HER

23.Estado Vital: (1) vivo s/D (2) vivo ¢/D (3) vivo SOE (4) 6bito D
(5) obito outras causas (6) PV (9) Ign. ||

DADOS NOVOS DE IMUNOHISTOQUIMICA

24. Imuno de p53: (1) Negativo (2) Positivo

25. Imuno de c-erbB-2: (1) Negativo (2) Positivo
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