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RESUMO

MELO FILHO, AF. Avaliacdo por imunoistoquimica da expresséo de fato res de
crescimento e de fatores relacionados a inflamacao em cancer de mama triplo-
negativo . [Dissertacdo de mestrado Curso de Pdés-Graduagdo em Oncologia da
Fundacao Antonio Prudente (Minter/Dinter Hospital AC Camargo/Hospital do Cancer
— Instituto do Cancer do Ceara — ICC]. Orientador: Dr. Vladmir Claudio Cordeiro de
Lima. Co-Orientador: Dr. Ronaldo Albuquerque Ribeiro.

O cancer de mama € uma doenca heterogénea, sendo considerado um problema de
saude publica, ocupando o segundo lugar em incidéncia em todo o mundo, com um
milhdo de novos casos diagnosticados, levando a 6bito 400.000 mulheres anualmente.
Apébs incorporacdo clinica da avaliagdo dos receptores hormonais, bem como do
estudo da amplificacdo do Receptor de Crescimento Epidérmico 2 - ERBB2, os
tumores classificados por triplo-negativo (TN), por seu peculiar padrdao de
agressividade passaram a despertar maior interesse. Dentre os TN tornaram-se
necessérias a definicdo e a diferenciagdo dos subtipos basal e ndo-basal. No presente
trabalho foi realizado estudo imunoistoquimico, apds confeccdo de tissue microarray
(TMA) de 74 amostras de tumores TN oriundas do Instituto do Cancer do Ceard - ICC,
e seguindo critérios mais aceitos pela literatura, classificados em basais e néo-basais.
Foram estudados e comparados os seguintes marcadores: Receptor de crescimento
epidérmico (EGFR), Citoqueratina5 (CK5), Citoqueratinal4 (CK14), p63, Fator de
crescimento epidérmico (EGF), Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
Receptor alfa do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFRA), Receptor
beta do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFRB), Fator de crescimento
do endotélio vascular (VEGF), Receptor de fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGFR). Fator de crescimento de fibroblastos (FGF2), Receptor de fator de
crescimento de fibroblastos (FGFR2), Ciclo-oxigenase2 (COX2), Oxido nitricosintase2
(NOS2), Interleucina lbeta (IL-1B) e Toll like repceptor9 (TLR9). Foi encontrada
significancia estatistica (p < 0,05) quando confrontados os dois subgrupos (basal x
nao-basal) e a imunomarcagao de PDGF e PDGFRA, os quais foram encontrados com
maior frequéncia no subgrupo basal. Foi encontrada significancia estatistica (p < 0,05)
no estudo comparativo da COX2, com maior frequéncia de imunomarcacdo nos
tumores basais. A NOS2 também apresentou significancia estatistica (p< 0,05), porém
sua positividade esteve relacionada ao fenotipo ndo-basal. Foram avaliados também
diversos variaveis como idade, raca, estadiamento clinico, estadiamento patologico,
tratamento realizado (cirurgia, quimioterapia, radioterapia), e resposta clinica e
patolégica ao tratamento neoadjuvante, sem que se tenha encontrado diferencas
estatisticas ao se comparar os dois subgrupos. Igualmente, o Intervalo livre de doenca
nestes subgrupos néo foi estatisticamente diferente. Ao ser ajustada por idade, as
pacientes até 50 anos, portadoras de tumores basais, diferente daquelas acima de 50
anos, apresentaram, na analise das curvas de Kaplan-Meyer, uma pior sobrevida
guando comparadas com aquelas portadoras de tumores nao-basais. Ficou
evidenciada a pior sobrevida das pacientes jovens portadoras de tumores basais. Foi
encontrada pior sobrevida nas pacientes que apresentaram imunomarcacao positiva
para p63 e VEGFR. Os dados aqui apresentados sugerem um potencial papel para
PDGF e PDGFRA na caracterizagao dos tumores TN basais, e como potenciais alvos
terapéuticos.

Descritores : Mama/patologia; Neoplasias da mama; Imunoistoquimica; Triplo
negativo.



21

SUMMARY

FILHO, A.FM Immunohistochemical evaluation of growth factors a nd
inflammation-related factors in triple-negative bre ast cancer. Master’s thesis by,
Postgraduate Course in Oncology at Fundacdo Antonio Prudente (Minter/Dinter
Hospital AC Camargo/Hospital do Cancer, Instituto do Cancer do Ceara, ICC).
Advisor: Dr. Vladmir Claudio Cordeiro de Lima. Co-advisor: Dr. Ronaldo Albuquerque
Ribeiro.

Breast cancer is a heterogeneous disorder. A public health concern, it is the second
most common type of cancer in the world, with a million new cases diagnosed and
400,000 deaths annually. Since the evaluation of hormonal receptors and Human
epidermal factor receptor — HER2 (ERBB2) amplification became routine clinical
practice, more attention has been given to the occurrence of triple-negative tumors
due to their particular aggressiveness. Triple-negative tumors may be differentiated
into basal and non-basal. In this study a tissue microarray of 74 samples of triple-
negative tumors from the Ceard Cancer Hospital were submitted to standard
immunohistochemistry for identification of the basal and non-basal subtypes. The
markers Epidermal growth factor receptor (EGFR), Cytokeratin 5 (CK5), Cytokeratin
(CK14), p63, Epidermal growth factor (EGF), Platelet- derived growth factor (PDGF),
Platelet derived growth factor receptor alfa (PDGFRA), Platelet derived growth
receptor factor beta (PDGFRB), Vascular endolethelial growth factor (VEGF),
Vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR), Fibroblastic growth factor 2
(FGF2), Fibroblastic growth factor receptor 2 (FGFR2), Cyclooxygenase-2 (COX2),
Nitric oxid synthase 2 (NOS2), Interleukin-1 beta (IL-1B) and Toll like receptor 9
(TLR9) were quantified and compared. The subgroups (basal vs. non-basal) differed
significantly (p<0.05). The markers PDGF, PDGFRA and COX2 were significantly
more frequently observed among basal tumors (p<0.05), while NOS2 was
significantly more common among non-basal tumors (p<0.05). No statistically
significant differences were observed between the subgroups with regard to the
parameters of age, race, clinical stage, pathological stage, treatment received
(surgery, chemo- or radiotherapy), disease-free interval and clinical or pathological
response to neo-adjuvant treatment. The survival of patients under 50 years of age
was shorter for basal than for non-basal tumors. Young patients with basal tumors
had the shortest survival in the sample. The presence of the markers p63 and
VEGFR was associated with shorter survival. Our results indicate a potential role for
PDGF and PDGFRA in the identification of triple-negative tumors of the basal type
and as potential therapeutic targets.

Descriptors : Breast/patology; Breast neoplasms; Immunohistochemistry;Triple
negative;
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1  INTRODUCAO

1.1 Céancer de mama

O cancer de mama ocupa o segundo lugar em incidéncia em todo o mundo,
com um milhdo de casos novos diagnosticados por ano, e leva a morte 400.000
mulheres anualmente (GLUZ et al., 2009), tornando-se assim um grande problema
de saude publica. Sua incidéncia varia de pais para pais, com diferencas mais
marcantes entre paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Segundo o Instituto
Nacional do Cancer (NCI) dos Estados Unidos foram estimados 192.370 novos
casos para o0 ano de 2009 e 40.170 mortes decorrentes de neoplasia de mama no
mesmo  periodo  (http://www.cancer.org/downloads/STT/F861009_final%209-08-
09.pdf — acesso em 04/01/10), mostrando um pequeno acréscimo no numero de
casos novos ao compararmos o ano de 2009 com 2008 (192.370 versus 182.460),
com uma também discreta reducdo na mortalidade (40.170 versus 40.840). Ainda
segundo Hayat e col (2004), o cancer de mama nos Estados Unidos corresponde a

18% das neoplasias malignas no sexo feminino.

No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) - Ministério da Saude,
bienalmente divulga estimativas para novos casos de cancer, por localizacdo da
neoplasia, bem como por estados. Em 2009, o INCA divulgou as estimativas para o
anos de 2010 para o Brasil, com a expectativa de 49.240 novos casos de cancer de
mama, com uma taxa bruta de 49,27 por 100.000 mulheres, dos quais 17.540 casos
nas capitais, com uma taxa bruta de 74,56/100.000 mulheres. No Ceard sao
esperados 1.660 novos casos, com uma taxa bruta de 37,29/100.00 mulheres,
sendo 690 para a capital, com uma taxa bruta de 51,57/100.00 mulheres. Ha uma
heterogeneidade na distribuicdo dos casos de cancer de mama na nossa populacao,
a estimativa em nosso pais varia de 11,91/100.000 mulheres no Maranhdo a

88,30/100.000 mulheres no estado do Rio de Janeiro, com estimativa global para o
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pais de 49,27/100.000 e 74,56/100.000 nas capitais brasileiras. O Ceara se encontra
com uma estimativa intermediaria conforme citado acima (INCA, 2010).

As taxas de mortalidade por cancer de mama estdo declinando em alguns
paises da Europa e Ameérica do Norte, apesar do aumento em sua incidéncia. Em
nosso pais, entretanto, estas taxas continuam apresentando curva crescente (INCA,
2010).

1.2  Classificacdo histologica dos tumores de mama

Quase todas as neoplasias malignas da mama sdo adenocarcinomas, isto €,
neoplasias de linhagem epitelial que reproduzem glandulas ou tabulos. S&o divididas
inicialmente em dois grupos: in situ, carcinomas que em seu crescimento nao
ultrapassam a membrana basal; e carcinomas invasivos, que infiltram a lamina
propria até o estroma e que podem também metastatizar para linfonodos regionais
ou para orgaos distantes. Os carcinomas também podem-se dividir, a grosso modo,
com base em sua morfologia, em tipos ductal e lobular, embora se originem da
mesma unidade terminal do lI6bulo. Os carcinomas mamarios mais freqiientes sdo os
carcinomas ductais invasivos sem especificacdo, correspondente aproximadamente
a 90% de todas as neoplasias de mama. Também séo encontrados outros tipos de
neoplasia de mama como: carcinoma lobular invasivo, além de variantes do
carcinoma ductal como o carcinoma medular, carcinoma col6ide, carcinoma tubular,
carcinoma papilar invasivo, carcinoma metaplasico e ainda o carcinoma inflamataério.
(ROSEN, 2009).

Por muito tempo os principais fatores progndsticos do cancer de mama
foram apenas o tamanho tumoral (T) e o status axilar (N), porém hoje é inconcebivel
se tratar a neoplasia de mama sem o conhecimento do padrédo de expressdo dos
receptores hormonais, ou seja receptores de estrégeno e de progesterona (RE e
RP), bem como da andlise da amplificacdo do oncogene ERBB2 ou a

imunoexpressdo da proteina codificada por este oncogene, além de fatores ja
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incorporados a prética clinica como idade, invaséo linfovascular, grau histologico e
nuclear (ROSEN, 2009).

1.3 Classificacdo molecular do cancer de mama.

O surgimento de novas técnicas de biologia molecular tem permitido estudos
mais acurados de analise da expressdo génica dos tumores de mama. Técnicas
como hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH), hibridizagdo cromogénica in situ
(CISH), microarray (microarranjo de DNA) sdo exemplos da evolucao tecnolégica no
campo do diagnostico e da deteccdo de fatores progndsticos/preditivos. Grande
avanco foi obtido com o desenvolvimento dos microarranjos de tecidos (tissue
microarray - TMA), o qual utiliza cilindros de tecido retirados das amostras de
interesse e que séo introduzidos em um bloco de parafina receptor, o qual pode
conter até 1.000 amostras diferentes. O TMA pode ser construido para ser utilizado
em analises histolégicas e imunoistoquimicas, bem como para hibridizagdo in situ
(FISH ou CISH). Com esta técnica pode-se avaliar um unico gene ou produto génico
em um grande numero de amostras tumorais, acelerando estudos que buscam
associacdes entre variagdes moleculares e aspectos clinico-patolégicos (CASALI et
al., 2008).

1.3.1 Perfis de expressdo génica em tumores de mama

A avaliagéo do perfil da expressao génica dos tumores de mama permitiu o
desenvolvimento de produtos, hoje disponiveis comercialmente, para auxiliar o

diagndstico e a individualizacéo do tratamento desta neoplasia.

Atualmente dispomos de trés testes que estudam o perfil dos tumores de
mama, Acreditamos que o mais divulgado destes seja o Oncotype DX (Genomic
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Heath, Redwood City, Califérnia), desenvolvido por Paik et al. (2004), o qual analisa
21 genes através da técnica de Reacdo de cadeia da polimerase pés transcricdo
reversa (RT-PCR, do inglés Reverse transcription polymerase chain reaction),
gerando um escore de 0 a 100 quanto ao risco de recidiva. Este método foi validado
inicialmente para tumores nos estadios clinicos | e Il, sem comprometimento
linfonodal axilar e receptor de estrégeno positivo. Apresenta como grande vantagem
a possibilidade de estudos retrospectivos, visto que pode ser realizado em blocos de
tecidos incluidos em parafina (PAIK et al., 2004; PAIK et al., 2006).

VAN'T VEER e col. (2002) desenvolveram inicialmente na Noruega, sendo
validado na Europa, o método conhecido por Mammaprint, o qual avalia a expresséo
de 70 genes em uma amostra de tecido fresco de tumor de mama ressecado
cirurgicamente. Utilizando a técnica de microarranjo de cDNA fornece um indice de
risco de recidiva a distancia para cinco e dez anos. Sao elegiveis para uso do
Mammaprint pacientes estadiadas como | ou Il, com idade até 61 anos e axila
negativa, podendo o status hormonal (estrégeno) ser positivo ou negativo. Mais
recentemente, este teste foi validado também para tumores de pacientes que
apresentam axila positiva (MARCHIONNI et al., 2008).

Outro método, conhecido por plataforma H/I, utiliza a razdo entre a
expressdo de dois genes (HOXB13 e IL17BR), avaliada por RT-PCR (reverse
transcriptase-polimerase chain reaction) (MA et al., 2004). A expressao alta e isolada
do gene HOXB13 indica risco elevado de recorréncia, enquanto a expressao
elevada de IL17BR indica menor risco de recidiva. Podem ser avaliados por este
método tumores com receptor de estrégeno positivo de pacientes com status
linfonodal positivo ou negativo.

Além da heterogeneidade clinica e histopatoldgica, os carcinomas invasivos
de mama também se apresentam de forma heterogénea quando classificados

molecularmente. Atualmente sdo conhecidos cinco perfis genéticos para o cancer
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invasivo de mama, os quais detalhamos a seguir (VAN'T VEER et al., 2002, SORLIE
et al.,2003):

« Luminal A — apresenta forte expressdo de receptores hormonais, de
estrdgeno e progesterona, e auséncia de hiperexpressao de ERBB2, além de
grau histolégico baixo e baixa expressdo de Ki67. E o subtipo de melhor

prognastico.

 Luminal B — receptores de estrégeno e progesterona positivos, porém em
menor intensidade que no Luminal A e auséncia da superexpressao de
ERBB2. Apresentam grau histologico 2 ou 3 e Ki67 elevado, com progndéstico
pior que o do luminal A. Alguns autores consideram 0s tumores que

expressam receptores hormonais e Her2/neu como luminais B.

« HER-2 - apresentam hiperexpressdo do oncogene ERBB2 associada a
negatividade de receptores de estrogeno.

» Basaldide (Basal) — encontra-se classificado entre aqueles tidos como triplo-
negativos, com auséncia de ambos os receptores hormonais, estrégeno e
progesterona, além da auséncia de hiperexpressdo de ERBB2. Apresenta
expressao de queratinas de alto peso molecular como CK 5/6 e CK 17, bem
como de vimentina. Ha4 grande divergéncia na literatura quanto aos
marcadores imunoistoquimicos necessarios para que seja caracterizado um
tumor no perfil basaldide (PEROU et al., 2000; VAN DE RIJN et al., 2002;
VAN'T VEER et al.,, 2002; SORLIE et al.,, 2003; NIELSEN et al, 2004;
FULFORD et al.,, 2006; CASSALI et al, 2008; CHEANG et al, 2008;;
OLIVEIRA e BERTOZZI, 2008; REIS-FILHO e TUTT, 2008). Encontram-se
neste grupo a maioria das neoplasias com mutacdo do BRCA1l e os
carcinomas metaplasicos. O carcinoma medular é o tipo, dentre estes, mais
enigmatico, cerca de 95% destes apresenta o perfil basaldide, uma morfologia

agressiva, porém possuem prognostico favoravel (CARVALHO, 2007).

. Normal-like — ndo expressam receptores hormonais nem ERBB2 e nao

apresentam marcadores basais como citoqueratina de alto peso molecular.
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Mais recentemente, Herschlowitz e col. (2007) e Prat e Perou (2009)
descreveram um novo subtipo classificado como claudin low, que apresenta baixa
expressao de genes envolvidos na juncao e adesao celular como claudina 3, 4 e 7,
ocludina e E-caderina. Estes tumores apresentam uma variavel expressao de genes
relacionados a marcadores basais. Os mesmos apresentam uma alta expressao de
marcadores para linfocitos e células endoteliais, e ainda marcadores da transicao
epitélio-mesénquima, como HRAS e TWIST1l, bem como para o tecido

mesenquimal, como a vimentina.

Normal mammary Breast tumor -
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Stem cell (MaSC)
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Differentiated ¢
myoepithelial é
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Figura 1: Esquema do desenvolvimento da célula mamaria a partir da célula tronco, sua
diferenciagéo e os diversos perfis moleculares.
Fonte: Prat e Perou, Nat Med 2009;842-4

A realizacdo de testes, como cDNA microarray e TMA, ainda se encontra
distante de nossa realidade, mesmo em centros de pesquisa, e principalmente na
pratica clinica. A realizacdo de exames como Oncotype DX apresenta um alto custo
financeiro, ja o Mammaprint, além do custo financeiro, apresenta a necessidade da

sua realizagdo em material fresco. Apesar de ser um campo envolvente e
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estimulante, comprometendo grandes investimentos no desenvolvimento de
plataformas e bibliotecas de genes, os estudos publicados carecem de
reprodutibilidade e de controles de qualidade (REIS-FILHO e TUTT, 2008). E
possivel adaptarmos a taxonomia do céancer de mama e utilizar os termos da
biologia molecular para classificar os tumores de mama em quatro ou cinco grupos

conforme andlise de imunoistoquimica, o que é acessivel em nosso meio.

1.4  Papel da imunoistoquimica na classificacdo dos tumores de mama

E inégavel o valor da avaliagcdo do perfil da expressdo génica do cancer
invasivo de mama, porém € necessario que se tenha conhecimento de suas
limitacbes e da realidade brasiliera, e ndo negar a importancia da histopatologia
convencional, bem como da imunoistoquimica. A assinatura génica é um método
gue vem para somar, € nao para substituir agueles ja incorporados a pratica clinica.
Raica e col. (2009), no titulo de seu artigo publicado recentemente, apresentam a
seguinte interrogacédo: “Do diagnostico patologico convencional a classificacéo
molecular do carcinoma mamario: estamos preparados para a mudanca?”. Para
estes autores a definitiva incorporacdo da avaliacdo do perfil da expressédo génica a
pratica clinica far-se-a quando este método vier responder pelo menos trés grandes
questdes: 1) a biologia de cada tipo de tumor difere entre si e da biologia do tecido
normal?; 2) o perfil de expressdo génica pode com acuracia predizer o resultado
clinico para tumores morfologicamente semelhantes?; e 3) é possivel predizer a

resposta a uma terapia especifica em casos individuais?”

A expressdo de receptores especificos para os hormdnios sexuais
esterbdides (estrogeno e progesterona) pelas células tumorais dos carcinomas
mamarios representa um importante fator progndstico e preditivo no céancer de
mama (ORVIETTO e VIALE, 2002). O receptor de estrégeno (RE) € uma proteina de
66KD, ligante-dependente, em cuja sequéncia sao reconhecidos dominios

separados com func¢bes especificas, como dominio de ligacdo ao DNA, dominio de
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transativacdo, dominio de dimerizacao e regiao de ligacdo ao hormonio. O estrégeno
€ um esterdide lipossollvel capaz de atravessar as membranas celulares e atingir o
nacleo onde ira ligar-se a um dominio especifico de seu receptor. Ap0s a sua
ligacdo, ativam-se a transcricdo de varios outros genes que contenham elementos
de resposta ao estrégeno (ERE), que, por sua vez exercem a funcéo de regulacao e
de diferenciacao celular (ORVIETTO e VIALE, 2002). O RE é detectado em cerca de

60 a 80% das amostras de cancer de mama.

O receptor de progesterona (RP) é uma das moléculas cujo gene é
transativado pelos receptores de estrogeno. A determinacdo dos receptores de
progesterona foi incorporada a pratica clinica porque sua expressao testemunha a
funcionalidade do receptor de estrogeno. Quando ambos o0s receptores sao
analisados em conjunto, aumenta-se o poder preditivo sobre uma possivel resposta
a terapia enddcrina. E sabido que as neoplasias de mama que expressam ambos 0s
receptores (60% dos casos) apresentam taxa de resposta ao tratamento de cerca de
75%, a0 passo que nas neoplasias negativas para ambos o0s receptores (cerca de
15%), a taxa de resposta € de aproximadamente 15%. E interessante observar que
tumores que expressam apenas 0 receptor de progesterona apresentam melhor
resposta quando comparado aqueles que expressam apenas 0 receptor de
estrogeno (ALRED et al., 1998).

Ambos, RE e RP, sdo proteinas nucleares que podem ser medidas nas
células intactas ou em extratos de tumores por muitas técnicas, sendo a
imunoistoquimica (IHQ) a mais usada, por sua simplicidade e reprodutibilidade. Além
disso, o método oferece a vantagem de ndo necessitar de amostras frescas,
podendo ser realizada em material de arquivo emblocado em parafina. A IHQ pode
ser empregada para reconhecer os RE e RP humanos e pode ser realizada em
amostras pequenas, nao sendo afetada por niveis de hormonios enddgenos. Os dois
parametros utilizados de marcacdo na imunoistoquimica sdo o numero de células
coradas (marcacao nuclear), expresso em porcentagem, e a intensidade da reacéo,

avaliada como negativa, fraca, moderada e forte. A sua expressao se correlaciona
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diretamente com diferenciacao, ploidia e indices proliferativos baixos e inversamente
com a expressao de receptores de fatores de crescimento como o0 ERBB2 e EGFR
(ORVIETTO e VIALE, 2002).

A utilizacdo da pesquisa de receptores em neoplasias mamarias possui uma
importante aplicacdo pratica que € selecionar pacientes que terdo maior beneficio
com a terapia enddcrina, mas ainda é desconhecido por que cerca de 40 a 50%
desses pacientes falham em obter uma resposta terapéutica adequada. A marcacéo
quantitativa e a determinacdo simultanea de RP aumentam a capacidade preditiva.
Tumores com alta expressdo de RE ou positivos para RE e RP tém maior
probabilidade de resposta terapéutica. (ELSTON e ELLIS, 1991; BATTIFORA et al.,
1993).

O ERBB2, codificado pelo gene HER2/neu, € uma molécula presente na
membrana celular que pertence a familia dos receptores do fator de crescimento
epidérmico. Encontra-se superexpresso em 15 a 30% dos canceres de mama
recém-diagnosticados, estando associado com um comportamento mais agressivo.
Vérias potenciais aplicagbes clinicas tém sido propostas para a avaliacdo da
expressdo de ERBB2, incluindo determinacdo de prognostico em pacientes nao
tratadas, predicdo de beneficios com a terapia anti-HER2, em particular
trastuzumabe e lapatinibe, predicdo de resisténcia a terapias endocrinas ou predicédo
de resisténcia relativa a certos esquemas de quimioterapia, como CMF
(ciclofosfamida, metotrexato e fluorouracil), e ainda predicdo de resposta a
antraciclinas e paclitaxel (HARRIS et al., 2007).

1.5 Tumores de mama triplo-negativos

Existia certa confuséo na literatura na definicdo de tumores triplo-negativos e

tumores basaldides. REIS-FILHO e TUTT em artigo de revisdo publicado em 2008
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apresentam 0 seguinte questionamento: “Triple-negative and basal-like breast
cancer: synonyms?”, mostrando a importancia de se distinguir as duas entidades,
com fins de diagndstico, terapéutica, bem como para avaliacdo de resultados de
estudos cientificos. Outros autores (FERNANDES et al., 2009) passaram a expor em
seus artigos a importancia de ndo mais se confundir as duas entidades acima

citadas.

Parece haver uma heterogeneidade na apresentacédo de dados referentes a
frequéncia de tumores triplo-negativos, REIS-FILHO (2009) relatam que a incidéncia
de tumores triplo-negativos varia de 10 a 17%, ja SILVA et al., (2008) referem que a

incidéncia de tumores basais varia de 2 a 18%.

Em estudo apresentado no Saint Gallen 11™ International Conference,
pesquisadores da Espanha (SANZ et al., 2009) encontraram, em um estudo com
345 pacientes portadoras de cancer de mama, 22 tumores classificados como triplo-
negativo (6.4%). Ja em Israel a frequéncia foi de 104 tumores triplo-negativos dentre
1.073 casos de tumor de mama (SHKLAR et al., 2009). Na Coréia do Sul, HUR et al.
(2009), ao estudarem 1.325 tumores invasivos de mama, encontraram 213 tumores
triplo-negativos (16,1%). RAICA et al. (2009) relatam, em experiéncia romena, uma
frequéncia de 8 a 20% de carcinomas basalbéides dentres os casos de cancer de
mama, sendo mais frequente na mulheres pré-menopausadas. Em estudo tailandés
LIN e colaboradores (2009) apresentam a frequéncia de 167 tumores triplo-
negativos dentre 1.048 tumores de mama estudados no periodo de janeiro de 2002

a dezembro de 2006, correspondendo a 15,9%.

SASA e colaboradores (2007) relatam que a incidéncia de tumores
basaldides dentre os triplo-negativos € de aproximadamente 50-60%. KURODA e
colaboradores (2009) relatam que a maioria dos tumores triplo-negativos séo
basaloides, porém alguns destes ndo apresentam o perfil basal ao utilizar

citoqueratinas 5, 14 e 17 e p63 para definir o perfil basal.
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Diversos autores, ou mesmo quase a unanimidade dos autores, relatam que
este perfil tumoral encontra-se mais frequentemente em pacientes jovens (REIS-
FILHO et al., 2006; ANDERS e CAREY, 2008; CHEANG el al., 2008; KOBAYASHI,
2008; MILLIKAN et al, 2008; STEAD et al, 2009).,

Também de forma quase unanime é relatada a maior frequéncia de tumores
triplo-negativos em mulheres de raca negra. STEAD e colaboradoes (2009) relatam
que independente da faixa etaria da paciente, mulheres de raca negra apresentam
trés vezes mais tumores triplo-negativos que mulheres de outra etnia. Diversos
outros autores relatam a maior incidéncia deste subtipo em mulheres com
ascendéncia africana (REIS-FILHO et al., 2006; ANDERS e CAREY, 2008;
KOBAYASHI, 2008; HUO et al., 2009).

Estudos clinicos tém mostrado um pior prognostico para os tumores triplo-
negativos e HER2 positivos (VAN DE RIIN et al.,, 2002; S@RLIE et al.,, 2003;
ROUZIER et al., 2005; HICKS et al, 2006; OLIVEIRA e BERTOZZI, 2008; REIS-
FILHO e TUTT, 2008; ROSEN, 2009).

Rakha e col. (2008) também relatam que os tumores basaldides apresentam
uma maior frequéncia dos chamados tumores de intervalo, aqueles cujos
diagnésticos acontecem nos intervalos entre a realizagdo de mamografias anuais

atribuindo esse achado a sua maior atividade proliferativa.

Os tumores triplo-negativos, conforme diversos autores (CHEANG et al,
2008; KOBAYASHI et al., 2008; NAM et al., 2008; RHEE et al., 2008; SASA et al.,
2007), apresentam um elevado grau nuclear, bem como um elevado grau histolégico
de Scarff, Bloom e Richardson (SBR).
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E sébido, também que os tumores triplo-negativos apresentam uma maior
agressividade, um maior potencial metastatico, um pior progndstico, o que
consequentemene leva a menor sobrevida livre de doenca e menor sobrevida global
(ANDERS & CAREY, 2008; CHEANG et al., 2008; LIN et al., 2009; CHEANG et al.,
2008; RAKHA et al., 2008; RAKHA et al., 2009).

Os tumores classificados como triplo-negativos apresentam, em geral, um
padrdo de metastatizacdo de preferéncia hematogénica, em especial para o sistema
nervoso central (LIN et al, 2008), com uma menor frequéncia de disseminacao
linfatica. Em estudo Japonés publicado por SASA e colaboradores (2007) é
apresentada uma maior frequéncia de disseminacdo a distancia em pacientes
portadores de fenotipo basal. Estes autores analisaram 513 casos de céancer de
mama em periodo de dois anos, destes 66 apresentavam axila positiva, nos quais
ocorreram 13 casos de recidiva a distancia, sendo 11, de um total 40 pacientes, com
fendtipo basal, correspondendo a 27,5%, e apenas duas recidivas a distancia em
pacientes com fendtipo ndo-basal de um grupo de 26 pacientes com axila positiva e
fendtipo néo-basal, correspondendo a 7,7%. Freedman e colaboradores (2009),
mostram que a recidiva locoregional na cirurgia conservadora para cancer de mama
nao apresenta maior incidéncia em pacientes portadoras de tumores triplo-negativos
guando comparada a pacientes submetidas a cirurgia conservadora e portadoras de

tumores nao triplo-negativos.

Segundo NAM e colaboradores (2008), a frequéncia de metastases
cerebrais € maior em portadores de tumores triplo-negativos. Este estudo coreano
englobava 126 casos de metastases cerebrais, sendo 47 em pacientes portadores
de tumores triplo-negativo, 37 em pacientes com perfii HER2+/RE negativo, 23
pacientes classificadas no perfil luminal A e 19 no luminal B.
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1.6 Tumores de mama basais

Os tumores basalb6ides apresentam um padrdo que se assemelha ao das
células epiteliais basais da glandula maméaria normal (MATOS et al.,, 2005;
OLIVEIRA e BERTOZZI, 2008; ; REIS-FILHO & TUTT, 2008; RHEE et al., 2008),
expressando 0s genes presentes nestas células (REIS-FILHO et al., 2006). Ha
diversas definicbes na literatura quanto as imunomarcacdes necessarias para se
caracterizar um tumor com perfil basaléide (CASSALI et al., 2008; NIELSEN et al.,
2004; OLIVEIRA & BERTOZZI, 2008; PEROU et al., 2000; Sgrlie et al., 2003; REIS-
FILHO et. al., 2006; VAN DE RIJN et al., 2002; VAN'T VEER et al., 2002). Do ponto
de vista de expressao génica os tumores basais expressam niveis mais elevados de
citoqueratinas de alto peso molecular (CK5, CK6, CK14 e CK17), além de calponina,
p63 ou P-caderina (PEROU et al., 2000).

Tecido Mamario Normal

CELULAS EPITELIAIS LUMINAIS CELULAS BASAIS (CELs. MIOEPITELIAIS)
* Citoqueratinas de baixo PM: e Citoqueratinas de alto PM
(CK7,8,18,19) (CK5,6,14,17)
¢ Mucina, BCL2, RH * SMA, Calponina, P63, P-Caderina , etc.

Estroma Intralobular

N .T-T-]- IS

Epitélio Células
; Lumem . e
Luminal \n n n n Mioepiteliais
- - -
- -

Figura 2: Esquema da glandula mamaria com destaque para epitélio luminal, células mioepiteliais,
citoqueratinas de alto e baixo peso molecular. Modificado de: Perou C, Nature 460; 747-752,2000 e J
Mammary Gland Biol Neoplasia;1998: 3; 23-35.

E de grande importancia o estudo multinstitucional publicado por NIELSEN
e colaboradores (2004), ao utilizarem a biblioteca géncia do estudo incial de PEROU
(2000), testaram por imunositoquimica os seguintes marcadores basais: ckit, CK5/6

e EGFR. Estes autores encontraram positividade de apenas 28,5% para ckit, ja para
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CK5/6 e EGFR isoladamente foi de 61,9% para cada um dos marcadores. Quando
avaliada a positividade para um destes dois marcadores foi encontrada sensibilidade
de 76% e especifidade de 100% para a definicdo de tumor basaldide, utilizando com
critério a positivade de CK5/6 e/ou EGFR.

Van de Rijn e col. (2002) publicaram um artigo em que correlacionam as
citoqueratinas de alto peso molecular (CK5 e CK17) com um pior progndéstico, porém
a CK17 mostrou-se dificil de avaliar por IHQ. Hicks e col. (2006), ao estudarem
CK5/6, relacionaram a imunoexpressdo desta citoqueratina ao desevolvimento de

metéstases cerebrais, portanto com um pior prognaostico.

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR ou HER1) faz parte da
familia dos receptores HER, composta por mais trés receptores (HER2, HER3 e
HER4). O EGFR encontra-se imunoexpresso em mais de 60% dos tumores
basaloides (REIS-FILHO et al., 2008). Alguns autores (DOGU et al., 2009; NIELSEN
et al., 2004) consideram a expressdo do EGFR como um dos pré-requisitos na
identificacdo dos tumores basaldides, ao contrario de outros pesquisadores que nao
a consideram essencial, embora reconhe¢am que a expresséo deste marcador esta
tdo largamente presente nos canceres de mama basaldides, que combinado com
outros marcadores reforca este perfil (PEROU et al., 2000; VAN DE RIJN et al.,
2002; NIELSEN et al., 2004; HICKS et al., 2006; REIS-FILHO et al., 2006). Para
Nielsen e col. (2004), portanto, a associacado da expressao de EGFR com tumores
basaldides poderia definir uma subpopulacdo que viria a ser beneficiada com o
tratamento isolado com inibidores deste receptor, quer anticorpos (cetuximabe e
panitumumabe), ou inibidores de sua tirosina-quinase (erlotinibe ou gefitinibe), ou
ainda tratamentos combinando estes inibidores e quimioterapia padréo, expectativa
esta que ndo chegou a ser confirmada, pois estudos recentes mostraram baixa
atividade antitumoral por parte de erlotinibe e gefitinibe (DICKLER et al., 2008, 2009;
MAYER et al., 2009).
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Soares et al (2000), ao analisarem 86 amostras de carcinomas invasivos da
mama, quanto a imunomarcacao para TGF alfa e seu receptor EGFR encontraram
positividade para EGFR em 34,2% dos tumores e em 46,1% dos casos, 0 mesmo
era positivo nas ceélulas endoteliais proximas ao tumor. TGF alfa foi positivo em
72,1% dos casos, tanto nas células epiteliais, como nas células estromais
adjacentes. A presenca de EGFR nas células endoteliais se correlacionou com idade
mais baixa das pacientes, bem como se observou uma associacdo do EGFR em
células endoteliais e angiogénese nos tumores com tamanho inferior a 2,0 cm.
Contrariamente, a expressao de TGF alfa nos tumores maiores ndo foi associada
com a angiogénese. Para os autores, os resultados sugerem que EGFR nas células

endoteliais pode ter um papel nos estagios da angiogénese do cancer de mama.

Séo diversos 0s marcadores das células basais como as citoqueratina 5, 6,
14, a vimentina, p63, P-caderina, como sdo muitas as publicacdes com diferentes
critérios e combinacdes de marcadores para definir o perfil basal (NIELSEN et al.,
2004; MATOS et al , 2005; MATKOVIC et al, 2008; NALWOGA et al., 2008; e SASA
et al., 2007).

Ressaltamos a importancia da publicacdo e aceitacdo na literatura, do
critério apresentado por NIELSEN e colaboradores (2004), os quais consideram a
positivida por imunomarcacdo de CK5/6 e/ou EGFR para definicdo de tumor de
mama triplo-negativo basal. Estes autores utilizaram 21 amostras da biblioteca
génica do estudo incial de PEROU e colaboradores (2000), e testaram a
imunomarcacdo de CK5/6, EGFR e ckit. Referidos autores compararam o0s
resultados encontrados no estudo genético com aqueles encontrados por
imunoistoquimica, em relacao ao ckit foi encontrada concordancia de apenas 26,5%,
ja 0 CK5/6 e 0 EGFR isoladamente apresentaram positividade em 61,9%, quando
analisada a imunomarcacdo para um dos dois marcadores foi encontrada
positividade de 90%, devido a este alto indice de concordancia e sua grande
aceitacdo na literatura, o critério de Nielsen (2004) foi escolhido para a definicdo de

tumor triplo-negtativo neste estudo ora apresentdo.
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A associacao entre tumores com fenoétipo basal e a mutacdo de BRCAL é
relatada em diversas publicacdes. Lakhani e colaboradores em estudo publicado em
2005, analisaram marcadores para fenotipo basal CK14, CK5/6, CK17, EGFR e
osteonectina, e evidenciaram uma maior frequéncia nas pacientes com cancer de
mama triplo-negativo e portadoras de mutacdo do gene BRCAL1 do que naquelas
pacientes portadoras de cancer de mama triplo-negativo controle (ndo portadoras de
mutacdo genética neste gene). Ja ao avaliar a relacdo de marcadores basais e
mutacdo do gene BRCA2, esta ndo foi significante. Kobayashi (2008) também
apresenta uma associagdo dos tumores basaldides com a presenca de mutagdo do
BRCAL, este autor relata a baixa incidéncia de mutacdo de BRCA1 na populacao
japonesa, porém ¢ forte a associacdo do perfil basal com a mutagcdo do BRCAL,
bem como um pior prognostico O mesmo ainda apresenta a necessida de maiores

estudos no que se refere a metilacdo do gene BRCAL.

FERNANDES et al, (2009) em artigo de revisdo citam que um estudo
(SORLIE et al 2003) mostra forte correlagdo, ao analisar microarranjo de amostras
tumorais de 18 pacientes com mutacdo de BRCAL, que 100% delas apresentaram
expressdo génica basal. Os autores concluem ser impossivel definir como causa ou

consequéncia a sobreposicéo existente entre os grupos, demonstrada na figura 3.
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BRCA1l Basal

Figura 3 — Possivel sobreposicéo entre os diferentes perfis. Fonte: Fernandes GS, Calabrisch A, Katz
A. Cancer de mama triplo-negativo; aspectos clinicos, laboratoriais e terapéuticos. Rev.
Bras. Mastol. 2009;19:76-82.

Ha escassez de dados na literatura nacional acerca da incidéncia de
tumores basaldides ou mesmo triplo-negativos em nossa populagédo, bem como de
sua correlacdo com caracteristicas demograficas. Foi descrita uma incidéncia de
19,1% de tumores triplo-negativos em nosso pais, conforme o projeto Amazonas
apresentado durante a Terceira Conferéncia Brasileira de Cancer de Mama —
Enfoque em San Antonio 2008, realizada em Sao Paulo, em abril de 2009,
promovido pelo Grupo Brasileiro de Estudos em Cancer de Mama (GBECAM). De
Brot e colaboradores, em recente artigo publicado em 2009, descrevem 140 casos
de tumores triplo-negativos oriundos da Universidade Federal de Minas Gerais e do
Hospital A.C. Camargo, dos quais 75% sao basais, apresentando maior
agressividade e potencial de metastatizacdo sistémica, especialmente para pulmoes,
cérebro e o0ssos. Ainda recentemente foi anunciado inicio de estudo pela
Universidade Federal da Bahia, o qual se dispde a estudar a frequéncia da doenca
na raca negra, levando em consideragdo a grande miscigenacdo da populacao
baiana (NASCIMENTO, 2010). E necessaria a realizacéo de estudo, provavelmente
multicéntrico, a fim de que se conheca a realidade do cancer de mama do ponto de
vista molecular em nosso pais, considerando as diferentes miscigenacdes, devido as

diversas formas de colonizagéo conforme as regioes.
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1.7 Fatores de crescimento, mediadores da inflamagd o0 e cancer de mama

Varios fatores de crescimento solUveis e seus receptores participam da
regulacdo e controle de mecanismos importantes na carcinogénese como
proliferacdo celular apoptose, angiogénese, invasdo, adesdo celular, migracdo e

resposta imune.

Nos ultimos anos, muita atencdo tem sido dedicada aos fatores pro-
angiogénicos e seus receptores no contexto da estimulacdo e manutengdo do
crescimento tumoral. Neste cenario a familia de fatores de crescimento do endotélio
vascular (VEGFA, VEGFB, VEGFC e VEGFD) e seus receptores (VEFR1, VEGFR2
e VEGFR3) tém merecido destaque em pesquisas, bem como no desenvolvimento
de terapias-alvo para diversos tumores malignos, incluindo o carcinoma invasivo de

mama.

Esta bem demonstrada, em estudo de fase Ill, a melhora na sobrevida geral
dos pacientes portadores de cancer de célon e de pulméao de células ndo-pequenas
submetidos a esquemas quimioterdpicos associados ao anticorpo anti-VEGFA
(bevacizumabe). (HURWITZ et al, 2004; SANDLER et al, 2006). Adicionalmente,
tem-se observado aumento significativo da resposta objetiva quando o
bevacizumabe é adicionado a quimioterapia com paclitaxel (MILLER et al., 2007) ou
capecitabina (MILLER et al., 2005) em pacientes portadoras de cancer de mama

metastatico.

Outros dois fatores pro-angiogénicos envolvidos no crescimento tumoral sao
o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento do
fibroblasto (FGF2). Da mesma forma seus receptores (PDGFRA e FGFR2) tém sido
pesquisados como potenciais alvos terapéuticos, inclusive para o cancer de mama
(LINDERHOLM et al., 2003 e CARVALHO et al., 2005).
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As cicloxigenases (COX) sé&o enzimas presentes no citoplasma dos mais
diversos tipos celulares, estando ligadas ao reticulo endoplasmatico. S&o
responsaveis pela sintese de prostaglandinas (PG), a partir do acido araquidénico
(AA), molécula derivada de fosfolipidios da membrana celular por acdo de
fosfolipases (RANG et al.,, 2001). A COX age sobre o AA produzindo inicialmente
PGG2, por acdo de uma peroxido-sintetase e em seguida converte esta em PGH2
por acao de uma peroxidase. Da PGH2 surgem derivados especificos (PGI2, TXAZ2,
PGD2, PGE2 e PGF2-a), a partir de enzimas especificas, em células especificas
(KATZUNG, 1998). Existem duas formas bem caracterizadas de COX: a COX1 e a
COX2. Recentemente foi descrito um terceiro tipo de COX, a COX3, sendo a mesma
uma variante da COX1 (CHANDRASEKHARAN et al., 2002). A COX1 representa a
forma constitutiva, participando da manutencdo do estado fisiologico celular,
produzindo baixos niveis de prostaglandinas. A COX2 é a forma induzida, liberada
por células inflamatérias em resposta a estimulos inflamatérios como fatores de
crescimento e citocinas, sobretudo o fator de crescimento fibroblastico basico (FGF
ou FGF2) e o fator de necrose tumoral alfa (TNFA) (RANG et al., 2001). Além de seu
papel no processo inflamatoério, nos dltimos anos a COX2 tem chamado a atencéo
como importante fator carcinogénico. O gene para COX2 é hoje uma promissora
fonte de estudos na elucidagdo de mecanismos envolvidos na biologia do cancer. Ao
promover a sintese de PG, sobretudo PGE2, a COX2 estimula os seguintes efeitos
carcinogénicos: proliferacdo celular; invasividade, angiogénese e inibicdo da

apoptose.

Na mama, em um modelo de carcinogénese, foi encontrado efeito
mutagénico de radicais livres de nitrogénio e oxigénio induzidos por COX2 (HARRIS
et al., 1999). A PGE2 tem efeito mitogénico em células epiteliais mamarias normais
(ROSE et al., 1994). A PGE2 parece responsavel também, no modelo citado, por um
efeito paracrino ao agir sobre o tecido adiposo adjacente ao epitélio ductal mamario
e induzir a expressao da aromatase, enzima responsavel pela sintese de estrogeno,
importante agente de promocao tumoral na mama (SHOU et al., 1996). A perda ou
alteracdo na expressdo de proteinas de adesdo intercelular como as cateninas
(ZHOU et al., 2002) ou a preservacao ou aumento da adeséo célula-matriz mediada

pelas integrinas sao aspectos fundamentais no processo de infiltracdo e
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metastatizacdo de células neoplésicas. Estudos sobre uma possivel associacdo
entre a expressdo de COX2 e proteinas envolvidas com a adesdo intercelular

existem, mas sao raros e incipientes (TSUJII et al. 1997; JIANG et al., 2001).

A angiogénese € um importante mecanismo no crescimento e infiltracdo
local de tumores, além de favorecer a formacdo de metéstases. A producdo de
fatores angiogénicos a partir de COX2 tem sido descrita em diversos tipos de
neoplasias (TSUJII et al., 1998). COX2, através da PGEZ2, favorece a producéo de
fatores de crescimento como FGF2 e fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGFA), secretados pelas células tumorais (CHENG et al., 1998). O FGF2 leva a
proliferacdo de tecido conjuntivo e vasos (FRIESEL e MACIAG, 1995). O VEGFA
age sobre células endoteliais, estimulando sua proliferacdo e a formacao de novos
vasos. Além do VEGFA, outros fatores angiogénicos tém sido relatados em
associacdo com alta expressdo de COX2, como o fator de permeabilidade vascular
(VPF) (BROWN et al., 1997) e o fator de crescimento derivado das plaquetas
(PDGF) (HARRIS et al. 1999). Em modelos animais, utilizando coérneas, drogas
antiinflamatdrias nado-esteroidais (DAINES), de conhecido efeito inibitério sobre
COX2, inibem a angiogénese induzida por fatores de crescimento (DANIEL et al.,
1999), achados que favorecem a importante acdo angiogénica da enzima.

A inibicdo da apoptose pela COX2, via PGs, que ocorre em muitas lesfes
malignas e pré-malignas, favorece o crescimento neoplésico, ao permitir que células

mutantes sobrevivam e assim se reproduzam mais (MASFERRER et al., 2000).

Estudos revelaram que COX2 ao promover catabolismo do acido
araquidénico, diminui o efeito pré-apoptotico deste (WU et al., 2001) Além disso,
COX2 e PG induzem o gene bcl-2 (CHEN et al., 2005).



42

No cancer de mama a expressdo de COX2 e PG estd aumentada,
parecendo ocorrer tanto acdo mutagénica quanto mitogénica (LIU e ROSE, 1996).
Em modelo proposto de carcinogénese, foi encontrado efeito mutagénico a partir de
radicais livres de nitrogénio e oxigénio, induzidos por COX2, e acdo mitogénica, pela
estimulacdo estrogénica associada (HARRIS et al., 1999). Estudos pré-clinicos em
ratas mostraram reducées moderadas a acentuadas de tumores induzidos nestas
apos o uso de DAINES (HARRIS et al., 2000).

O 6xido nitrico (NO) é um radical diatdbmico que exerce uma variedade
grande de funcbes regulatérias in vivo. Esta molécula sinalizadora participa de
numerosos processos fisiologicos e fisiopatolégicos como vasodilatador,
neurotransmissor, imunomodulador e molécula efetora-antimicrobiana (GELLER et
al., 1998). O NO ¢ sintetizado a partir do aminoéacido L-arginina pelas NO-sintases,
constitutivas, endotelial (NOS3) e neuronal (NOS1), e induzida (NOS2) (MONCADA
et al., 1991).

Os efeitos do NO em neoplasias podem ser tanto de promoc¢ao tumoral,
como de supressao tumoral. Altas concentracdes de NO podem ser citotdxicas,
enquanto baixas concentragées podem mesmo proteger alguns tipos celulares de
danos induzidos por estimulos quimicos e radiacdo, e da apoptose (MONCADA et
al., 1991).

Durante o inicio do crescimento tumoral, células natural killer e macréfagos
matam ceélulas tumorais por um mecanismo dependente de NO. Por outro lado, o
NO pode também suprimir as defesas antitumorais, promover angiogénese tumoral
e aumento do fluxo sanguineo na neovasculatura tumoral, aumentando o

crescimento, invasividade e metastatizagdo (MONCADA et al., 1991).
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No cancer primario de mama, imunoreatividade para NOS2 relativamente
alta tem sido observada em células estromais, parecendo haver inclusive uma
correlacdo entre esta imunorreatividade e o grau do tumor (THONSEN et al., 1995).
Em outro estudo foi observada imunoexpressdo de NOS2 predominantemente em
células tumorais, havendo uma correlagdo com a presenca de linfonodos axilares
comprometidos (VAKKALA et al., 2000). Posteriormente, foi demonstrado que
células do cancer de mama, em adicdo as ceélulas do estroma, expressam NOS2 e
sdo capazes de produzir NO. Os carcinomas com ceélulas tumorais e células
estromais positivas para NOS2 apresentam altos indices apoptéticos e
vascularizagcdo aumentada, sugerindo que NOS2 contribui para promoc¢ao de
apoptose e angiogénese no cancer de mama (VAKKALA et al., 2000). Associacéo
entre maior niumero de células NOS2 positivas e doenca metastatica também foi
observada, tendo sido atribuida ao estimulo da angiogénese, resultando numa maior
densidade de vasos e, consequentemente, uma maior probabilidade de invasédo de
células tumorais (VAKKALA et al., 2000).

7z

A familia Toll like receptor (TLR) é formada por proteinas ligadas a
imunidade inata e a TLR9, podendo ser encontrada em tumores de prostata e
pulm&o, além do carcinoma de mama, atraves de IHQ (JUKKOLA-VUORINEN et al.,
2009). Jukkola-Vuorinen e colaboradores, em artigo recente (2009), relatam uma
frequéncia de expresséo deste marcador em aproximadamente 98% em neoplasias
mamarias, quando apenas cinco dentre 141 espécimes estudadas foram negativas.
N&o ha diferenca entre a frequéncia de TLR9 quando se compara o carcinoma
ductal com o carcinoma Ilobular, porém, verificam-se maiores niveis de
Imunomarcacao nos tumores mucinosos que nos tumores tubulares. O mecanismo
pelo qual os receptores de estrogeno alfa regulam a expressao de TLR9 ainda nao

sdo claros e necessitam de mais estudos.

Tumores com comprometimento axilar apresentam niveis de TLR9
levemente elevados, quando comparadas com aqueles tumores que S&o

classificados como NO. E estatisticamente significante a correlacdo inversa entre
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TLR9 e niveis de RE. Os niveis deste receptor estdo levemente elevados em
tumores de mama triplo-negativos em comparagcdo com 0s tumores que apresentam
a combinacéo dos trés marcadores (RE, RP e ERBB2) ou duplo-positivos (RE e RP
positivos), porém isto nao apresenta significancia estatistica. Se as células
neoplasicas realmente utilizam a via mediada por TLR9 para a invasédo, o bloqueio
desta via, como por exemplo, pela cloroquina, deve ser testado, bem como

inibidores sintéticos da TLR9 como uma arma da imunoterapia.

Os tumores triplo-negativos, segundo diversos autores (CARVALHO, 2008;
CHEANG et al.,, 2008; HAFFTY et al., 2006; LIN et al., 2009; NAM et al., 2008;
RAKHA et al., 2008; RAKHA et al., 2009; REIS-FILHO e TUTT, 2008; RHEE et al.,

2008) apresentam maior agressividade em relacdo aos demais tumores de mama.

O melhor conhecimento do perfil molecular dos tumores mamarios, através
de ligantes, seus respectivos receptores, sua correlagdo com o perfil molecular em
estudo, no caso, o triplo-negativo, € um importante passo para o desenvolvimento de

terapia alvo especifico para esta agressiva forma de cancer mamario.

Novos horizontes sao necessarios na pesquisa de novas linhas de
tratamento para o cancer de mama triplo-negativo, considerando a auséncia de
resposta aos tratamentos considerados reconhecidamente efetivos. Desta forma, €
entendimento da literatura que este tipo de cancer de mama tem um pior
comportamento e néo responde a tratamentos como hormonioterapia ou terapia-alvo
com trastuzumabe, precisa ser melhor conhecido. E necessario um melhor
conhecimento sobre sua quimiossensibilidade a drogas especificas, bem como
avaliar melhor o papel desempenhado por fatores relacionados a inflamacéo e dos
fatores de crescimento citados anteriormente, para o melhor entendimento desta
neoplasia e o eventual desenvolvimento de novas formas de terapia-alvo. Além
disso, é de grande importancia que se investigue o curso clinico e comportamento

bioldgico destes tumores numa amostra de individuos brasileiros.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao de fatores de crescimento e de marcadores de

inflamac&o por imunoistoquimica em carcinomas mamarios triplo-negativos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Estudar a frequéncia e as caracteristicas demograficas de pacientes
portadoras de carcinomas de mama triplo-negativos dentre todos os casos de
cancer de mama, tratados no Hospital do Cancer — Instituto do Cancer do
Cearéa no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2006.

b) Avaliar a imunoexpressédo de fatores de crescimento e seus receptores
(EGFR, EGF, PDGF, PFGFRA, VEGFA, VGFR2, FGF2, FGFR2) e de fatores
relacionados a inflamagéo (COX2, NOS2, IL1, TLR-9) em céncer de mama
triplo-negativo.

c) Investigar o padrdo de distribuicdo demografica e de metastatizacdo dos
tumores triplo-negativos comparando os subgrupos basal e ndo- basal.

d) Avaliar a sobrevida de pacientes portadoras de tumores de mama triplo-
negativos diferenciando entre os subgrupos de pacientes portadores de
tumores basal e ndo-basal.

e) Correlacionar o padrdo de expressdao dos marcadores acima descritos
com a sobrevida de todos os portadores de cancer de mama triplo-negativo e
seus subgrupos (basal e ndo-basal).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica

A populagdo deste estudo é o conjunto de todos os casos de neoplasia
maligna de mama no sexo feminino, submetidos a avaliagdo imunoistoquimica para
receptor de estrogeno (RE), receptor de progesterona (RP) e ERBBZ2, registrados
nos arquivos de Laboratério Prof. Livino Pinheiro, do Hospital do Cancer — Instituto
do Céancer do Ceara, no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2006, sendo ao
todo avaliados 5.625 laudos de imunoistoquimica. Como, nessa época, raramente
se fazia no hospital imunoistoquimica de imediato para esses trés marcadores,
inicialmente apenas o RE, foram selecionados 683 casos que apresentaram

Imunorreacao negativa para pelo menos um desses marcadores.

Foram encontrados 127 pacientes com painel imunohistoquimico triplo-
negativo previamente definido. Dentre eles, 27 pacientes nao tinham material
histolégico disponivel no laboratério do ICC, sendo, portanto, excluidos. Dos 100
restantes, 62 foram submetidos a avaliagcdo do material pelo método de microarranjo
tecidual (TMA), no Hospital AC Camargo. Apés a analise, 10 pacientes foram ainda
excluidos: um por tratar-se de um caso de melanoma associado, outro por ter sido
submetido a tratamento com tamoxifeno, 6 porque apresentavam positividade para
ERBB2 e 2 pacientes ndo possuiam dados demograficos no prontuario. Restaram
52 pacientes deste grupo inicial de tumores triplo-negativos que foram entéo
incluidos no estudo.

Cento e vinte e um pacientes tinham RE e RP negativos e ndo haviam sido
submetidos a analise de ERBB2. Apos realizacdo do exame, 21 pacientes foram
excluidos por apresentar positividade do ERBB2 e 60 pacientes foram excluidos por
nao haver blocos de parafina disponiveis no ICC. Entre os 40 restantes, 5 foram

enviados ao TMA, e destes, 3 foram excluidos por tratar-se de ERBB2 positivo.
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Apenas 2 pacientes deste grupo inicial de RE e RP negativos foram, entdo, incluidos
no estudo.

Duzentos e doze pacientes tinham apenas o RE negativo, sem avaliagao de
RP ou ERBB2. Dentre eles, 118 tinham material histologico indisponivel no Instituto
do Céancer e, em uma paciente, o exame RE negativo foi obtido apds resposta
patolégica completa, sendo desconsiderado. Dos 93 pacientes restantes, 25 foram
submetidos a avaliacdo de RP e ERBB2, sendo 17 deles triplo negativos, dos quais
15 foram enviados ao TMA. ApGs analise no TMA destes 15 pacientes, 4 foram
excluidos: 2 pacientes fizeram tratamento com tamoxifeno, 2 tinham na verdade
ERBB2 positivo, restando 11 pacientes incluidos no estudo. Outras quinze amostras
de pacientes do grupo RE negativo inicial foram enviadas ao TMA antes de avaliar
RP e ERBB2 no ICC; destes, 7 eram ERBB2 positivo, um paciente ERBB2
inconclusivo e 2 foram submetidos a tratamento com tamoxifeno, restando 5

pacientes aptos ao presente estudo.

Dos duzentos e dezoito pacientes restantes da amostra inicial de 683, que
apresentavam no laudo imunostoquimico para RE ou RP positividade focal, foi
possivel revisar e enviar para 0 TMA o material de apenas quatro pacientes. Essas
guatro amostras foram confirmadas como triplo-negativas sendo, entédo, incluidas no
presente estudo. O planejamento inicial era revisar todos 0s casos diagnosticados
como positividade focal, considerando que, a luz dos conhecimentos atuais, essa

classificacdo nao € mais utilizada. Nao houve, entretanto, tempo habil para fazé-lo.

Cinco pacientes que estavam inclusos no grupo enviado a analise no TMA
foram excluidos, um por apresentar carcinoma ductal in situ, um outro por
apresentar tumor filodes, um terceiro portador de doenca de Paget e outros dois por
apresentarem outras neoplasias como: carcinoma espinocelular e adenocarcinoma

gastrico.



48

Ao todo, 106 pacientes foram submetidos a andlise e validacdo através do

TMA, restando 74 pacientes aptas para inclusdao no estudo, vide figura 4, o que

obviamente ndo representa a incidéncia real de tumores triplo-negativos nesta

instituicao.
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3.2 Coleta de dados

Foi confeccionada ficha para coleta de dados, contendo dados referentes a
paciente, como idade, raca, historico familiar de cancer de mama e/ou ovério,
caracteristicas morfoldégicas do tumor (tipo histolégico, grau de diferenciacdo de
Scarf, Bloom e Richardson, grau nuclear de evolucéo, e ainda invasao linfatica e/ou
vascular), estadiamento clinico e patologico, tratamentos (cirdrgico, radioterapico,
quimioterapico neo-adjuvante e adjuvante), intervalo livre de doenca, sitios de
recidiva/metastase e sobrevida (vide anexo |), e realizada a coleta de dados nos
prontuarios sob guarda do servico de arquivo médico e estatistica — Same do

Hospital do Cancer — ICC.

3.3 Confeccao de bloco para TMA ( Tissue Microarray) e preparo das laminas

Apbs a confirmacédo histolégica do diagndstico de carcinoma ductal infiltrante
da mama, procedeu-se a sele¢do de &reas representativas de 74 casos, nas laminas
coradas por HE. Para selecédo das areas a serem amostradas foi escolhido um corte
de cada caso. A seguir, foi feita marcacdo da melhor area na lamina e de sua area
correspondente no respectivo bloco de parafina, os chamados blocos doadores.
Retirou-se um cilindro 1 mm de didmetro de cada bloco doador, que foi, por sua vez,
transferido para um outro bloco de parafina chamado bloco receptor, empregando-se
um tissue microarrayer apropriado (Beecher Instruments Micro Array Technology,
NJ, EUA). Foi desta forma, confeccionado um unico bloco de parafina — micro-
arranjo tecidual (Tissue microarray - TMA), o qual continha amostras de todos os

casos inicialmente selecionados. Vide Figura 5
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Figura 5 — Tissue microarrayer apropriado (Beecher Instruments Micro Array Technology,
NJ, EUA) — Laboratério Experimental Fundag&o Antonio Prudente S&o Paulo

O bloco receptor final continha 106 amostras de tumores de mama, 71
classificados como triplo-negativos pelos dados do Laboratério Prof. Livino Pinheiro,
do Hospital do Cancer — Instituto do Cancer do Ceara e um segundo grupo formado
de 35 amostras de tumores classificados como duplo-negativos (RE e RP negativos
nos quais ndo havia sido testado o produto do oncogene ERBB2). As amostras
deste bloco foram entéo inicialmente submetidas a imunoistoquimica para RE, RP e
ERBB2, no Laborat6rio de Patologia Experimental da Fundacao Anténio Prudente, e
reavaliadas por patologista com experiéncia no diagnéstico dos tumores de mama
(Dr. Fernando Soares), para verificacdo da classificacdo inicial. Do primeiro grupo,

foram excluidas onze amostras, oito por ndo apresentarem reacdo de boa qualidade
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para o ERBB2 e trés por apresentaram reacao positiva para o0 ERBB2. Do segundo
grupo foram excluidas nove amostras, quatro porque a reacdo para ERBB2 foi
inconclusiva, outras quatro por apresentarem positividade para este anticorpo. Para
uma outra amostra desse grupo, far-se-ia necessaria a realizacdo de reacédo de
FISH, por apresentar marcacdo classificada como escore 2+, ou seja,
indeterminada, tendo-se decidido pela exclusdo deste caso. Portanto, nosso bloco
de TMA é formado com 86 amostras de tumores triplo-negativos, destes 74 fizeram
parte do estudo, composto por andlise por imunoistoquimica dos marcadores e

analise de dados demograficos (vide fluxograma e figuras 4 e 6).
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Figura 6 (a )— Bloco de TMA contendo amostra utilizada do presente estudo frente e verso e

(b) lamina corada por HE contendo amostras utilizadas neste estudo.

O preparo das laminas seguiu padronizacdo do Laboratério de Patologia
Experimental da Fundacdo Antdnio Prudente Sdo Paulo — SP, sendo detalhado da

maneira que se segue.

Apbs colocar uma fita adesiva contra o bloco de TMA, foram realizados os
cortes deste bloco de TMA, sendo o mesmo cortado em micrétomo rotativo na
espessura de 5um. A fita adesiva com o material foi colado na lamina apropriada

(Instrumedics Inc.) e com a pressdo manual de um rolo. A lamina com a fita adesiva
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sofreu irradiagdo com o ultravioleta (UV) por trinta minutos, sendo em seguida
mergulhada em solucéo solvente (TPC — fornecido pelo fabricante do kit de TMA —
Instrumedics Inc — USA) e seca em temperatura ambiente. As fitas adesivas foram
retiradas apos a secagem. As laminas apos sofrerem banho de parafina, estavam

prontas para armazenamento em freezer.

Para a confeccdo de laminas para imunoistoquimica, as laminas foram
inicialmente submetidas a desparafinizacdo, composta de diversas etapas
detalhadas a seguir. As laminas contendo os cortes histologicos foram imersas em
xilol a 60°C durante 20 minutos, ap0s haverem permanecido por 24 horas em estufa
a 60°C. A seguir foram imersas em xilol & temperatura ambiente por periodo de 20
minutos e, posteriormente, reidratadas em etanol em concentracdes decrescentes:

100% por 30 segundos, 85% por 30 segundos e 70% durante 30 segundos.

ApoOs a desparafinizacdo, as mesmas foram lavadas seguidamente em agua
corrente e destilada. As laminas foram colocadas em panela de presséo (Eterna®,
Nigro) contendo tampéo citrato 10mM pH=6.0 fervente. Em seguida a panela foi
lacrada com a valvula de seguranca aberta. Apds a saida do vapor saturado, foi
abaixada a valvula de seguranca e aguardada a pressurizacdo total, cronometrou-se

entdo 4 minutos apods este momento.

Em seguida deixou-se a panela fechada sob &gua corrente até a
despressurizacao total, destampando-a e lavando as laminas em agua corrente e

destilada em sequéncia.

Procedeu-se o bloqueio da peroxidase enddgena com H,O, a 3,0%, (agua
oxigenada 10 vol) com 3 lavagens de 10 minutos cada. Lavou-se em agua corrente
e destilada e, depois, com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS - phosphate
buffered saline) 10mM pH=7.4 por 5 minutos.
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As laminas foram incubadas com o anticorpo priméario diluido em titulo pré-
estabelecido, conforme tabela abaixo, em PBS contendo albumina bovina (BSA) 1%
(Sigma, A9647, EUA) e azida sodica (NaN3z) 0,1%, por 18 horas, a 4°C, em camara
umida. Os anticorpos anti-RE, anti-RP, anti-ERBB2, anti-CK5, anti-CK-14, anti-p63,
anti-EGFR e anti-COX2 ja haviam sido previamente padronizados pelo
Departamento de Patologia Clinica para rotina laboratorial ou para outros projetos.
Os demais anticorpos precisaram ter seus titulos e condicdes de marcacéo
padronizadas para este estudo, para tal contamos com o auxilio do Dr. Rafael
Malagoli. Foi excluida do estudo a andlise do fator de necrose tumoral, TNFa, devido
a impossibilidade de titulagcdo do anticorpo no laboratdrio de patologia experimental

da Fundacéo Antonio Prudente.
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Quadro 1 — Relacéo de anticorpos utilizados, clone utilizado, titulacdo, fabricante e

pais.
_ 5 Fabricante e Nimero de
Anticorpo Clone Titulo 5
Catélogo
. Monoclonal de . Neomarkers #
Receptor de Estrogeno coelho SP1 1:4000 RM9101,Fremont,CA,EUA
Receptor de PgR636 1:300 Dako # M3569, Carpinteira, EUA
Progesterona
Policlonal de . Dako #A048, Glostrup,
C-erbB2 coelho A-485 1:2000 Dinamarca
Citoqueratina 5 XM26 1:300 Neomarkers #MS 1896
Citoqueratina 14 LLOO2 1:400 Biogenex # MU146-UC
p63 4A4 1:500 Dako # M7247
EGFR EGFR-25 1:100 Novocastra #NCLEGFR-384
VEGEA SC-152 1:100 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
USA.
Monoclonal de Novocastra #NCL-COX2,
COX2 rato 1:6000 Newcastle upon Tyne, Reino
4H12 Unido
VEGFR2 Policlonal de 1:100 Neomarkers # RB239
coelho
Policlonal de Chemicon # AB1459
FGF2 1:500
coelho
PDGF Policlonal de 1:50 Neomarkers # 9257
coelho
PDGFR alfa Policlonal de 1:50 Neomarkers # Rb 9027
coelho
PDGFR beta Policlonal de 1:50 Neomarkers # 9032
coelho
NOS2 Clone 6 1:100 BD Biosciences,# 610238 USA
TLR9 Monoclonal de Abcam # 26C593, USA

rato
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A seguir foram lavadas 3 vezes em PBS durante 3 min cada lavagem, e em
seguida incubadas por trinta minutos a 37°C com anticorpo secundario (Novolink ™

Pos Primary antibody - Novolink Max Polymer cod # RE720k, Reino Unido).

Posteriormente foram lavadas 3 vezes com PBS por trés minutos cada
lavagem, e, apos esta fase, incubadas com Novolink Polimer™ (Leica Microsystems
Inc.) por 30 minutos a 37°C. A seguir, foram novamente lavadas 3 vezes em PBS
durante 3 minutos cada lavagem. Em sequéncia, as laminas foram incubadas em
solugdo substrato (3,3 Diaminobenzidine Tetrahydrochloride) (DAB) 100 mg%
(Sigma, D-5637-EUA); 1,0 ml de Dimetilsulféxido (JT Baker, Phillipsburg, NJ, EUA);
1,0 ml de H,O, 6%, agua oxigenada 20 vol, (Quimesp, Guarulhos, SP),100 ml de

PBS (manipulacao prépria); por 5 minutos a 37°C, ao abrigo da luz.

Ao final desta etapa, verificou-se ao microscépio se houve o
desenvolvimento de coloracdo castanho-dourada nas laminas controles, com o
padrdo esperado para cada proteina estudada, como produto final da reacdo. As
laminas foram entdo lavadas em agua corrente e agua destilada por 3 minutos,
contra-coradas com Hematoxilina de Harris por 1 minuto e, a seguir, lavadas em
agua corrente e destilada. Foram imersas 2 vezes em agua amoniacal (solucao
aguosa de hidroxido de amoénio a 0,5%), lavadas em seguida em agua corrente e
destilada, e depois desidratadas em etanol em concentracdes crescentes, 80%, por
30 segundos, 95%, por 30 segundos e 100% duas vezes, por 30 segundos cada. As
laminas foram entdo diafanizadas em xilol 4 vezes, por 30 segundos cada e,

finalmente, foram montadas em Entellan neu (Merck, 1.07961, Alemanha).

3.4  Caracterizagéo de tumores triplo-negativos

ApoOs a confeccdo do bloco de TMA e das laminas, com intuito de se

confirmar a classificacédo realizada no laboratorio de origem, foi novamente avaliada
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a expressdo de receptores de estrogeno e progesterona, além da pesquisa da
proteina ERBB2 em todas as amostras selecionadas.

Para o receptor de estrogeno, foi utilizado um anticorpo monoclonal de coelho
(Quadro 1) que produz um padrdo de marcacdo nuclear na célula epitelial e
reconhece uma proteina de 67 KDa, identificada como o receptor de estrégeno alfa,
um importante regulador do crescimento e diferenciagcdo da glandula mamaria
(CANO et al,. 2003; HUANG et al., 2004).

Para identificacdo da presenca de receptores de progesterona, foi utilizado
anticorpo monoclonal de rato (ELASHRY-STOWERS et al., 1988). Receptores de
progesterona podem ser encontrados por imunoistoquimica no nucleo de células
normais da mama, além de endométrio e prostata. Além dos tumores mamarios,
outros tumores do trato reprodutivo feminino também podem expressar receptores
de progesterona como carcinoma endometrial, sarcoma endometrial, meningeoma e

tecoma ovariano dentre outros (BRANDIS et al., 1993).

Para concluir a classificagdo dos tumores como triplo-negativo, foi realizada
a imunomarcacao da proteina ERBB2, para o que se utilizou um anticorpo policlonal
de coelho (Quadro 1). O anticorpo em estudo marca aproximadamente 20% dos
tumores mamarios, ovarianos e do trato gastrintestinal. Diferentemente dos
anticorpos de receptores de estrogeno e progesterona que marcam o0 nucleo, a
marcacdo da ERBB2 é membranar, com marcacdo ocasional do citoplasma. A
hiperexpressdo do ERBB2 é relacionada a um risco elevado de recidiva tanto em
pacientes portadores de tumores positivos para receptores hormonais, bem como
tumores negativos para tais receptores. A definicdo da hiper-expressdo do ERBB2 é
ainda além de importante fator prognostico, um valioso marcador de fator preditivo
(SLAMON et al., 2001).
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3.5 Identificacdo de tumores triplo-negativos basai S e ndo basais .

N&o ha consenso na literatura para caracterizacdo de tumores basais. Em
nosso estudo, utilizamos a citoqueratina 5 (CK5) e o receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) para identificar os tumores basais, havendo
necessidade de expressédo de um destes dois marcadores para tal classificacédo. Foi
avaliada também a expressdo da citoquertina 14 (CK14) e da proteina p63. Nas
analises dos dados avaliamos também a associacdo dos marcadores e do
prognostico, quando os tumores foram classificados usando-se estas proteinas ou
empregando-se apenas um dos marcadores previamente selecionados para
subclassificacdo (EGFR e CK5).

Para estudar a positividade para CK5 foi utilizado um anticorpo monoclonal
de rato (Quadro 1). A CK5 tem peso molecular de 58 KDa, sendo encontrada em

tecido epitelial e mesotelioma, com marcacao citoplasmatica (CLOVER et al., 1997).

A pesquisa do EGFR foi realizada com um anticorpo monoclonal de rato
(Quadro 1). O anticorpo citado detecta o antigeno na membrana e muitas vezes no
citoplasma de diversos tumores, a exemplo de (pulméo, pele, colo uterino, rim,
endomeétrio, tiredide e coldn, além dos carcinomas mamarios (TISCHKOWITZ et al.,
2007).

A citoqueratina 14 é uma proteina com peso molecular de 50 kDa, sendo
encontrada em células do epitélio escamoso estratificado e células basais e
parabasais do epitélio escamoso ndo-queratinizado do trato urinario adulto. No
tecido tumoral maméario, é encontrada nas células basais, sendo importante para
estudo do progndstico do carcinoma de mama. Para sua analise foi utilizado um

anticorpo monoclonal de rato (Quadro 1).
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Para identificacdo da proteina p63, foi utilizado um anticorpo monoclonal de
rato (Quadro 1). A p63 faz parte da familia da proteina p53, e sua localizagédo
predominante € na camada basal do epitélio escamoso estratificado. Esse anticorpo

apresenta um padréao nuclear de imunomarcacao.

Para andlise de todas as imunomarcacdo foi tomada como padrdo de

positividade minima de 10%.

3.6  Imunoistoquimica de marcadores relacionados a fator es de crescimento

e a inflamacéo.

ApoOs a classificacdo dos tumores mamarios triplo-negativos em basais e
nao-basais avaliou-se a expresséo de alguns fatores de crescimento, bem como de
fatores relacionados a inflamacdo. No que diz respeito aos fatores de crescimento,
foram estudados o fator de crescimento epidérmico (seu receptor, EGFR, foi
pesquisado na etapa de classificacdo dos tumores basais), fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) e seus receptores PDGFRA e PDGFRB, fator de
crescimento de fibroblastos (FGF2) e seu receptor FGFR2, fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGFA) e seu receptor VEGFR2. Quanto aos fatores
relacionados a inflamacédo, foram estudadas a Cicloxigenase-2 (COX2), a
interleucina-1 beta (IL1B), a 6xido nitrico sintase induzida (NOS2) e ainda o Toll-like
receptor 9 (TLR9). Todos esses marcadores foram pesquisados na célula
neoplasica, ndo tendo sido valorizado a expressdo em células inflamatérias

infiltrantes e células do estroma.

3.7 Imunomarcacéo para fatores de crescimento.

O Fator de Crescimento Epidérmico (EGF) é uma proteina de 170 KDa e

tem importante acdo na diferenciacdo de células in vivo e um potente efeito
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mitogénico em um grande numero de culturas de células. O EGF tem primordial
acao na sobrevida celular, ativando transducdo de sinais que incluem ativagéo de
P13K/AKT, RAS/ERK e JAK/STAT. Para avaliacdo da expressao de EGF foi

utilizado um anticorpo policlonal de coelho (Quadro 1), com marcacdo membranar.

Para o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) empregou-se um
policlonal de coelho, com marcacdo citoplasmatica (Quadro 1). Existem dois
receptores para esta proteina, o receptor de fator de crescimento derivado de
plaguetas alfa (PDGFRA) e o receptor de fator de crescimento derivado de
plaquetas beta (PDGFRB). O PDGFRA é especifico e se expressa em células
progenitoras oligodendrociticas e apresenta marcacéo citoplasmatica e membranar.
O anticorpo utilizado para reconhecé-lo foi um policlonal de coelho. O PDGFRB
também é especifico, mas diferentemente do PDGFRA apresenta expressao nos
neurénios e imunomarcacdo membranar. O anticorpo utilizado foi um policonal de
coelho (Quadro 1).

O fator de crescimento fibroblastico 2 (FGF2) faz parte da familia de
polipeptidios ligados a heparina com peso molecular variando de 17 a 38 kDa. Ele é
um importante regulador do crescimento e diferenciacdo de uma grande variedade
de células originadas do mesoderma, ectoderma e endoderma. FGFs estédo
envolvidos no desenvolvimento normal, processo de cicatrizagdo e reparo,
angiogénese e hematopoiese. Em relagdo a processos patolégicos neoplésicos,
encontra-se relacionado a tumorigénese, angiogénese e ainda ao processo de
metastatizacdo. A familia dos FGFs é composta por pelo menos 17 membros,
designados desde FGF1 a FGF17. Para estudo de um dos receptores deste ligante,
0 receptor de fator de crescimento de fibroblasto 2 (FGFR2), foi utilizado um
anticorpo policlonal de coelho, o qual apresenta marcacéo citoplasmatica (GALVIN,
et al., 1996).
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VEGFA é uma glicoproteina com estrutura semelhante ao PDGF. Foi
utilizado no seu reconhecimento um anticorpo policlonal de coelho (Quadro 1) que

reconhece sua marcacao no citoplasma da célula.

Para marcacgao do receptor 2 de VEGF foi utilizado um anticorpo policlonal
de coelho, com marcacdao citoplasmatica (Quadro 1).

3.8 Imunomarcacéo para fatores associados a inflama  c¢é&o.

A expressdo de cicloxigenase-2 (COX2) foi pesquisada com auxilio de um

anticorpo monoclonal de rato, com marcacéo citoplasmatica (Quadro 1).

Foi utilizado um anticorpo policlonal de coelho para interleucina-1 beta
(IL1B), com marcacéo citoplasmética (Quadro 1).

Foi pesquisada a expressdao do oOxido nitrico-sintase induzivel utilizando-se

um anticorpo de rato com marcagéao citoplasmética (Quadro 1).

O Toll-like receptor 9 (TLR9) foi investigado com um anticorpo monoclonal

de rato, com marcacéao citoplasmatica (Quadro 1).
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3.9 Coleta de Dados

Foi desenvolvida uma ficha de coleta de dados clinicos especifica para este
estudo, onde foram avaliados dados como: idade da paciente, raca, presenca de
histéria familiar para cancer de mama e/ou ovario, grau de parentesco de eventual
familiar acometido por estas neoplasias e estadiamento clinico, baseado na
classificacdo TNM. Todas as fichas foram preenchidas a partir dos dados constantes
nos prontuarios médicos. Quanto a histopatologia do tumor foram estudados o grau
histologico (conforme Scarf-Bloom-Richardson), o grau nuclear, a presenca de

invasao linfatica e/ou vascular e o estadiamento patoldgico.

Avaliaram-se ainda os tratamentos aos quais a paciente se submeteu como
realizacdo de tratamento cirargico, extenséo e tipo da cirurgia, tipo de abordagem e
acometimento dos linfonodos regionais, realizacdo de quimioterapia neoadjuvante
ou adjuvante, grau de resposta (clinica ou patolégica) no caso de quimioterapia

neoadjuvante e a realizacao de radioterapia.

Por fim foram analisados a evolugdo da doenca e seu perfil de
metastatizacao, o status da paciente na ultima consulta de seguimento e as datas de

eventos como morte ou progresséo.

3.10 Anélise Estatistica

Na obtencdo dos resultados utilizamos o software statistics IBM SPSS
Statistics 18 .

Foi empregada a mediana como medida de tendéncia central e o interquartil

como medida de dispersdo para analise da idade, da sobrevida e do intervalo livre
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de doenca. Para andlise da normalidade foi utilizado o teste de Kolmogorov-
Smirnov. Para diferenca entre as médias de grupos foi empregado o teste de Mann-
Whitney.

A frequéncia da expressao dos diversos marcadores imunoistoquimicos nos
grupos analisados, bem como a associacao destes com as outras variaveis clinico-

demograficas, foram avaliadas empregando-se o teste exato de Fisher.

As curvas de sobrevida foram calculadas pelo método de Kaplan-Meier. A
interacdo das variaveis clinicas, demogréficas e histopatologicas foi feita pelo
meétodo de log-rank, para andlise univariada, e pelo método de regressédo de Cox,

para analise multivariada.

Adotou-se um nivel de significAncia de 5%, ou seja p inferior a 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1  Caracteristicas clinico-demograficas e patoléogi  cas

Foi estudada a presenca de imunomarcacgao para fatores de proliferacao e
para fatores relacionados a inflamacdo em uma amostra de 74 pacientes do sexo

feminino, portadoras de carcinoma de mama triplo-negativo.

A idade das pacientes variou de 27 a 95 anos, com mediana de 57 anos e
média de 59,9 anos. Ao distribuir-se a amostra em trés faixas etarias, observou-se
que 26 (35,1%) encontravam-se na faixa de 27 a 45 anos; 23 (31,1%) na faixa de 46
a 65 anos e 25 (33,8%) na faixa de 66 a 95 anos (Tabela 1).

Nos registros de prontuarios foram encontradas duas classificacbes para

cor, 43 eram pardas, correspondendo a 58,1%, e 31 (41,9%) eram brancas.

Nesta amostra de mulheres portadoras de tumores de mama triplo-
negativos, foram encontradas avaliacdes quanto a presenca de historico familiar em
65 prontuarios. Destas, 30 (46,2%) apresentavam familiares de primeiro ou segundo
grau com cancer de mama ou ovario. Das pacientes com historia familiar para
cancer, 28 (93,3%) relataram familiares portadores de cancer de mama. Os 6,7%
(2/30) restantes eram pacientes com familiares acometidos por neoplasia de ovario.
Em relacdo ao grau de parentesco, 20 (66,7%) possuiam familiares de primeiro grau
acometidos por neoplasia de mama ou ovario, oito (26,7%) relataram a existéncia de
familiares de segundo grau, e ainda duas (6,7%) possuiam familiares de primeiro e
segundo grau com neoplasia de mama ou ovario (Tabela 1).
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Na avaliacdo do estadiamento clinico (EC) inicial da nossa amostra, possivel
de ser realizada em 72 dos 74 casos, detectou-se uma maior concentracdo de casos
nos estadios Il, com 37 casos, 0 que correspondeu a 52,7% da amostra (20 no EC
[IA e 17 no 1IB) e lll com 24 casos (32,4%) (4 no EC IlIA e 20 no 1lIB). Em menor
proporc¢ao, foram classificados 4 (5,4%) casos no EC | e 5 (6,8%) no EC IV (Tabela
1).

Da amostra estudada, 66 (89,2%) pacientes foram submetidas a alguma
forma de tratamento cirargico, conforme demonstrada na tabela 2. No subgrupo
basal, 33 (86,8%) foram submetidas a cirurgia, e 33 (91,7%) no subgrupo ndo-basal
(p =0, 387) (tabelas 3 e 6).

Quimioterapia neoadjuvante (QTneo) foi empregada em 23 (31,1%)
pacientes com tumores TN. No subgrupo de tumores basais foi administrada em 10
(26,3%) e, no subgrupo de tumores nao-basais, foi prescrita a 13 pacientes (36,1%)
com p = 0,255, (tabela 3).

Quanto a quimioterapia com intuito adjuvante, a mesma foi realizada em 48
(64,9%) pacientes (tabelas 1 e 3).

A utilizacdo de radioterapia externa poés-operatéria foi realizada em 54
(77,1%) das pacientes (tabelas 1 e 3).

Foram estudadas as caracteristicas morfolégicas nos laudos
histopatoldgicos constantes nos prontuarios das pacientes. A maioria das pacientes
83,8% (62/74) era portadora de carcinoma ductal infiltrante (CDI), 4 (5,4%) eram
portadoras de carcinoma medular, 2 (2,7%) apresentavam tumores lobulares

associados a CDI, e 4(5,4%) apresentavam carcinomas indiferenciados. Desta
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amostra, 45 casos foram classificados quanto ao grau histolégico, seguindo os
criterios de Scarf-Bloom-Richardson (SBR), em SBR2, em 23 casos (51,1%),
seguindo-se do SBR3 em 19 (40%) casos. Apenas 3 (6,7%) amostras foram SBR1.
Também foi estudado o grau nuclear (GN), sendo que metade dos casos avaliados
(28/56) foi classificada como GN2, 21 (28,4%) foram avaliados como GN3 e 7
amostras como GN1 (12,1%) (tabela 1).

Havia relato da avaliacdo da infiltracdo linfatica em 33 laudos
histopatolégicos. Em 29 (87,9%) destes foi encontrada infiltragcéo linfatica. Quanto a
invasdo vascular esta se encontrava avaliada em 20 laudos histopatoldgicos,

estando presente em 15 amostras, ou seja, 75% destes casos (Tabela 1).

O perfil demografico das pacientes portadoras de tumores triplo-negativos

encontra-se na tabela 1.

4.2  Classificacdo de tumores triplo-negativos basai s

Existem diversos critérios na literatura para a classificacdo de tumores
mamarios triplo-negativos basais, que se utilizam de diferentes marcadores de
células basais. O mais aceito € aquele publicado por Nielsen e colaboradores em
2004, segundo o qual, sdo basais os tumores que, além de ndo apresentarem
expressdo para receptores de estrogeno e progesterona e para 0 produto do
oncogene ERBB2, apresentam reacdo positiva por imunoistoquimica para a

citoqueratina 5 (CK5) ou para o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR).

Ao ser analisada a positividade para marcadores basais utilizados para
classificagcdo de tumores basais, foi observada imunomarcacdo para CK5 em 27

casos e para EGFR em 24, o que correspondeu, segundo esta classificacdo, a 38
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casos de tumores triplo-negativos (TN) basais, representando 51,35% dos casos,
enquanto 36 (48,65%) casos foram de tumores n&o-basais dentro da amostra
estudada de 74 tumores triplo-negativos. Por outro lado, quando analisamos outros
marcadores considerados como relacionados também ao fenotipo basal da célula
mamaria, observamos imunomarcagdo para CK14 em apenas 8 casos (10,8%), e
para o p63, foi verificada imunomarcacédo em 18 casos, 0 que correspondeu a 24,3%
dos tumores triplo-negativos. Tomando por base os dados acima, se
classificassemos como basais aqueles tumores que apresentaram positividade para
pelo menos um destes marcadores basais (EGFR ou CK5 ou CK14 ou p63)
teriamos agora 45 TN basais (60%) e 29 ndo-basais (40%), contrastando com os 38
(51,35%) e 36 (48,65%) da definicAo do estudo seguindo os critérios de Nielsen

(2004) (Tabela 2). Este acréscimo foi de 7 casos, 0 que representa 18,4%.



Tabela 1 — Caracteristicas clinico-demograficas e patologicas da amostra de
tumores triplo-negativos.

Variavél Categoria N (74) %
23 a 45 26 35,1
Idade (anos) * 46 a 65 23 31,1
66 a 92 25 33,8
Raca Parda 43 58,1
Branca 31 41,9
Cancer de mama 28 37,8
Histéria Familiar Cénc.er,d.e ovér?q 02 2,7
Sem histéria familiar 35 47,3
Sem informacao 09 12,2
I 04 5,4
Il (AeB) 39 52,7
Estadiamento Clinico Il (A eB) 24 32,4
v 05 6,75
Sem informacao 02 2,7
Ductal infiltrante 62 83,8
Medular 04 5,4
Tipo Histolégico CDI + Lobular 02 2,7
Indiferenciado 04 54
Inflamatério 02 2,7
I 03 04
. Il 23 33,8
Scarf-Bloom-Richardson " 19 25,73
Nao avaliado 45 36,4
I 07 9,5
1] 28 37,9
Grau Nuclear " 21 28.4
Nao avaliado 18 24,3
1 06 8,1
2 27 36,5
T 3 07 9,5
4 24 32,4
Nao avaliado 10 13,5
Livre 37 50
N Comprometida 28 37,8
Nao avaliado 9 12,2
Presente 29 39,2
Invaséao Linfatica Ausente 4 5,4
N&o avaliada 41 55,4
Presente 15 20,3
Invasao Vascular Ausente 05 6,7
Nao avaliado 54 73
QT Neo 23 31,1
. # Cirurgia 66 89,2
Tratamento Realizado QT adjuvante 48 64.9
Radioterapia 54 77,1
CK5 27 36,5
EGFR 24 32,4
Marcadores Basais EGFR (+) ou CK5 (+) 38 51,35
CK14 8 10,8
p63 18 24,3

* |dade mediana = 57 anos e idade média = 59,9.

#A soma das frequéncias é maior do que 100% pois varios pacientes foram submetidos a mais de um destes procedimentos.
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Conforme visto na tabela 2, poderiam ser feitas outras combinacdes
utilizando marcadores basais para definicdo do tumor triplo-negativo basal. No intuito
de se definir como TN basal aquele que apresentasse imunomarcacao concomitante
para todos os quatro marcadores teriamos apenas 5 (6,75%) casos de tumores
basais e 69 (93,25%) de tumores ndo basais. Ao ser utilizado a definicdo de basal
como sendo a presenca de imunomarcacao para uma citoqueratina (CK5 ou CK14)
associado a outro marcador como EGFR ou p63, teriamos 15 (20,3%) TN basais e
59 (79,7%) de TN nao-basais. E ainda, considerando como condi¢do para definicdo
de tumor basal a imunomarcagdo de EGFR associada & imunomarcacdo de CK5
teriamos apenas 13 (17,6%) TN basais e 61 (82,4%) tumores triplo-negativos nao-

basais.

Tabela 2 - Andlise comparativa de diversas associacbes de marcadores
considerados basais para definicdo de tumores triplo-negativos basais.

Critérios Basal N&o-basal
CK5(+) ou EGFR(+)
38 (51,35%) 36 (48,65%)
(critério de Nielsen)
CK5(+) ou CK14(+) ou EGFR(+) ou 0
063(+) 45 (60,8) 29 (39,2%)
CK5(+) e p63(+) ou EGFR (+)
ou 15 (20,3%) 59 (79,7%)
CK14(+) e p63(+) ou EGFR(+)
CK5(+) e EGFR(+) e p63(+) e CK14(+) 5 (6,75%) 69 (93,25%)

CK5(+) e EGFR(#) 13 (17,6%) 61 (82,4%)
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Tabela 3 - Caracteristicas clinico-demograficas das pacientes portadoras de
tumores mamarios triplo-negativo comparando os fenétipos basal e ndo-basal.

. Basal (%) N&o-basal (%)
Variaveis Categorias N=38 N=36 P
Média 57,4 54,9
Mediana 58,5 49
R 27a92 29a 95
Idade ange a a
27 a 45 12 (31,6) 14 (38,9)
46 a 65 10(26,3) 13 (36,1)
66 a 92 16(42,1) 09 (25)
Branca 15 (39,5) 16 (44,4) 0,814
Raca
Parda 23 (60,5) 20 (56,6)
Sim 15 (39,5) 15 (41,6) 0,533
Histéria Familiar N&o 13 (60,5) 17 (58,4)
N&o avaliado 10 (26,3) 4(11,1)
ECI 2 (5,3) 2(5,7) 0,175
Estadiamento Clinico ECII (A +B) 18 (47,4) 20 (57,5)
(TNM) EC Il (A + B) 14 (36,4) 11 (31,4)
EC IV 3(7,9) 2(5,7)
N&o avaliado 1(2,6) 1(2,8)
Ductal infiltrante 33 (86,8) 29 (80,6)
Medular 2(5,3) 2 (5,6)
Tipo Histoldgico CDI + lobular 1(2,6) 1(2,8)
Indiferenciado 1(2,6) 3(8)
Inflamatério 1(2,6) 1(2,8)
QT - Neo 10 (26,3%) 13 (36,1%) 0,255
QT — Adjuvante 23 (60,5%) 25 (69,4%) 0,288
Radioterapia 24 (66,7%) 30 (88,2%) 0,30




Tabela 4 — Marcadores basais nos tumores

so fendtipos baasal e ndo basal.
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mamarios triplo-negativos comparando

Variaveis GRS Basig(B%) NaO-ﬁigéél 0 P
CK5 (+) 27 (36,5%) 0 -
CK5(-) 10 (26,3) 34 (94,4)
Nao avaliavel 1(2,6) 2 (5,6)
CK14 (+) 7(18,4) 1(2,8%) 0,032
. CK14 (-) 30 (78,9%) 30 (83,3%)
Marcadores Basais . L)
N&o avaliavel 1(2,6%) 5 (13,9%)
EGFR (+) 24 (63,2) 0 -
EGFR (-) 14 (36,8) 35(97,2)
Nao avaliavel 0 1(2,7)
p63 (+) 12 (31,6%) 6 (16,7%) 0,264
p63 (-) 25 (65,8%) 27 (75,0%)
N&o avaliavel 1(2,6%) 3 (8,3%)
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Tabela 5 — Marcadores relacionados a ploriferacdo e a inflamacdo nos tumores
mamarios triplo-negativos comparando so fenotipos baasal e ndo basal.

Variaveis Categorias BaNS:gg/o) Néo-Nbiggl (%) P
EGF (+) 25 (65,8) 19 (52,8)
EGF (-) 9 (23,7) 11 (30,6) 0,565
N&o avaliavel 4 (10,5) 6 (16,7)
PDGF (+) 27 (71,1) 21 (58,3)
PDGF (-) 11 (28,9) 8 (22.2) 0,014
Nao avaliavel 0 7 (19,4)
PDGFRA (+) 35(92,1) 24 (66,7)
PDGFRA (-) 1(2,6) 10 (27,8) 0,004
Nao avaliavel 2 (5,3) 2 (5,6)
PDGFRB (+) 14 (36,8) 13 (36,1) 0.430
Marcadores relacionados a PDGFRB () 22 (57.9) 18 (50) ,
proliferago celular N&o avaliavel 2 (5,3) 6 (16,6)
VEGFA (+) 6 (15,8) 3(8,3)
VEGFA (-) 30 (78,9) 26 (72,2) 0,150
Nao avaliavel 2 (5,3) 7 (19,4)
VEGFR (+) 26 (68,4) 19 (52,8)
VEGFR (-) 11 (28,9) 14 (38,9) 0,442
Nao avaliavel 1(2,6) 3(8,3)
FGF2 (+) 38 (100%) 36 (100%) -
FGFR2 (+) 31 (81,6) 21 (58,3)
FGFR2 (-) 3(7,9) 6 (16,7) 0,93
Nao avaliavel 4 (10,5) 9 (25)
COX2 (+) 14 (36,8) 3(8,3)
COX2 (-) 21 (55,3) 28 (77,8) 0,014
N&o avaliado 3(7,9) 5(13,9)
NOS2 (+) 15 (39,5) 21 (58,3)
NOS2 (-) 21 (55,3) 9 (25) 0,018
Marcadores relacionados & Ndo avaliavel 2(53) 6 (16,7)
inflamacao IL-1B (+) 33 (86,8%) 26 (72,2)
IL-1B (-) 1(2,6) 2(5,6) 0,361
Nao avaliavel 4 (10,5) 8 (22,2)
TLRO (+) 33 (86,8) 24 (66,7)
TLRO (-) 1 (2,6) 2 (5,6) 0,083
N&o avaliavel 4 (10,5) 10 (27,8)
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4.3  Fatores relacionados a proliferacao celular

Foram analisados, por imunoistoquimica, sete marcadores relacionados a
proliferacdo celular: fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), receptor alfa do fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGFRA), receptor beta do fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGFRB), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGFA), receptor do fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGFR2), fator de crescimento de fibroblasto

(FGF) e o receptor 2 do fator de crescimento de fibroblasto (Tabela 5).

O fator de crescimento epidérmico (EGF) foi positivo em 44 (59,5%)
amostras dos tumores triplo-negativos, sendo positivo em 25 (65,8%) casos de
tumores TN basais e em 19 casos ndo-basais. Sua analise foi inconclusiva em 10

Ccasos.

Foi encontrada positividade para o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) em 48 (64,9%) das amostras de tumores triplo-negativos, sendo
gue este marcador se mostrou presente em 27 (71,1%) amostras de tumores basais,
e em 21 (58,3%) amostras de cancer TN ndo-basal. Ao ser aplicado o teste exato de
Fisher esta diferenca se mostrou estatisticamente significante, com p = 0,014. A
analise deste marcador ndo foi possivel em 7 amostras de tumores de mama TN

nao-basais.

Em relacdo ao receptor alfa do fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGFRA), este se mostrou presente em 59 (79,7%) amostras. Ao serem analisados
0S subgrupos, este marcador foi positivo em 35 (92,1%) casos de tumores basais e
em 24 (66,7%) casos de tumores ndo basais, sendo negativo em apenas um tumor
basal e em 10 tumores nao-basais. Nao foi possivel sua avaliagdo em 4 casos (2

basais e 2 ndo-basais). Portanto, a expressao deste marcador, da mesma forma que
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do seu ligante (PDGF), esteve associada com o perfil basal de forma
estatisticamente significante (p = 0,004) (tabela 5).

O receptor beta do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFRB)
apresentou imunomarcagcao em 27 (36,5%) das amostras, sendo que sua avaliacao
nao foi possivel em 7 amostras (2 basais e 5 ndo-basais). Nos tumores basais, a
imunomarcacao foi positiva em 14 (36,8%) amostras, enquanto que nos nao-basais,
a imunomarcacao para o PDGFRB foi positiva em 13 (36,1%) amostras, sem

associacdo com o fenétipo (p=0,430).

Nove (12,2%) amostras foram positivas para o fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGFA), sendo a marcagcao inconclusiva em 9 casos (2 tumores
basais e 7 tumores nao basais). Nos tumores basais, a imunomarcagéao foi positiva
em 6 (15,8%) e nos nado-basais, o resultado da imunomarcacdo foi considerada
positiva em 3 casos (8,3%). Nao houve associacéo entre este marcador e o fenétipo
ao se comparar os subgrupos basais e nao-basais, esta analise ndo apresentou

signficancia estatistica pelo teste de Fisher ( p = 0,150) (tabela 5).

Foi encontrada imunomarcagéo para o receptor 2 do fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGFR2) em 45 (60,8%) amostras. Esta marcacéo foi positiva
em 26 (68,4%) casos de tumores basais e em 19 (52,7%) amostras de TN né&o
basais. A avaliagdo ndo foi possivel em 3 casos, um do subgrupo de tumores basais
e dois do subgrupo ndo basais. Também ndo apresentou associagdo com 0S

fendtipos aqui estudados (p = 0,442), conforme apresentado na tabela 5.

O fator de crescimento de fibroblastos (FGF2), se mostrou positivo em todos
0s casos analisados (74), tanto no subgrupo de TN basais, bem como no subgrupo

de ndo-basais, vide tabela 5.
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O receptor 2 do fator de crescimento de fibroblastos (FGFR2), apresentou
positividade a imunomarcacdo em 52 (70,3%) casos. No subgrupo basal foi positivo
em 31 (81,6%) e, no subgrupo nado-basal, apresentou imunomarcacdo em 21
(58,3%). A avaliacdo da imunomarcacdo do FGFR2 foi inconclusiva em 13 casos,
sendo 6 dos basais e 7 dos TN n&o-basais. Ao submeter este resultado ao teste de
Fisher, o mesmo ndo mostrou significancia estatistica (p = 0,093) (tabela 5).

Ao final da anéalise dos marcadores de proliferacao celular, de forma a resumir
este sub-item, o PDGF e a isoforma alfa de seu receptor, o PDGFRA, mostraram

associacgao significativa com o fenétipo basal dos tumores triplo-negativos.

4.4  Marcadores relacionados a inflamacao.

Foram realizados estudos por imunoistoquimica de quatro marcadores
relacionados a inflamacéo: cicloxigenase 2 (COX2), oxido nitrico sintase (NOS2),
interleucina 1-beta (IL-1B) e Toll-like receptor 9 (TLR9), e comparados entre 0s

subgrupos de tumores basais e ndo-basais (Tabela 5).

A imunomarcacdo da enzima COX2 mostrou positividade em 17 (23%)
amostras, sendo que 14 (36,8%) destas eram de tumores TN basais, e apenas 3
(8,3%) dos TN nao-basais. Foi negativa em 21 amostras do subgrupo de TN basais
e em 28 casos de amostras de TN nao-basais. Esta diferenga foi estatisticamente
significativa com p = 0,014. N&o foi possivel a andlise deste marcador em 3

amostras de TN basais e em 5 casos de TN nao-basais.

A oOxido nitrico sintase (NOS2) apresentou marcacdo por imunoistoquimica
em 36 (48,6%) amostras. Ao analisar o subgrupo de tumores basais, 15 casos

apresentaram positividade, o que correspondeu a 39,5% versus 21 (58,3%) dos
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tumores n&o-basais. Esta diferenca, aparentemente pequena, se associou
significativamente (p = 0,018) com o fenétipo ndo-basal. Sua analise foi inconclusiva

em 8 amostras.

A avaliagdo da imunomarcacao de Interleucina-1 beta (IL1 B) se mostrou
positiva em um namero importante (59) das amostras (79,7%) de tumores triplo-
negativos, o que contrasta com 3 (4,1%) que foram negativos. Sua avaliacéo foi
inconclusiva em 12 casos (16,2%), sendo 4 de tumores basais e 8 do subgrupo nao-
basal. Ao analisar o subgrupo de tumores basais, a marcacédo para IL1 B ocorreu em
33, 0 que correspondeu a 86,8% deste subgrupo, sendo negativa em apenas 1 caso.
Ao analisar o subgrupo de tumores ndo-basais a IL1 B foi também positiva em 26
casos (72,2%), e negativa em apenas 2 casos. Nao se evidenciou associacao de

IL1B com nenhum dos fendétipos (basal x ndo-basal) com p = 0.361.

O Toll-like receptor 9 (TLR9) apresentou positividade a analise
imunoistoquimica em 57 amostras, o que correspondeu a 77% dos tumores TN. A
avaliacdo deste marcador foi inconclusiva em 14 casos (18,9%), sendo 4 do
subgrupo de tumores basais e 10 do subgrupo de tumores nao-basais. Quando
analisado o subgrupo de tumores TN basais, a marcagéo de TLR9 foi positiva em 33
(86,8%) casos, e negativa em apenas um caso. Ao ser analisado o subgrupo de
tumores TN nao-basais, 24 amostras apresentaram marcacdo para TLR9,
correspondendo a 66,7%, sendo negativa em apenas 2 casos, sem diferenca entre
os subgrupos (p = 0,083).

De forma sintética dos marcadores relacionados a inflamacéo, foi
encontrada associacdo estatistica da COX2 com o perfil basal, enquanto que a
NOS2 mostrou associacao estatistica com o perfil ndo-basal.
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4.5 Andlise de dados demograficos.

Foi realizada andlise retrospectiva de prontuarios referentes as amostras de
carcinoma de mama triplo-negativos constantes no TMA, quanto aos dados
demograficos, clinicos e patolégicos das pacientes ( tabelas 1, 3 e 4), conforme
modelo de ficha apresentada em anexo (anexo ).

A idade das pacientes estudadas variou de 27 a 95 anos, com média de 59,9
anos e mediana de 57 anos, como ja mostrado na tabela 1. No subgrupo de tumores
basais, a idade média foi de 57,4 anos e a mediana de 58,5 anos, enquanto que no
subgrupo néo-basal, a idade média e mediana foram, respectivamente, 54,9 e 49

anos de idade.

Os extremos de idade foram semelhantes nos dois subgrupos, no que se
refere aos tumores basais e nao-basais, conforme demostrada nas tabelas 1 e 3,

bem como as faixas etarias.

Ao ser analisado o subgrupo de tumores basais, 23 mulheres eram pardas,
correspondendo a 60,5%, as demais (15) eram brancas, o que correspondeu a
39,5%. No subgrupo de portadoras de tumores TN n&o-basais, a cor parda foi
registrada em 20 (55,6%) prontuarios, as demais 16 (44,4%) eram brancas, sem

diferenca estatistica entre os subgrupos (p = 0,814).

A analise da presenca de historia familiar para cancer de mama ou ovario foi
relatada em 65 prontuarios, destes, 30 casos de pacientes portadoras de cancer de
mama triplo negativo apresentavam familiares portadores de neoplasia de mama
e/ou ovario, o que correspondeu a 46,2%. Ao ser estudado o subgrupo de mulheres

portadoras de tumores TN basais, a ocorréncia de histérico familiar para cancer de
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mama e/ou ovario foi relatada em 15 casos, 0 que correspondeu a 45,5%; ja no
subgrupo de mulheres portadoras de tumores TN nado-basais foram encontrados
relatos de 15 (46,9%) pacientes com parentes portadoras de cancer de mama ou

ovario, sem diferenca significante entre os subgrupos (p = 0,553), vide tabelas 1 e 3.

Nas pacientes que apresentaram positividade para historia familiar de
neoplasia, foi estudada a localizacdo desta neoplasia, sendo relatados 28 casos de
pacientes portadores de tumores TN e historia familiar para cancer de mama, o que
correspondeu a 93,3%, e apenas dois casos de associacéo de tumor de mama TN
com familiares portadores de neoplasia ovariana. Ao serem estudados e
comparados os dois subgrupos (basais x ndo-basais) os resultados foram idénticos,
com 14 casos de neoplasia mamaria e um caso de cancer de ovario, em cada

subgrupo (p = 0,759).

Quanto ao grau de parentesco do familiar acometido de neoplasia, no
subgrupo de tumores basais foi encontrado relato de 11 casos de familiar de
primeiro grau e no subgrupo nao-basal foram encontrados 9 casos. Ao analisarmos
a presenca de familares de segundo grau, foram encontrados 3 casos no subgrupo
basal e cinco no subgrupo né&o-basal, e ainda um caso em cada subgrupo de

paciente com familiar de primeiro e segundo grau (p = 0,833).

Ao ser o avaliado o tipo histolégico desta amostragem, o carcinoma ductal
infitrante foi encontrado em grande percentual dos casos de tumores triplo-
negativos, 62/74 (85%) amostras, sendo 33 do subgrupo basal e 29 do subgrupo
nao-basal, correspondendo a 86,8% e 80,6%. O carcinoma medular foi encontrado
em duas pacientes de cada subgrupo. A associacao de carcinoma ductal e lobular
foi encontrado em uma paciente de cada subgrupo. O carcinoma indiferenciado foi
diagnosticado em apenas uma paciente portadora de tumor de mama triplo-negativo
basal e em 3 do subgrupo ndo-basal, foi ainda diagnosticado um caso de carcinoma

inflamatorio em cada subgrupo.
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Tabela 6 — Caracteristicas patolégicas e de tratamento das pacientes de toda a
amostra e seus tumores agrupadas quanto ao fenétipo basal ou ndo-basal.

Basais (%)

N&o-basais (%)

Caracteristicas Categorias N=38 N=36 P
Ductal infiltrante (CDI) 33 (86,8) 29 (80,6)
Medular 2 (5,3) 2 (5,6)
Tipo histoldgico CDI + Medular 1(2,6) 1(2,8) 1,0
Indiferenciado 1(2,6) 3(8,3)
Inflamatério 1(2,6) 1(2,8)
1 0(0) 3(8,3)
Grau histolégico 2 12 (31,6) 11 (30,5) 0054
(SBR) 3 10 (26,3) 9 (25) '
Sem informacéo 16 (42,1) 13(36,1)
GN1 1(5,3) 6 (16,7)
GN 2 13 (34,2) 15 (41,7)
Grau nuclear GN 3 14 (36.8) 7 (19.4) 0,049
Sem informacéo 10 (26,3) 12 (33,3)
Presente 17 (44,7) 12 (33,3)
Infiltracao linfatica Ausente 2 (5,3) 2 (5,5) 0,574
Sem informacéo 19 (50,0) 22 (61,6)
Presente 9 (27,3) 6 (16,7)
Infiltrac@o vascular Ausente 2 (5,3) 2 (5,5) 0,704
Sem informacéo 27 (71,0) 28 (77,8)
I 2(5,3) 2(5,5)
A 12 (31,6) 8(22,2)
Estadiamento 1B 6 (15,8) 12 (33,3) 0175
clinico A 0(0) 4(11,1) '
B 14 (36,8) 6 (16,6)
Y 3(7,9 2 (5,5
I 3(7,9) 2(5,5)
A 10 (26,3) 10 (27,8)
. IIB 5(13,1) 10 (27,8)
Esgatg;("’)‘”l‘fgfo A 2 (5,3) 4(11,1) 0,08
patolog i 6 (15,8) 4(11,1)
v 6 (15,8) 0
Sem informacéo 6 (15,8) 8 (22,2)
Tratamento Sim 33 (86,8) 33(91,7) 0387
cirargico* Nao 3(13,2) 3(8,3) '
Mastectomia radical 26 (78,8) 30 (90,9)
. . : Cirurgia Conservadora 6 (18,2) 3(9,1)
Tipo de cirurgia” Mastectomia. Subcutanea 1(3) 0 (0) 0,303
N&o realizada 5 3
Linfadenectomia Sim 29 (87,9) 31(93,4) 0187
axilar* N&o 4(12,1) 2 (6,6) '

*para estas frequéncias foram calculadas apenas para os tumores operados.

O grau histolégico foi analisado seguindo os critérios de Scarff, Bloom e

Richardson (SBR) em 45 (60,8%) das 74 amostras de tumores de mama triplo-

negativos. Com maior frequéncia, foi encontrado SBR2 em 23 (51,1%) amostras,

seguido de SBR-3 em 18 amostras (40%). Ao ser analisado o subgrupo de tumores
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basais, ndo foi encontrado nenhum caso de de SBR-1, foram classificados 12
(31,6%) casos como SBR2 e 10 (26,3%) foram classificados como SBR3. No
subgrupo de tumores né&o-basais foram classificados 3 (8,3%) como SBR1, 11
(30,5%) como SBR2, e 9 casos (36,1%) como SBR3 (p=0,054), vide tabela 6.

Também foi realizado analise comparativa dos dois subgrupos apés
agrupamento dos tumores mais diferenciados, ou seja SBR1 e SBR2,
correspondendo a 12 casos de TN basais e 14 de ndo-basais, e dos tumores menos
diferenciados (SBR3), correspondendo a 10 pacientes do subgrupo de TN basal e
em 9 de ndo-basais, contudo, também sem evidenciar diferencga significativa (p =
0,309).

Ao ser estudado o grau nuclear (GN) dos tumores triplo-negativos, a maioria
dos tumores avaliados foram classificados como GN2, correspondendo a metade
dos casos. A informacgéo sobre o GN nédo estava disponivel em 29,7% dos casos. Ao
avaliar o GN entre os subgrupos de tumores basais e ndo-basais, foram encontrados
com maior frequéncia os tumores com GN2 correspondendo a 13 (34,2%) casos no
subgrupo basal e 15 (41,7%) casos no subgrupo de tumores nao-basais, jA 0 GN3
foi encontrado em 14 casos (36,8%) dos tumores basais e em 7 (19,4%) dos
tumores nao-basais. O grau nuclear 1 foi descrito em apenas um caso do subgrupo
de tumores basais e em 6 casos de tumores ndo-basais. Houve associacao entre o

fendtipo basal e um maior grau nuclear (p=0,049).

Foi estudada, outrossim, a frequéncia da infiltracdo linfatica, para qual
constava avaliacdo em apenas 33 laudos histopatoldgicos, estando presente em 29
casos (87,9%) destes tumores. Foi encontrada infiltracdo linfatica em 17 (44,7%)
casos de tumores basais e em 12 (33,3%) das amostras de tumores nao-basais (p =
0, 574).
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Também foi pesquisada nos prontuarios das pacientes e seus laudos
histopatolégicos a presenca de invasdo vascular, sobre a qual havia relato em 20
(27%) registros, e esteve presente em 15 casos, 75% da amostra disponivel para
analise, distribuindo-se da seguinte maneira: 9 del2 tumores basais e 6 de 8

tumores nao-basais (p = 0,704).

O estadiamento (EC) foi avaliado em 71 pacientes, conforme se encontra
detalhado nas tabelas 1 e 3, mas ndo apresentou associacdo com o fenotipo (p =
0,175).

Também foi realizada andlise do impacto do estadiamento, agrupando-se os
casos em trés grupos, o primeiro grupo sendo formado por casos com doenca inicial
(EC I e ll), o segundo grupo formado por tumores localmente avangados (EC Ill), e 0
terceiro grupo constituido de pacientes portadoras de doenca disseminada (EC 1V),

mas aqui também nao se mostrou associacdo com o fenétipo (p=0,801).

Nos tumores analisados o estadiamento patolégico mais encontrado foi o 1A
em 20 (32,3%). No subgrupo referente aos tumores basais, o estadiamento
patolégico encontrado com maior frequéncia também foi o IIA com 10 (31,3%)
casos. No subgrupo de tumores nao-basais, os estadiamentos patologicos
encontrados com maior freqiiéncia foram o A e 1IB, com dez (33,3%) casos de cada

estadiamentos (p = 0,08).

A amostra de pacientes foi avaliada quanto a modalidade terapéutica a qual
foram submetidas, como cirurgia, quimioterapia ou radioterapia. Naquelas pacientes
submetidas a tratamento cirurgico, foi estudado o tipo de cirurgia e sua extensao. 56
(84,8%) foram submetidas a mastectomia radical, 9 (13,6%) a cirurgia conservadora
e apenas uma submetida a mastectomia subcutanea. Das 33 pacientes portadoras

de tumores basais, 26 (78,8%) foram submetidas a mastectomia radical, seis
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(18,2%) foram submetidas a cirurgia conservadora, e apenas 1 (3%) foi submetida a
mastectomia subcutanea. No subgrupo de tumores néo-basais, 30 (90,9%)
pacientes foram submetida a mastectomia radical, e 3 (9,1%) foram submetidas a
cirurgia conservadora. Comparando-se os dois subgrupos ndo foi encontrada

diferenca significante (p = 0,303).

Foi avaliada a realizacdo do esvaziamento axilar quando do tratamento
cirdrgico nos dois subgrupos. A maioria das pacientes operadas, 60 (92,3%),
realizou linfadenectomia. No subgrupo basal, 29 (87,9%) pacientes foram
submetidas a linfadenectomia axilar. No subgrupo de pacientes com tumores nao-

basais, 31 (92,3%) foram submetidas ao esvaziamento axilar (p = 0,187).

A biépsia de linfonodo sentinela (BLS) foi realizada em apenas 8 (12,1%)
das pacientes portadoras de TN, sendo 5 (15,2%) do subgrupo basal e 3 (9,1%) do
subgrupo nao-basal (p = 0,354). O resultado da biopsia de linfonodo sentinela (BLS),
naqueles 8 casos submetidas a este método de avaliacdo da axila, foi positivo em 2
(25%). No subgrupo basal, uma (20%) dentre cinco pacientes apresentou bidpsia
positiva do linfonodo sentinela axilar. No subgrupo de tumores nao-basais, 1 (33,3%)
dentre trés avaliadas apresentou comprometimento do linfonodo sentinela axilar (p =
0,643).

A utilizac&o de tratamento quimioterdpico de forma neoadjuvante (QTneo) foi
avaliada, sendo utilizada em 23 (31,1%) pacientes com TN. No subgrupo de tumores
basais foi administrada a QTneo em 10 (26,3%) pacientes. No subgrupo de tumores
nao-basais, foi prescrita a 13 pacientes (36,1%). Ao ser realizado teste de Fisher,

nao foi encontrada diferenca significante (p = 0,255) (tabela 1).

Foram utilizados diversos protocolos de quimioterapia neoadjuvante, em

especial utilizando antraciclicos e taxanos. O esquema mais utilizado nos dois
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subgrupos foi AC, combinacao de ciclofosfamida e doxorrubicina, o qual foi aplicado
a 3 pacientes do subgrupo basal e 5 do subgrupo nao-basal. O segundo protocolo
mais utilizado foi o AC-T, o qual acrescenta o paclitaxel ao AC (trés pacientes em
cada subgrupo). Contudo ndo houve associacdo entre o tipo de QTneo e o0s

subgrupos (p = 0.939).

A resposta clinica ao tratamento neoadjuvante foi avaliada em 22 pacientes,
utilizando-se 0s seguintes parametros: resposta objetiva parcial (reducdo de
diametro tumoral superior a 30%), resposta objetiva completa (auséncia de tumor
detectavel por exame clinico e métodos de imagem), doenca estavel e progressao.
Os resultados dos subgrupos basais e ndo-basais encontram-se na tabela 6. Ao se
comparar o nivel de resposta clinica a QTneo e entre os subgrupos (basal x néao-
basal), ndo foi encontrada significancia estatistica ao teste de Fisher (= 0,303), vide
tabela 7.

A resposta patologica apés QTneo foi avaliada utilizando quatro critérios:
resposta patologica completa, resposta patologica parcial, presenca apenas de
carcinoma in situ na peca tumoral, ou auséncia de resposta. Nao foi encontrado
nenhum caso com relato de histopatologico que constasse apenas carcinoma in situ.
A resposta patoldgica completa foi encontrada em apenas um caso pertencente ao
subgrupo de pacientes portadores de tumores nao-basais. Nenhuma paciente do
subgrupo basal apresentou resposta patoldgica completa. Seis (66,7%) pacientes do
subgrupo basal apresentaram resposta patolégica parcial, enguanto que no
subgrupo de pacientes com tumores nao-basais foram 10 (83,3%) pacientes. Ao ser
avaliada a auséncia de resposta patolégica a QTneo foi encontrado 3 (33,4%) casos
no subgrupo de pacientes com tumores basais, e apenas um (8,3%) caso do
subgrupo de paciente com tumores néo-basais (tabela 8) (p = 0,272).
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Tabela 7 — Avaliacdo da resposta clinica ao tratamento neoadjuvante de pacientes
portadores de tumores triplo-negativos de mama, comparando os perfis basal e nao-
basal.

i Basais (% Nao-basais (%
Caracteristicas Celizgies e S Y
N=8 N=12
Completa 0 3 (25)
Objetiva parcial 4 (40) 6 (50)
Resposta Estavel 3 (30 18,3
p' (30) (8.3) 0.207
Clinica
Progressao 3 (30) 2 (16,7)
*Resposta parcial e

4 (40) 9 (75)

completa

Quanto a quimioterapia com intuito adjuvante, a mesma foi realizada em 48
(64,9%) pacientes. No subgrupo referente as pacientes portadoras de tumores
basais, 23 (60,5%) receberam quimioterapia adjuvante, enquanto no subgrupo de
pacientes portadoras de tumores n&o-basais, 25 (69,4%) realizaram tratamento

guimioterapico com finalidade adjuvante (p= 0,288).

Foram analisados os esquemas de quimioterapia utilizados com a finalidade
adjuvante, comparando-se 0s dois subgrupos. O protocolo mais utilizado em cada
subgrupo (9/23, correspondendo a 39,1% no subgrupo basal e 11/24,
correspondendo a 45,8% no subgrupo ndo-basal), bem como no grupo de pacientes
triplo-negativo foi o CMF — ciclofosfamida, metotrexato e 5-fluorouracil, o qual foi
utilizado em 20 (42,6%) pacientes. O segundo protocolo mais utilizado foi o AC, o
gual foi administrado a 9 (19,1%), sendo 6 (26,1%) do subgrupo basal e 9 (19,1%)
do subgrupo n&o-basal. Foram ainda utilizadas outras 8 combina¢gbes de drogas

quimioterapicas com finalidade adjuvante. A analise da freqiéncia dos esquemas de
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guimioterapia adjuvante entre os dois subgrupos ndo apresentou significancia
estatistica (p = 0,520).

Tabela 8 — Resposta patolégica ao tratamento neoadjuvantes de pacientes
portadores de tumores triplo-negativos de mama, submetidas a quimioterapia neo-
adjuvante comparando os perfis basal e ndo-basal.

: Basais (%) Nao-basais (%)
Caracteristicas Categorias _ P
— N=12
N=9

Completa 0 1 (8,3%)

Resposta Parcial 6 (66,7) 10 (83,3%)
. 0,272
patolégica
Auséncia de
3(33,3) 1 (8,3%)
resposta

A radioterapia externa pdés-operatoria foi realizada em 54 (77,1%) das
pacientes. No subgrupo de pacientes portadores de tumores basais 24 (66,7%)
pacientes foram submetidas a radioterapia, enquanto que no subgrupo nao-basal, 30
(88,2%) receberam tratamento radioterapico, ndo tendo sido encontrada diferenca

estatistica entre dos subgrupos.

A evolugdo das pacientes foi estudada levando-se em consideragéo, as
seguintes variaveis: auséncia de doenca, presenca de recidiva loco-regional,
presenca de recidiva sistémica, ou ainda, auséncia de dados em registros de
prontuario. A auséncia de doenca em atividade foi observada em 39 (58,2%) das
pacientes, sendo 15 (46,9%) pacientes do subgrupo basal, enquanto no subgrupo
nao-basal ndo foi observada doenca em atividade em 24 pacientes (68,6%).
Recidiva loco-regional foi registrada em 7 (10,4%) pacientes, sendo 5 (15,6%) do

subgrupo basal e 2 (5,7%) do subgrupo nao-basal. Foi encontrado relato de recidiva
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sistémica em 19 pacientes, sendo 11 (34,4%) no subgrupo basal e 8 (22,9%) no
subgrupo ndo-basal, sem diferenca entre os subgrupos para todas as variaveis
acima (p= 0,244).

Foram avaliadas as localizacdes das recidivas, de forma isolada, os sitios
mais freqientes de metastases foram: pleuro-pulmonar com 6 seis casos, sendo 4
no subgrupo basal e 2 no subgrupo néo-basal, e 3 casos de metastases 0sseas,
sendo um caso no subgrupo basal e dois casos no subgrupo nao-basal. Foram
encontrados cinco relatos de metastase cerebral nos prontuarios, sendo dois no
subgrupo basal e trés no subgrupo nédo-basal. Foram encontradas diversas
combina¢cdes de sitios metastaticos, sendo a mais frequente, a associacdo de
metastase pleuro-pulmonar e 6ssea, com 4 casos, dois em cada subgrupo. Nao

houve associagdo significante do sitio de metastase com os subgrupos (p = 0,598).

Na andlise da associacdo entre os subtipos basal e néo-basal com a
ocorréncia de metastase cerebral ou de outros sitios de metastases, bem como de
recidiva loco-regional, ndo se evidenciou associagdo estatistica destas com o0s

fendtipos basal e ndo-basal (p = 0,218), conforme demonstrada na tabela 9.

Tabela 9 — Andlise do padrdo de recidiva nos tumores mamarios triplo-negativos e
nos subgrupos basal e ndo-basal.

Caracteristica Categoria Basal Néao-basal Total
Loco-regional 4 (25%) 0 4 (14,8%)
o Sistémica
Recidiva B 10 (62,5%) 8 (72,7%) 18 (66,7%)
nao-cerebral
Cerebral 2 (12,5%) 3 (27,3%) 5 (18,5%)
Total 16 (100%) 11 (100%) 27 (100%)
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O seguimento mediano da populacdo foi de 44,6 meses (95%IC [36,5;
32,7]). Quando do encerramento do estudo, ao se analisar o status final das
pacientes, encontravam-se vivas sem evidéncia de doenca em atividade 23 (31,1%),
sendo 10 (26,3%) do subgrupo basal e 13 (36,1%) do subgrupo ndo-basal. Quatro
pacientes, duas de cada subgrupo (5,3% e 5,6% respectivamente), encontravam-se
vivas com doenca em atividade. Havia descricdo de o&bito por cancer em 12
prontuarios (16,2%), sendo 8 (21,1%) do subgrupo basal e 4 (11,1%) do subgrupo
nao-basal. Trinta e cinco (47,3%) pacientes foram considerados como perda de
seguimento, sendo 18 (47,4%) do subgrupo basal e 17 (47,2%) do subgrupo néo-
basal, sem diferenca estatisticamente significante (p= 0,616).

Vinte e quatro pacientes apresentaram recidivas, sendo 15 no subgrupo
basal e 9 no subgrupo néo-basal. O ILD das pacientes portadoras de tumores triplo-
negativos foi em média 22,9 meses com 1C95% [16,2; 29,5] e mediana 20,3 meses.
Para o subgrupo basal, o intervalo livre de doenca foi de 20,4 meses em média com
IC95% [10,9; 30,0] e mediana de 15,0 meses. Para o subgrupo ndo-basal o ILD foi
de 27,0 meses em média IC95% [17,2; 36,8] e mediana de 26,7 meses (grafico 1),
sem diferenca estatisticamente significante entre as médias de ILD (p=0,174).

As pacientes portadoras de tumores triplo-negativos apresentaram sobrevida
meédia de 44,6 meses 1C95% [36,5; 52,7] e mediana de 38,0 meses. O subgrupo
basal apresentou sobrevida média de 42,0 meses 1C95% [30,5; 53,5] e mediana de
36,0 meses. Ja o subgrupo nao-basal teve sobrevida média de 47,3 meses IC95%
[35,3; 59.2] e mediana de 39,0 meses. Apesar da aparente maior sobrevida do
subgrupo néo-basal, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre

as médias dos dois subgrupos, basal e ndo-basal (p=0,176) (grafico 1).
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Gréfico 1 — Sobrevida livre de doenca de pacientes portadoras de tumores basais e
nao-basais. A sobrevida foi medida do término do tratamento inicial até o surgimento
da primeira recidiva (intervalo livre de doenca) e as curvas calculadas pelo método
de Kaplan-Meier.

ApOs ajuste por idade (até 50 anos inclusive e aquelas com idade superior a
50 anos), quando se ordenou o subgrupo de mulheres menores de 50 anos foi
detectada diferenca estatisticamente significante quanto a curva de sobrevida global
entre os subgrupos basal e ndo-basal, com pior sobrevida das pacientes portadores
de tumores basais (grafico 2). Por outro lado n&do foi encontrada significancia
estatistica ao se comparar a sobrevida dos grupos basal e ndo-basal pelas curvas
de Kaplan-Meier, no subgrupo das pacientes com idade superior a 50 (gréafico 3).
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Grafico 2 — Sobrevida global das pacientes portadoras de tumores de mama triplo-
negativo comparando os subgrupos basal e ndo-basal. A sobrevida foi medida da
data do diagndstico até a morte por qualquer causa e as curvas calculadas pelo
meétodo de Kaplan-Meier.
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Grafico 3 — Sobrevida global das pacientes portadoras de tumores triplo-negativos,
comparando os subgrupos basal e ndo-basal, em paciente com idade inferior a 50
anos. A sobrevida foi medida da data do diagnéstico até a morte por qualquer causa.
As curvas foram calculadas pelo método de Kaplan-Meier e comparadas pelo
método de log-rank.
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Grafico 4 — Sobrevida das pacientes portadoras de tumores triplo-negativos com
idade superior 50 anos de idade, comparando os subgrupos basal e ndo-basal. A
sobrevida foi medida da data do diagnostico até a morte por qualquer causa. As
curvas foram calculadas pelo método de Kaplan-Meier e comparadas pelo método
de log-rank.

A sobrevida global considerando toda a populacdo de pacientes portadoras
de tumores triplo-negativos foi pior para quem tinha estadiamento clinico mais
avancado (p<0,001), tumores maiores (p<0,001), comprometimento axilar clinico
(p=0,005), presenca de metastases ao diagnostico (p<0,001), estadiamento
patolégico agrupado (doenca precoce x localmente avancada, p<0,001),
estadiamento T patoldgico (p=0,002), pacientes ndo operadas (p<0,001), pacientes
submetidas a cirurgia conservadora (p=0,024), pacientes que receberam
quimioterapia neoadjuvante (p=0,002), auséncia de resposta clinica (p=0,003), nédo

realizacdo de quimioterapia adjuvante (p<0,001), evolucdo clinica (auséncia de
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recidiva x recidiva loco-regional x recidiva sistémica, p<0,001), expressédo de EGF no

tumor (p=0,042) e de PGFRA (p=0,036).
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Gréafico 5 — Impacto do estadiamento clinico agrupado ([EC1+EC2] x [ECIII +
ECIV]), na sobrevida global de pacientes portadoras de tumores mamarios

triplo-negativos.
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Grafico 6 — Impacto do tamanho do tumor agupado ([T1+T2] x [T3 +T4]), na
sobrevida global da pacientes portadores de tumores mamarios triplo-

neaativos.
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Grafico 7 — Impacto do status axilar ([N-] x [N+]), na sobrevida global de
pacientes portadoras de tumores mamarios triplo-negativos.
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Gréfico 8 — Impacto do estadiamento patolégico agrupado ([EP1+EP2] x
EP3), na sobrevida global da pacientes portadoras de tumores mamarios

triplo-negativos.
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Grafico 9 — Impacto do tamanho tumoral patolégico agrupado ([pT1 + pT2] x
[pPT3 + pT4]), na sobrevida global das pacientes portadoras de tumores

mamarios triplo-negativos.
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Gréfico 10 — Impacto da realizacao cirurgia na sobrevida global de pacientes
portadoras de tumores mamarios triplo-negativos.
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Gréfico 11 - Impacto do tipo de cirurgia, (mastectomia X cirurgia

conservadora), na sobrevida global das pacientes portadoras de tumores
mamarios triplo-negativos.
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Grafico 12 — Impacto da realizacado de quiomioterapia neodjuvante na sobrevida
global de pacientes portadoras de tumores mamarios triplo-negativos.
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Grafico 13 — Impacto da resposta clinica (presenca x auséncia de resposta)
da QTneo em pacientes portadoras de tumores mamarios triplo-negativos.
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Grafico 14 - Impacto da realizagdo de quimioterapia adjuvante na

sobrevida global de pacientes portadoras de tumores triplo-negativos.
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Gréfico 15 — Impacto da evolucdo (auséncia de recidiva x recidiva loco-

regional x recidiva sistémica), na sobrevida global das pacientes portadoras de
tumores mamarios triplo-negativos.
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Grafico 16 — Impacto da expressdo de EGF na sobrevida global das

pacientes portadoras de tumores mamarios triplo-negativos.
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Grafico 17 — Impacto da expressdao de PDGRA na sobrevida global de
pacientes portadoras de tumores mamarios triplo-negativos.

Procuramos também avaliar se havia interacdo do imunofenétipo com as

demais variaveis quanto a sobrevida e encontramos associagdo estatisticamente
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significante para as pacientes de cor parda (pior sobrevida para os tumores basais,

p=0,030), presenca de metédstases ao diagndstico (pior sobrevida no subgrupo

basal, p=0,043) e cujos tumores expressavam PDGF, VEGFR e NOS2 (pior

sobrevida para os tumores basais, p=0,006; p=0,046 e p=0,024, respectivamente

(gréficos 5 a 17).
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Grafico 18 — Sobrevida global de pacientes portadoras de tumores triplo-
negativos em funcéo do perfil imunoistoquimico e da variavel cor.



99

1.0+ Meta_lstas,es.
ﬁ | 1l | | L1l Ll | | 1 Il Il Il Il | | ao dlagnOStICO
__1Basal
08| — "1 Nao-basal
' o L : - Basal Censurado
— Na&o-basal Censurado

I _|
o 0,6
S
o —t—
8 p=0,043
) 0,4

0,2

0,0

I I I I I I I
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00
Meses

Grafico 19 — Sobrevida global de pacientes portadoras de tumores triplo-
negativos em funcéo da presenca de metastase ao diagnostico
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Grafico 20 — Sobrevida global de pacientes portadoras de tumores triplo-

negativos em funcdo da imunoexpresséo de PDGF.
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Grafico 21 — Sobrevida global de pacientes portadoras de tumores
triplo- negativos em funcéo da imunoexpresséo de VEGFR.
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Grafico 22 - Sobrevida global de pacientes portadoras de tumores
triplo- negativos em funcdo da imunoexpresséo de NOS2.
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Grafico 23 — Analise multi-variada — Regressdo de Cox, sobrevida global das
pacientes portadoras de tumores mamarios triplo-negativos.
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Grafico 24 - Analise multi-variada — Regressdo de Cox, sobrevida global das
pacientes portadoras de tumores mamarios triplo-negativos, controlando os perfis
basal e ndo-basal.
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Ao ser realizada a andlise multivariada, partindo-se de variaveis que
apresentaram significancia de até 20% na regressdo de Cox bivariada que testou,
além do perfil basal e ndo-basal, todas as demais variaveis, permaneceram no
modelo final: perfil imunoistoquimico, comprometimento axilar (N2), realizacdo de
cirurgia e QTNeo, levando a seguinte conclusdo: pacientes portadoras de tumores
basais (odds adjust = 8,5), com axila comprometida (odds adjust = 4,9), submetidas
a quimioterapia neoadjuvante (odds adjust = 3,5) e ndo operadas (odds adjust =

13,1) apresentaram pior sobrevida,vide tabela 10 e graficos 23 e 24.

Tabela 10 — Analise multivariada da sobrevida global das pacientes portadoras de

tumores mamarios triplo-negativos — Regresséao de Cox.

B SE Wald df Sig. Exp(B) Li Ls
Perfil 2.136 784 7.431 1 .006 8.469 | 1.823 | 39.350
N2 1.583 751 4.447 1 .035 4869 |1.118 | 21.198
Cirurgia | 2.572 .885 8.455 1 .004 13.093 | 2.313 | 74.122
QTneo | -1.243 125 2.936 1 .087 .289 .070 | 1.196

B = coeficiente de regressao;

SE = Erro padréo do coeficiente de regresséo;

Wald = Teste de Wad;

Df = Grau de liberdade;

Sig = Nivel de significancia;

Exp (B) = Odss = Exponencial de coeficiente de regressao;

Li = Limite inferior de coeficiente de regresséo do intervalo de confianca 95,0%;

Ls = Limite superior de coeficiente de regresséo do intervalo de confianca 95,0%
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5 DISCUSSAO

Os tumores triplo-negativos continuam a desafiar os profissonais que lidam
com o cancer de mama, desde a dificuldade na definicho de marcadores
imunoistoquimicos apropriados para a identificagdo dos subtipos basais, até na
escolha do tratamento sistémico, tendo em vista a escassez de quimioterapicos mais

eficazes e especificos para esta forma agressiva de cancer de mama.

Em nosso estudo, composto de 74 amostras de tumores triplo-negativos a
idade variou de 27 a 95 anos, com média de 59,9 anos e mediana de 57 anos, 0 que
mostra uma faixa etaria elevada em comparacdo com a literatura pesquisada
(ANDERS e CAREY 2008; FERNANDES et al. 2009; REIS-FILHO e TUTT, 2008;
RHEE et al. 2008), a qual relata maior incidéncia de tumores triplo-negativos em
mulheres jovens. ONITILO et al. (2009) ao estudarem 1134 casos de carcinoma
invasivo da mama, encontraram uma idade média de 62,7 anos. Ao se avaliarem
apenas o0s casos triplo-negativos, a idade encontrada foi um pouco inferior, 58,1

anos, semelhante aquela encontrado em nosso estudo.

Os tumores de mama acometem mais frequentemente mulheres na faixa
etaria acima de 50 anos de idade, alcangando seu pico de incidéncia no intervalo de
65 a 70 anos de idade, conforme dados do INCA (2010), enquanto que os tumores
triplo-negativos sdo encontrados em mulheres mais jovens (ANDERS & CAREY
2008; REIS-FILHO e TUTT, 2008; RHEE et at., 2008; FERNANDES et al., 2009).

No subgrupo basal, a idade das pacientes variou de 27 a 92 anos, com media
de 57,4 anos e mediana de 58,5 anos, dados estes que quando comparados com o
subgrupo nao-basal, com limites de idade de 29 a 95 anos e média e mediana de

54,9 e 49 anos, mostram uma discordancia com a literatura, Silva et al. (2008) citam
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uma maior frequéncia dos tumores basais em pacientes jovens com idade variando
de 35 a 60 anos. No nosso estudo o subgrupo basal com idade inferior a 45 anos
correspondeu a apenas 31,1% dos casos. Sasa et al. (2007), ao estudarem 66
pacientes portadoras de tumores TN, encontraram que 14 (35%) de 40 pacientes do
subgrupo basal apresentavam idade inferior a 49 anos, enquanto que no grupo nao-
basal, 5 (19,2%) de 26 pacientes encontrava-se nesta faixa etaria. LIN et al. (2009)
estudaram 167 casos de tumores triplo-negativos, sendo que a idade foi bastante
semelhante ao comparar os subgrupos de basais e ndao-basais, 51,97 e 51,93 anos,
respectivamente. Este resultado é maior que o encontrado na maioria dos estudos,
porém inferior a encontrada em nosso estudo, no qual a mediana foi de 58,5 e 49
anos subgrupos basal e ndo-basal respectivamente. CAREY et al. (2007), em estudo
que analisou a resposta a quimioterapia neoadjuvante em 107 pacientes,
encontraram uma idade mediana de 51 anos, enquanto que no subgrupo de tumores
basais a idade mediana foi de 45 anos, mostrando que as pacientes do subgrupo

basal sdo diagnosticadas em idade menor que no grupo néo-basal.

Em nosso estudo, encontramos dois grupos quanto a cor, sendo 43 pardas
(58,1%) e 31 (41,9%) brancas. Quando analisados os dois subgrupos (basais e nao-
basais), encontramos que a propor¢cao de mulheres pardas no subgrupo basal foi de

60,5% versus 56,6% no subgrupo nao-basal.

Devemos ter cuidado ao se comparar dados epidemioldgicos no que se refere
a cor, devido a grande miscigenacao ocorrida em nosso pais e a grande diferenca
existente entre os diversos estados. No Ceara, a populacao feminina € composta de
56,22% de pardas, 38,96% de brancas, 3,74% de pretas, 0,14% de amarelas e
0,16% de indigenas, segundo censo demografico de 2000 do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2010).

Diversas publicacbes se referem a maior incidéncia de tumores triplo-
negativos em mulheres afrodescendentes. LUND et al. (2008), em uma populacao

americana, verificaram uma maior frequéncia de tumores TN em mulheres negras
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guando comparadas a mulheres ndo-negras (29,3% x 13%). RHEE et al. (2008)
relataram a incidéncia de 19,9% de TN na populagcdo americana n&o-negra,
enguanto que nas americanas negras a incidéncia é 26,4%. BRENTON et al. (2005)
relatam maior frequéncia de tumores basais em mulheres afrodescendentes na pré-
menopausa quando comparadas com mulheres na pés-menopausa nao-
afrodescendente (39% versus 14%). MILLIKAN et al. (2008), dentre um universo de
225 pacientes de tumores basais, comparou a frequéncia de pacientes de cor negra
e branca, nas mulheres pré e pds-menopausadas, tendo encontrado maior
frequéncia de tumores basais nas negras na pré-menopausa (27,2% x 14,5%), bem
como nas pacientes pos-menopausadas (16% x 9,3%).

Ao analisarmos o padréo racial do grupo por nés estudado, a participagcéo de
mulheres pardas, que compdem 60,5% do subgrupo basal, foi superior a
participacdo de mulheres pardas na populacéo cearense que € composta de 56,22%
de mulheres pardas. Nosso resultado mostra uma incidéncia um pouco maior de
mulheres pardas no grupo basal, o que seria coerente com a literatura citada no
paragrafo anterior, porém, ressaltamos que a literatura se refere a cor negra, a qual
representa apenas 3,74% da populacéo feminina cearense, segundo o IBGE (2010),
e ainda reforcamos que nédo encontramos nenhum relato de paciente de cor negra
em nossa amostra. Isso pode ser, entretanto, um viés de anotacdo, jA que as
pessoas costumam evitar o termo negro ou preto nos registros médicos. A cor parda
esteve associada com pior sobrevida dentro do subgrupo de portadoras de tumores
basais, contudo, como esta populacao era enriquecida para pacientes desta cor, isto

pode refletir apenas essa preponderancia numerica.

REIS-FILHO e TUTT (2008) relatam uma associacao entre tumores triplo-
negativos e mutacdo do gene BRCAIL. Varios autores encontraram associagdo de
mutacbes em BRCALl com os tumores triplo-negativos e com a expressado de
marcadores de fenétipo basal (ANDERS e CAREY 2008; RAKHA et al. 2008).
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Em nossa pratica clinica, a realizacdo de estudos de mutacdo de genes
como o BRCAl1l ou BRCA2 é muito dificil, dessa maneira, como um marcador
indireto, pesquisamos nos prontuarios dados referentes a presenca de histérico
familiar para cancer de mama ou de ovario. Foi encontrada historia de familiares
com cancer em 15 pacientes do subgrupo basal, bem como 15 no subgrupo nao-
basal (45,5% x 46,9%), sem significancia estatistica. A idade média ao diagnéstico
foi de 59,9 e mediana de 57 anos. Ao avaliar a localizacdo do tumor no familiar
acometido identificamos 14 casos de cancer de mama e um caso de cancer de
ovario em cada subgrupo, sugerindo que potencialmente, pelo menos uma parcela

destas pacientes sejam portadoras de mutacoes.

Quanto as caracteristicas morfolégicas dos tumores triplo-negativos
encontramos a maioria classificada como carcinoma ductal infiltrante (89,7%), sem
diferencas entre os subgrupos basais e néo-basais (88,9% x 90,6%), o carcinoma
medular puro foi encontrado em 5,9% (N=4) dos tumores TN, sua distruibuicdo foi
semelhante nos subgrupos basais e néo-basais (5,6% x 6,3%). ANDERS e CAREY
(2008) relatam a predominéancia do carcinoma ductal invasivo dentre os tumores
triplo-negativos, podendo ser encontrados fenotipos agressivos como metaplésico,
medular atipico ou adendide cistico. Diversos autores, entre eles FULFORD et al.
(2006), citam como caracteristicas histopatolégicas dos tumores basais: cicatriz
central, necrose tumoral, presenca de spindle cells, metaplasia escamosa, alto grau
mitético e alto grau nuclear. THIKE et al. (2010), em uma amostra de Singapura,
encontraram distribuicdo dos tipos histopatolégicos semelhante ao nosso, estudo
92% de tumores ductais invasivos, enquanto que na amostra aqui apresentada foi
de 83,8%. Em relacdo aos tumores medulares, foi encontrado um pecentual desta
variante tumoral na amostra oriunda do Ceara superior ao resultado encontrado na

amostra de Singapura (5,9% x 2%).

Ao ser estudado o grau histologico, conforme Scarf, Bloom & Richardson
(SBR), o maior percentual dos tumores foi classificado como SBR2 (54,5% no
subgrupo basal e 47,8% no subgrupo néo-basal) e SBR3 (45,5% no subgrupo basal
e 34,8% no subgrupo nédo-basal), ndo sendo encontrada diferenca entre os dois
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subgrupos, o que se aproxima dos dados relatados em outros estudos. ONITILO et
al. (2009) relataram uma frequéncia de 76,3% de tumores indiferenciados, 12,5% de
tumores moderadamente diferenciados e 4% de tumores bem diferenciados entre os

tumores TN por eles estudados.

CHEANG et al. (2008) compararam as caracteristicas morfologicas dos
tumores TN, comparando os tumores basais (336) com os tumores nao-basais (303)
e encontraram 87,2% de tumores grau lll entre os tumores basais versus 64,4%
entre os tumores nao-basais. Os mesmos autores também referem uma frequéncia
inferior de tumores GllI (10,4% entre tumores basais e 26,4% entre os ndo-basais). E
importante ressaltar o achado de LIVASY et al. (2006) que observaram, em uma
amostra de 23 tumores TN, que todos apresentaram SBRIIl. A nossa amostra é
enviesada quanto a este parametro jA& que nado foi realizada avaliacdo do grau

histol6gico em 39,1% dos casos.

Ao ser avaliado o grau nuclear (GN) no estudo ora apresentado, observamos
GN1 em 3,6% dos tumores basais versus 21,4% em tumores n&o-basais, GN2 em
maior frequéncia nos tumores nao-basais (53,6% x 46,4%) que nos tumores basais,
bem como os tumores GN3 (42,9% x 21,4%), sendo esta associacao
estatisticamente significante (p=0,049), ou seja, foi encontrada associagdo do
fendtipo basal com grau nuclear elevado. SASA et al. (2007), em amostragem
japonesa de 66 tumores triplo-negativos, encontraram tumores GN1 em maior
namero entre 0os tumores nao-basais (50% x 15%). Para os tumores GN2 foi
relatada uma discreto predominio no subgrupo basal (15% x 11,5%), ja o GN3 foi
encontrado com maior frequéncia no subgrupo basal (70% x 38,5%). Concluimos
gue nossos achados foram semelhantes para o grau nuclear relacionado com os
tumores ndao-basais, enquanto que 0s graus nhucleares mais elevados se
relacionaram com os tumores basais. Este dado sugere uma maior agressividade

destes tumores, em especial dos tumores basais.
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A infiltracdo vascular quando avaliada, foi encontrada em 75% dos tumores
triplo-negativos, tanto no subgrupo basal, quanto no subgrupo nao-basal, embora
tenha sido realizada em apenas 44,6% das pacientes. No estudo de SASA et al.
(2007) foi encontrado 32,5% de invasdo vascular nos tumores basais e 15,4% de
invasdo vascular nos tumores nao-basais. Este indicador de agressividade por nés
avaliado indica, mais uma vez, uma potencial maior agressividade dos tumores

triplo-negativos como um todo.

Quando avaliado o estadiamento clinico das pacientes portadoras de tumores
triplo-negativos, 52,7% encontravam-se no ECIl e 32,4% no ECIIl. Foram
encontrados cinco casos de pacientes com doenca disseminada no momento do
diagnéstico, trés no subgrupo basal e duas no subgrupo ndo-basal. O estadiamento
clinico e o estadiamento T do TNM, tanto clinico quanto patoldgico, apos
agrupamento, mais avancados, assim como a presenca de metastases ao
diagnéstico, estiveram associados com pior sobrevida global. O comprometimento
axilar clinico também esteve associado com pior sobrevida, e junto com a presenca
de metastase, se manteve como fator independente na analise multivariada. RAKHA
et al. (2006), ao analisarem 1862 pacientes com cancer de mama, verificaram que
347 (18,6%) apresentaram fendtipo basal. Ao ser analisada a presenca de
metastase quando do diagnadstico, esta foi encontrada em 145 pacientes portadores
de tumores néo-basais, correspondendo a 9,5%, sendo encontrados 66 pacientes
EC IV no subgrupo basal, o que correspondeu a 19%. A taxa de 19% de EC IV no
subgrupo basal foi bem mais elevada que aquela do subgrupo né&o-basal (p <
0,0001), bem como mais elevado do que aquela encontrada na pesquisa ora

apresentada (6,75%).

Quanto ao tratamento cirargico, 66 pacientes foram submetidas a alguma
forma de tratamento cirargico, o que correspondeu a 89,2% dos casos. A maioria
(N=56) foi submetida a mastectomia, nove realizaram cirurgia conservadora e
apenas uma mastectomia subcutanea. A nao realizacao de cirurgia e a realizacao de
cirurgia conservadora estiveram associadas com pior sobrevida global no nosso

estudo. Ao ser analisada a possibilidade de maior risco de recidiva local na
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conservacdo da mama, a literatura ndo é uniforme. HAFFTY et al. (2006) relataram
que as pacientes portadoras de TN e submetidas & conservacdo da mama,
apresentam taxa de recidiva loco-regional semelhante as demais. Da mesma forma
FREEDMAN et al. (2009) concluiram que pacientes portadoras de TN néao
apresentam maior risco de recidiva loco-regional isolada, sendo candidatas ao
tratamento conservador. J4& SOLIN et al. (2009) relataram um maior taxa de recidiva
apos cirurgia conservadora nas pacientes TN, porém esta diferenca € de pequena
monta, ndo contra-indicando a conservacdo da mama seguida de radioterpia nas
pacientes com tumores triplo-negativos. Na série estudada por ONITILO et al.
(2009), 150 pacientes portadoras de tumores triplo-negativos foram submetidas a
alguma modalidade terapéutica cirargica, correspondendo a 98,7%, indice este mais

elevado que o encontrado em nosso estudo (89,2%).

Embora nosso estudo tenha mostrado um impacto negativo da cirurgia
conservadora nesse subgrupo de pacientes, entendemos que a classificacdo da
paciente na categoria triplo-negativo, ou mesmo como portadora de tumor basal, ndo
interfere na definicAo de seu tratamento cirdrgico, ndo chegando a contraindicar
cirurgia conservadora, desde que se leve em consideracdo o tamanho do tumor e o

acometimento linfonodal.

O tratamento quimiotérapico neoadjuvante foi utilizado em 23 pacientes com
o intuito de reduzir a massa tumoral e facilitar o tratamento cirargico. A realizacao de
quimioterapia neoadjuvante esteve associada a uma pior sobrevida de forma
independente. Isto provavelmenete reflete o estadiamento mais avancado das

pacientes que sao encaminhadas para este tratamento.

hY

A resposta a quimioterapia neoadjuvante foi avaliada de forma clinica e
patolégica, sendo encontrada resposta clinica completa em 3 pacientes do subgrupo
nao-basal e em nenhum do subgrupo basal. Quanto a resposta patolégica completa,
esta foi encontrada em apenas um caso de tumor triplo—negativo, sendo este nao-

basal. A auséncia de resposta clinica objetiva, ao contrario da resposta patoldgica,
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esteve associada a pior sobrevida, ANDERS & CAREY (2008), ao utilizarem
quimioterapia com antraciclina e taxano, relataram maior taxa de resposta a
quimioterapia neoadjuvante nas pacientes TN quando comparadas aquelas com
tumores RH (+). Tal comparacdo nao é viavel em nosso estudo visto que todo nosso
subgrupo era formada de tumores triplo-negativos apenas. CAREY et al. (2007)
relataram resposta clinica completa em 85% das pacientes portadoras de TN,
quando comparado com pacientes portadores de tumores luminais, as quais
apresentaram taxa de resposta completa de 47%. Ao utlizar esquemas de
guimioterapia neoadjuvante compostos de doxorubicina e paclitaxel, ROUZIER et al.
(2005) encontraram uma taxa de resposta patolégica completa bem mais elevada

nos tumores basais que nos tumores luminais (45% versus 6%).

LIEDTKE et al. (2008), em estudo realizado no M. D. Anderson Cancer
Center, em uma populagdo de 1.118 pacientes tratadas com quimioterapia
neoadjuvante, observaram 255 (23%) portadoras de tumores triplo-negativos. As
pacientes portadores de TN tiveram o dobro de taxa de resposta a quimioterapia
quando comparadas com as demais pacientes (22% x 11%) com p=0,034. Os
autores ainda afirmam que as pacientes portadores de TN, apesar de teram
globalmente um pior progndéstico, quando apresentam resposta completa a
quimioterapia neoadjuvante passam a ter prognostico igual ao das demais
pacientes. Em nossa amostra de 22 pacientes avaliavéis quanto a resposta
histopatolégica, apenas uma alcangou resposta completa, sendo esta do subgrupo

nao-basal.

A maioria dos estudos analisa a resposta a quimioterapia neoadjuvante com
esquemas contendo antraciclicos e taxanos. HUGH et al. (2009) afirmaram que o
esquema TAC (paclitaxel, adriamicina e ciclofosfamida) € superior ao FAC (5-
fluorouracil, adriamicina e ciclofosfamida). SILVER et al. (2010) relataram eficacia da
cisplatina como agente Unico na terapia neoadjuvante dos pacientes portadores de
triplo-negativos comparavel a de outros esquemas, havendo associacdo entre

resposta e mutagcéo no gene BRCA1 ou metilacdo de sua regido promotora.
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Muitos autores, entres eles GLUZ et al. (2009), referem-se ao paradoxo da
maior resposta a quimioterapia neoadjuvante em contraposi¢do ao pior prognostico
em termos de sobrevida das portadoras de tumores TN. Tal diferenca pode dever-se
a composicdo das amostras quanto a tumores basais (mais sensiveis a

quimioterapia) e tumores claudin-low, por exemplo.

Tal diferenca em relacéo aos dados apresentados na literatura pode dever-se
ao carater retrospectivo da analise, englobando pacientes que receberam
tratamentos diversos, nem sempre oferecidos nos intervalos adequados ou com

regime de quimioterapia 6timo (antraciclinas e taxanos).

Na populacdo apresentada no presente estudo, 48 pacientes realizaram
quimioterapia de forma adjuvante, correspondendo a 64,9%, com distribuicdo
semelhante nos subgrupos basal e nédo-basal, e esta esteve associada com
aumento de sobrevida. O esquema mais utilizado foi o CMF (ciclofosfamida,
adriamiciana e metotrexate) seguido de AC (adriamicina e ciclofosamida). RAKHA et
al. (2006) relataram uma melhora na sobrevida e no risco de recidiva nas pacientes
com tumores TN que apresentavam critérios de Nottinghan desfavoraveis e que
foram submetidas a quimioterapia adjuvante. No grupo por nos estudado, o
esquema quimioterapico mais empregado foi o CMF, talvez devido ao periodo de
tratamento das pacientes estudadas. Recentemente, o impacto do perfil
imunoistoquimico triplo-negativo foi avaliado num grupo de mulheres randomizadas
para receber 6 ciclos de CMF classico, goserelina isolada ou ficarem em observacgao
apenas e verificou-se que este subgrupo de pacientes foi 0 que mais se beneficiou
da quimioterapia adjuvante com este esquema em termos de sobrevida global
(COLLEONI et al. 2010).

NOFECH-MOZES et al. (2009) observaram maior risco de morte na analise
multivariada entre portadores de tumores basais (HR 1,62 95%IC 1,14-2,28;
p=0,006) quando comparado a tumores nao-basais ou RH+, risco esse que foi

independente da quimioterapia recebida mesmo que 55% das portadoras de
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tumores basais a tenham recebido. Hoje em dia os esquemas mais utilizados
incluem alguma droga das familias dos antraciclicos ou dos taxanos. Importante
avaliar ainda a indicacao de utilizacdo de sais de platina que podem ser mais mais
efetivos naquelas pacientes que apresentam mutacdo de BRCAL1 (SILVER et al,
2010) e nos tumores TN de modo geral (FRASCI et al. 2009), devendo ser
ressaltada a intersecdo dos universos de pacientes portadoras de tumores triplo-
negativos, tumores basais e pacientes portadoras de mutagdo em BRCAL.

O tratamento radioterapico foi realizado em 54 (77,1%) pacientes, sendo 24
do subgrupo basal. Da amostra de TN, 9 pacientes submetidas a cirurgia
conservadora, receberam radioterapia na mama e as demais 45 receberam
radioterapia no plastrdo. RAKHA et al. (2006) relataram a realizacédo de tratamento
radioterapico em 334 (22,3%) pacientes TN, porém sem especificar a taxa de
utilizacdo no grupo de tumores basais. ONITILO et al. (2009) relataram a realizacao
de tratamento radioterapico em 68,4% das pacientes com tumores TN, resultado
este um pouco inferior ao encontrado em nosso estudo, porém, quando comparada
a utlizacdo desta modalidade de tratamento como o0s demais grupos
(ER+/RP+/ERBB2-, RE+/RP+/ERBB2+, RE-/RP-/ERBB2+), 0 resultado encontrado
foi semelhante, semelhantemente aos resultados encontrados do estudo anterior. Os
autores nao especificam, contudo, quando foi realizada a radioterapia na mama, em

caso de cirurgia conservadora, ou no plastrdo, no caso de mastectomia.

Entendemos que a escolha do tratamento loco-regional, seja ele, cirurgico,
como exposto acima, ou radioterapico, ndo deva ser influenciado no caso de
paciente portadora de tumor triplo-negativo ou basal, visto que, a maior agressidade
desta variedade tumoral em estudo, leva a um maior risco de recidiva sistémica, sem
alterar o risco de recidiva loco-reginal (ANDERS & CAREY, 2008; DENT et al, 2009;
ONITILO et al, 2009).

O presente estudo foi delineado com o objetivo de tentar identificar por

imunoistoquimica a expressao de alguns fatores de crescimento e seus respectivos
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receptores, bem como de algumas proteinas envolvidas com resposta inflamatéria e
resposta imune inata, e sua associagao comtumores triplo-negativos, basais e n&o-

basais, e 0 impacto desta na sobrevida das pacientes.

Em nossa amostra de 74 tumores triplo-negativos foram encontrados 38
casos de tumores basais, o que representou 51,4%, seguindo os critérios de
Nielsen. Este dado aproxima-se dos achados de SASA et al. (2007) que
encontraram 60,1% de tumores com fenotipo basal dentre os 66 tumores triplo-
negativos de sua amostra de mulheres japonesas. O mesmo foi observado por HUO
et al. (2009), em estudo que incluiu 210 pacientes com tumores triplo-negativos

africanas da Nigéria e Senegal, que encontraram 49,1% de tumores basais.

Considerando o resultado encontrado em nossa populagdo, supostamente
miscigenada, com aqueles publicados em estudos em populagcdes puramente
africanas e asiaticas, parece evidente que a propor¢do de tumores basais entre 0s
tumores triplo-negativos de diferentes etnias n&o apresenta uma divergéncia
marcante. Torna-se, entretanto, necessario assinalar que no estudo de HUO et al.
(2009), com mulheres africanas, apesar da porporcdo de tumores basais entre os
tumores triplo-negativos ser relativamente semelhante a encontrada em nosso
estudo, e no estudo asiatico de Sasa et al. (2007), a propor¢do de tumores triplo-
negativos em relagdo ao total de casos de cancer de mama em seis regides
africanas, foi de 55,5%, dado bastante superior aos tradicionalmente relatados na
literatura que variam de 8,4% a 15,8%:(MILLIKAN et al. 2008; DENT et al. 2009; LIU

et al. 2009; ONITILO et al. 2009).

Realizamos o agrupamento das pacientes usando definicbes diferentes de
perfil basal, considerando, por exemplo, a imunomarcagao para qualquer um dos
seguintes marcadores: CK5, EGFR, CK14 ou p63, nossa populagéo de tumores com
fendtipo basal passaria de 51,4% para 60,8%. Este dado é diferente daquele obtido
por VIALE et al. (2009), em pacientes italianas, que consideraram basais aqueles

tumores triplo-negativos que apresentaram positividade para qualquer um dos trés
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marcadores: p63, CK5/6 e EGFR e encontraram 245 (86,3%) tumores basais dentre
284 tumores triplo-negativos.

A imunomarcacdo para CK5 foi encontrada em 27 (36,5%) amostras, a
mesma foi negativa em 44 (59,5%), e ndo foi possivel sua avaliagcdo em 3 amostras.
HUR et al. (2009) pesquisaram a expressdo de CK5/6, tendo encontrado
imunomarcacédo para a mesma em 80% dos casos de tumores basais. VIALE et al.
(2009) em estudo italiano ja citado, encontraram imunomarcacao para CK5/6 em 90
amostras (36,7%), resultado bastante semelhante ao encontrado na presente
pesquisa no que se refere a CK5. LIU et al. (2009) utilizaram como critério para
definicdo de tumor basal a positividade para uma citoqueratina de alto peso
molecular, seja CK5/6 ou CK14, com este critério os autores obtiveram 46,4% de
positividade, sendo assim préximo do resultado por nés enccontrado de 51,35%.

Durante algum tempo conviveu-se na literatura com certa confusao entre
tumores triplo-negativos e tumores basais, grande parte, desta confuséo, pela falta
de cuidado em observar que a classificacdo triplo-negativo é baseada em critérios
imunoistoquimicos, enquanto a definicdo do perfil basal € baseada em padrdes de
expressao génica global (GLUZ et al. 2009). BOSCH et al. (2010) afirmam que os
tumores triplo-negativos compartilham seus achados fenotipicos com os tumores
basais, 0s quais, por sua vez sdo mais agressivos e apresentam pior prognostico.
Em estudo japonés, Kuroda et al. (2009), descreveram 85 casos de carcinoma
mamario, dos quais 11 (12,9%) eram triplo-negativos, e 8 foram considerados

basais, correspondendo a 72,2% dos casos TN.

RAKHA et al. (2007) publicaram uma carta ao editor em que discordando de
HUO et al (2009), que afirmavam que os tumores TN e os carcinomas basais seriam
uma mesma entidade, por terem encontrado 91% de tumores basais dentre os TN
por eles descritos. REIS-FILHO e TUTT (2007) repetem a pergunta sobre a
sinonimia destas duas entidades e concluem afirmando que as mesmas nao séo

sindbnimas.
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Concordando com as afirmagdes citadas acima (RAKHA et al, 2007; REIS-
FILHO e TUTT, 2008), entendemos que 0s tumores basais correspondem a um
percentual importante dos tumores triplo-negativos, devendo ser melhor conhecido e
diferenciados dos demais tumores triplo-negativos, para 0s quais ainda se busca
uma melhor terminologia, do que as atualmente utilizadas como, nao-basal-like ou
normal-like. Dentro deste contexto, recentemente PARKER et al. (2009), questionam
nao apenas a terminologia normal-like, mas a prépria existéncia deste subgrupo,
desde que estes autores, tem suspeitado de que o perfil normal-like, seja de fato, um
artefato contendo um alto percentual de “contaminacdo”, de tecido normal na
espécime tumoral. Adicionalmente estes autores aventam outras possiveis
explicacbes, entre as quais, a de que trata-se de um grupo de tumores basais de
crescimento lento, em que ha auséncia de expressao de genes de proliferacao, ou
até mesmo a de que trata-se de um potencial novo subtipo, que tem sido referido

como tumores claudin-low.

Em relacdo ao receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), o outro
marcador definidor do perfil basal utilizado neste estudo, positividade em 24
amostras de tumores triplo-negativos, correspondendo a 32,9% dos tumores TN,
mas correspondendo a 63,2% dos tumores basais, 0 que constrasta com 0s
achados de HUO et al. (2009), que encontraram 93% de imunomarcacédo para
EGFR entre os tumores basais. Viale et al (2009) encontraram positividade para este
marcador em 136 casos, 0 que correspondeu a 55,5% da sua amostra de tumores
basais. Os mesmos autores correlacionam a positividade do EGFR a um pior

prognaéstico nas pacientes portadoras de tumores triplo-negativos.

No presente estudo, além dos dois marcadores ja citados para definir o perfil
basal, também foram avaliados p63 e CK14. Para o p63, foi encontrada positividade
em 18 amostras, 12 amostras de tumores basais (31,6%) e 6 (16,7%) casos de
tumores n&o-basais. No trabalho de VIALE et al. (2009), foi relatada a presenca de
imunomarcacéo de p63 em 136 casos de tumores basais, correspondendo a 66,5%,
uma frequéncia bem mais elevada que aquela aqui relatada. MATOS et al. (2005)

encontraram positividade para imunomarcacao de p63 em 20,1%, de 154 casos
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avaliaveis de carcinomas invasivos de mama. MATKOLVIC et al. (2008), em estudo
por imunoistoquimica de tumores medulares, realizado na Croacia, encontraram
positividade de p63 em 24 de 48 casos estudados, correspondendo a 50% desta
amostra de tumores medulares. HUO et al.(2009) relataram a imunomarcacéo de
p63 em 9% dos tumores basais, resultado este bastante inferior aquele por nés
encontrado (31,6%), e ainda bem inferior que aquele relatado por VIALE et al.
(2009).

A imunomarcagéo da citoqueratina 14 (CK14), em nosso estudo, foi positiva
em 7 (18,4%) amostras de tumores basais e em apenas um caso de tumor nao-
basal (2,8%). VIALE et al. (2009) em 245 tumores basais encontram imunomarcacao
para esta citoqueratina basal em 153 amostras, o que correspondeu a 62,4%,
achado este bastante diferente do que o encontrado no estudo aqui apresentado.
TAN et al. (2008), em estudo realizado no Reino Unido, encontraram
imunomarcacdo para CK14 em 51,6% das amostras de tumores triplo-negativos,

também bem superior ao nosso achado.

Tais diferencas podem dever-se a backgrounds genéticos diferentes, critérios
de selecdo diferentes, além de possiveis variacdes ténicas ja que se tratam de
estudos retrospectivos de material arquivado. Nao houve associagdo da expresséo
de EGFR com outros fatores clinicos ou patolégicos, nem com sobrevida, na nossa

amostra.

Apés andlise dos critérios de definicdo de tumor basal, marcadores basais e
EGFR, e seus resultados, fizemos analise dos nossos achados relativos a marcacgao

para alguns fatores de crescimento e seus receptores.

O fator de crescimento epidérmico (EGF) ndo mostrou diferenca com
significancia estatistica quando comparamos o0s subgrupos basal e néo-basal

(65,8% x 52,8%), mas esteve associado com pior sobrevida global. Na analise
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multivariada, entretanto, esta associacdo deixou de existir. Vale ressaltar que
mesmo sem significancia estatistica, na analise global dos tumores triplo-negativos,
observou-se imunomarcacdo para EGF em parcela importante deste grupo (65%).
Tal achado pode nos sugerir que a ativacao da via EGF/EGFR esteja relacionada a
fisiopatologia e a biologia dos tumores triplo-negativos, embora ndo disponhamos de

dados desta imunomarca¢do em tumores nao triplo-negativos, em nossa casuistica.

E sabido da literatura que a ativacéo da sinalizacido do EGFR pelo seu ligante
EGF parece regular a invasdo e migracdo de células epiteliais mamarias malignas,
associadas a transicdo epitélio-mesenquimal (EMT), assim como modular os

estagios iniciais do desenvolmento da glandula mamaria (HARDY et al., 2010).

Algumas das evidéncias favorecendo o EGF como indutor-chave da
invasividade das células tumorais vém de estudos in vitro e in vivo com células
obtidas de cancer mamario de camundongo. Como muitas células epiteliais, células
de carcinoma mamario expressam receptores de EGF, e a ativacdo destes
receptores por EGF faz com que estas células adquiram mobilidade, invasividade e
secretem o fator estimulador de colbnias 1 (CSF-1), o que lhes permite recrutar
macrofagos do estroma e estimula-los a produzirem mais EGF, resultando em uma
alca de retroalimentacao positiva entre estes dois tipos celulares. Analises por PCR
mostraram que o0s hiveis de RNAm destes dois fatores de crescimento e seus
receptores sao reciprocamente expressos em células de carcinoma mamario que
surgem em camundongos transgénicos com tendéncia a cancer, e em macrofagos
estromais recrutados (WYCKOFF et al., 2004; GOSWAMI et al., 2005). Entretanto, a
demonstracdo desta interacdo reciproca entre macrofagos do microambiente
tumoral e células do carcinoma mamario em humanos ndo estqd tdo bem

estabelecida, muito menos nos carcinomas mamarios triplo-negativos.

LU e KANG em recente artigo (2010) relacionaram o EGF ao
desenvolvimento 0sseo fisiolégico, bem como a sinalizacdo para a patogénese da

metastase 0ssea em diversos tipos de cancer, em especial, 0 cancer mamario e
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prostético. Os mesmos autores chegam a sugerir a utilizacdo da via de sinalizagédo
de EGF como desenvolvimento de terapia alvo para metastase osteolitica.

Em nossa amostra, foi encontrada significancia estatistica ao comparar a
imunomarcacéo para o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), nos
subgrupos basal e ndo-basal. O fator de crescimento epidérmico (EGF) ndo mostrou
diferenca com significancia estatistica quando comparamos 0s subgrupos basal e
nao-basal (65,8% x 52,8%), mas esteve associado com pior sobrevida global,

entretanto na andlise multivariada esta associa¢éo deixou de existir.

RAICA e CIMPEAM (2009), revisaram dados da literatura sobre a expressao
de PDGF e seu receptor, PDGFR, em diversos tipos de neoplasia, entre elas, o
carcinoma mamario. Estes autores comentam que niveis elevados de PDGF e
PDGFR em pacientes com cancer tém sido correlacionados com pior resposta a
quimioterapia, com consequente pior sobrevida. Apesar de, no nosso estudo, termos
encontrado maior frequéncia do PDGF nos tumores basais, tidos como de maior
agressividade, ndo foi encontrada correlacdo, com significAncia estatistica, da
presenca do PDGF e uma pior sobrevida. Estes mesmos autores ainda citam que
em modelos experimentais de xeno-enxertos, a inibicdo do PDGF leva a uma
dimininuicdo da pressao do fluido intersticial e consequente aumento do efeito da

quimioterapia.

Fazendo parte de uma gama de ligantes e receptores relacionados ao
processo da angiogénese, juntamente com o VEGF e o FGF2, o PDGF e seus
ligantes PDGFRA e PDGFRB, nos ultimos dez anos, tiveram estudados 0s seus
papeis na angiogénese em situacdes fisioldgica e tumoral. O PDGF é um dimero de
30 Kda, com duas cadeias, A e B. O PDGF sinaliza através de receptores tirosina
quinase da superficie celular, ativando a VEGF-A, e consequente desenvolvimento
da angiogénese. A ativacdo da via PDGF/PDGFR leva a resposta celuar como

proliferacdo e migragcdo. Os mecanismos de mediagcdo da angiogéne através
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PDGF/PDGFRs ainda ndo estdo completamente elucidados, mas ha demonstracdes
de que inibidores de tirosina quinase levam a uma reducéo do crescimento tumoral e

da angiogénese em modelos experimentais. (RAICA & CIMPEAM, 2009).

O receptor alfa do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFRA) foi
encontrado em 59 (79,7%) amostras de tumores triplo-negativos. Ao serem
analisados os subgrupos, este marcador foi positivo em 35 (92,1%) casos de
tumores basais e em 24 (66,7%) casos de tumores ndo basais, tal associacéo foi
estatisticamente significativa (p=0,004). A expressdo de PDGFRA também esteve
associada com pior sobrevida nas portadoras de tumores triplo-negativos como um
todo. Até onde pesquisamos na literatura, esté € de fato, o primeiro relato de
correlacdo positiva entre PDFRA e o subgrupo de tumores basais em uma amostra

de tumores triplo-negativos, bem como com a sobrevida destas pacientes.

CARVALHO et al. (2005), em estudo realizado no Instituto de Patologia
Molecular e Imunologia da Universidade do Porto, encontraram expressédo de
PDGFRA em 39,2% dos carcinomas mamarios e correlacionam a positividade deste
marcador com maior frequéncia de metastase linfonodal, expressdo de ERBB2 e
bcl2, portanto, com parametros de maior agressividade biolégica. Esta amostra,

entretanto, ndo era de tumores basais, ou mesmo triplo-negativos.

A imunomarcacdo do receptor beta do fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGFRB) foi positiva em 27 (36,5%) das amostras de tumores triplo-
negativos. Nos tumores basais, a imunomarcacdo foi positiva em 14 (36,8%)
amostras, enquanto que nos tumores nao-basais, a imunomarcacdo para O
PDGFRB foi positiva em 13 (36,1%) amostras, sem associacdo com o fendtipo
(p=0,430). VREKOUSSIS et al. (2007), ao estudarem 33 amostras de carcinoma
mamario comparando-as com 30 amostras de tecido mamario normal, relataram a
imunomarcacdo do PDGFRB em 69,7% dos carcinomas. Os referido autores

compararam 0 seu achado com a imunomarcagdo para PDGFRB de 43,3% em
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células mamarias normais, concluindo que a imunomarcacdo para PDGF/PDGFRB
pode ser uma maneira de selecionar pacientes que se beneficiam de terapia anti-
angiogénica, como o tratamento com imatinibe . Acreditamos nao ser possivel a
comparacao com o resultado encontrado em nosso estudo, visto que VREKOUSSIS

et al. (2007) ndo estudaram especificamente os tumores triplo-negativos.

JECHLINGER et al. (2006) correlacionaram a imunoexpressado de PDGFR ao
desenvolvimento metastastico no cancer mamario, 0s mesmo autores estudaram a
intensidade da imunomarcac¢édo do PDGFRA e PDGFRB no tecido mamario normal,
no carcinoma in situ € no carcinoma invasivo. Estes marcadores se mostraram
ausentes no tecido mamario normal, com imunomarcacao leve a moderada nos
carcinomas in situ, e a imunomarcacao intensa foi encontrada apenas nos

carcinomas invasivos.

O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGFA) apresentou
imunomarcacdo em nove (12,2%) amostras de tumores triplo-negativos, sendo 6
amostras de tumores basais e 3 de tumores nao-basais, apesar da aparente
diferenca, o dobro de casos no subgrupo basal, 0 mesmo nao apresentou
significancia estatistica. O papel da angiogénese na tumorigénese tem sido
exaustivamente estudado nos ultimos trinta anos, com mais de 17.000 publicacdes
sobre o tema.(ELLIS e HICLIN, 2008). Das moléculas com potencial angiogénico, a
mais estudada delas é a VEGF, a qual estimula fortemente as células endoteliais no
tecido normal, bem como no tecido tumoral. O VEGF secretado tanto pelas células
normais, bem como pelas células tumorais induz a angiogénese ao ligar-se aos
receptores VEGFR1 e VEGFR2. LINDERHOLM et al. (2009) relataram o achado de
imunomarcacdo elevada de VEGF elevado em tumores triplo-negativos,
relacionando-o com uma pior sobrevida em tumores operaveis. HUO et al. (2009)
encontraram imunomarcacao para este fator de crescimento em 84% dos casos de
tumores basais, resultado este bem mais elevado que o encontrado no presente

estudo.
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Hombrey et al. (2003), analisaram diariamente por 13 dias, pacientes
submetidas a cirurgia para ressec¢do de cancer, reconstrucdo mamaria tardia apos
cirurgia para cancer de mama e pacientes submetidas a mamoplastia redutora e
compararam os niveis de VEGF na ferida operatéria e VEGF sérico entre os trés
grupos. Os referidos autores encontraram um maior pico de VEGF no segundo dia
pbs-operatorio, tanto na ferida operatoria, bem com a nivel sérico, sendo a liberacédo
de VEGF mais intensa na mamoplastia redutora que na reconstrucdo tardia, por
cancer, e esta mais elevada que na cirurgia para ressec¢ao do tumor mamario. Os
mesmos autores encontraram significancia ao comparar a resposta do VEGF nas
pacientes portadoras de neoplasia mamaria (no momento da ressecc¢ao do tumor
primario ou mesmo no momento da reconstrucao tardia) com as pacientes que nao
apresentavam neoplasia mamaria e foram submetida a mamoplastia redutora.
Porém os autores neste estudo, ndo levaram em conta a heterogeneidade do cancer

de mama e seus diferentes perfis moleculares.

Foi encontrada imunomarcacéo para o receptor 2 do fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGFR2) em 45 (60,8%) amostras de tumores triplo-negativos.
Esta marcacéo foi positiva em 26 (68,4%) casos de tumores basais e em 19 (52,7%)
amostras de TN n&o-basais. Apesar de né&o ter sido encontrada significancia
estatistica ao comparar a frequéncia deste marcador entre os subgrupos basal e
nao-basal (p = 0,442), quando avaliada a sobrevida pela curva de Kaplan-Meier, as
pacientes com imunomarcacgédo para VEGFR2 tiveram pior sobrevida que aquelas
sem imunomarcagdo para este marcador, com significancia estatistica. Achado
semelhante foi encontrado por RYDEN et al. (2010), que relataram menor sobrevida
em cinco anos das pacientes triplo-negativas, HR=2.6 (95%[1,1; 6,3], p = 0,03), cujo

tumor expressa VEGFR.

O fator de crescimento de fibroblastos (FGF2), se mostrou positivo em todos
0s casos analisados (74), tanto no subgrupo de TN basais, bem como no subgrupo
de ndo-basais. Apesar da impossibilidade de analises estatisticas, vale ressaltar a
alta positividade deste fator de crescimento. RAJKUMAR (2001) relaciona a

positividade de FGF2 com maior agressividade e tendencia a metastatizacéo, o que
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é encontrado nos tumores prostaticos. A inferéncia da associagcdo de FGF2 com
agressividade tumoral pode ser relacionada com nosso achado de 100% de
imunomarcacdo de FGF2 nos tumores triplo-negativos, tanto basais como n&o-
basais. O FGF2 e o FGFR2 controlam uma variedade de funcdes bioldgicas,
regulando a proliferagéo celular, migracao e diferenciacdo. O FGF tem importante
papel fisiolégico na cicatrizagdo, bem como na angiogénese. A desregulagdo da
sinalizacdo de FGF2 leva a proliferacdo e desenvolvimento tumoral (TURNER e
GROSE, 2010). RELF e col. (1997) relataram uma alta marcacdo deste fator de
crescimento quando analisadas pecas de mamoplastia, sem diagndstico de

neoplasia maligna.

No presente estudo, ao ser avaliado o receptor 2 do fator de crescimento de
fibroblastos (FGFR2), foi encontrado positividade a imunomarcacdo em 52 (70,3%)
casos. No subgrupo basal, foi positivo em 31 (81,6%) casos e no subgrupo nao-
basal apresentou imunomarcacdo em 21 (58,3%). Ao submeter este resultado ao
teste de Fisher, o mesmo ndo mostrou significancia estatistica (p = 0,093).
TANNHEIMER et al. (2000), relataram a a amplificacdo deste marcador em 5 a 10%
dos tumores mamaéarios, porém sem fazer relacdo aos tumores triplo-negativos ou
basais. Existem evidéncias de que a via de sinalizagdo modulada por FGF esta
relacionada com diversas neoplasias, além de apresentar um extenso crosstalk com
a via da angiogénese mediada por VEGFR, além de poder ser parte de um dos
mecanismos resisténcia a terapia alvo anti-VEGFR (revisado em TURNER e
GROSE; 2010).

A fase seguinte do estudo consistiu da analise de quatro fatores relacionados
a inflamacao: cicloxigenase 2 (COX2), 6xido nitrico sintase 2 (NOS2), interleucina 13
(IL1B) e TLRY (Toll-like receptor 9). Caracteristicamente, os tumores triplo-negativos,
notadamente os basais, apresentam um infiltrado linfocitico em sua periferia,
sugerindo que o processo inflamatorio tenha um papel na biologia deste tumor
(LIVASY et al. 2006; FULFORD et al. 2006).
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A andlise da imunomarcacdo da enzima cicloxigenase-2 (COX2) mostrou
positividade em 17 (23%) amostras, sendo que 14 (36,8%) destas eram de tumores
TN basais, e apenas 3 (8,3%) dos TN nao-basais. Esta diferenca foi estatisticamente
significativa com p=0,014. RISTIMAKI et al. (2002), ao analisarem a imunomarcacao
de COX2 em tumores mamarios, sem levar em conta seu perfil molecular,
pontuaram a marcagdo em 4 graus, ausente, leve, moderada e forte, aqueles com
marcacao forte e moderada correponderam a 37,4% de 1576 tumores invasivos de
mama, 0 que apresentou correlacdo com tumores de alto grau, tumores de tamanho
maior, auséncia de expressao de receptores hormonais, alta expressao de p53,
presenca de positividade para ERBB2 e menor intervalo livre de doenca. LUCCI et
al. (2008) correlacionaram a imunomarcacdo de COX2 com o desenvolvimento de
metastase para médula 6ssea. NES e col. (2009) correlacionaram a imunomarcacao
de COX2 com pior progndéstico na auséncia de terapia sistémica como quimioterapia
ou hormonal, com aumento de risco de recidiva e morte, porém os dados disponiveis
nao suportam a inferéncia de COX2 como fator prognostico independente dos

fatores progndsticos classicos como idade e status axilar e doenca.

Ao ser estudada a imunomarcacao da oxido nitrico sintase (NOS2), esta foi
positiva em 36 (48,6%) amostras. No subgrupo de tumores basais, 15 (39,5%) casos
apresentaram positividade versus 21 (58,3%) dos tumores n&o-basais. Esta
diferenca, aparentemente pequena, se associou significativamente (p=0,018) com o
fendtipo ndo-basal. Sua andlise foi inconclusiva em 8 amostras. Observamos
impacto negativo da expressdo de NOS2 na sobrevida global. THOMSEN et al.
(1995) foram os primeiros a avaliar a atividade de NOS2 em tecido mamario
neoplasico, bem como a sua expressao imunoistoquimica, verificando a associacao
de ambas com maior grau histolégico. Dois outros trabalhos, contudo, correlacionam
niveis de expressdo mais altos de NOS2 com menor indice proliferativo do tumor e
consequente menor grau histologico (TSCHUGGUEL et al. 1999; REVENEAU et al.
1999). O nosso achado de imunomarcacao para este marcador de inflamacéo foi de
quase 60% em todo o grupo de tumores triplo-negativos, sem diferenca estatistica
entre 0s subgrupos, embora um pouco superior no subgrupo nado-basal, o que
tentamos correlacionar com o grau de diferenciacdo. Conforme a literatura, grau

histol6gico normalmente é elevado nos tumores triplo-negativos, sendo ainda mais
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elevados nos tumores basais (LIVASY et al, 2006; CHEANG et al. 2008). No nosso
estudo encontramos, no subgrupo basal, 45,5% de tumores Glll e 34,8% no
subgrupo nédo-basal, e uma grande parcela de tumores Gll, 54,5% no subgrupo
basal e 47,8% no subgrupo ndo-basal. Semelhante ao estudo de THOMSEN et al.
(1995), encontramos uma frequéncia de marcacdo maior para os graus Il e Il
(47,6% para ambas as categorias, comparado a 4,8% entre os tumores de Gl), com

significado estatistico marginal (p=0,067).

Ao ser avaliada a imunomarcacao para interleucina-1 beta (IL1B), esta se
mostrou positiva em um numero importante das amostras 59 (79,7%) de tumores
triplo-negativos. Sua avaliacdo nao foi possivel em 12 casos (16,2%), sendo 4 de
tumores basais e 8 do subgrupo néo-basal. Ao analisar o subgrupo de tumores
basais, a marcacdo para IL1B ocorreu em 33 (86,8%) deste subgrupo, sendo
negativa em apenas 1 caso. Ao analisar o subgrupo de tumores nao-basais a IL1B
foi também positiva em 26 casos (72,2%), e negativa em apenas 2 casos. Nao se
evidenciou associacdo de IL1B com nenhum dos fendtipos (basal ou nao-basal)
(p=0,361). Mesmo sem apresentar diferenca entre os dois subgrupos, marcacao
para este mediador de resposta inflamatoria esteve presente em praticamente 80%
dos tumores triplo-negativos.

REED et al. (2009) demonstraram, em modelo animal e in vitro, que a inibigao
da atividade de IL1B em células epiteliais mamarias ativadas por FGFR1 resulta em
menores niveis de COX2 e reducdo da formacgdo de estruturas hiperplasticas
induzidas por FGFR1, sugerindo um papel destas duas proteinas (COX2 e IL1B) na
tumorigénese mamaria. Ha4 dados na literatura que sugerem que a expresséao de IL1
€ maior nos carcinomas mamarios quando comparado com o tecido mamario
normal, e ainda, os niveis elevados deste mediador inflamatdério se relacionam com
maior invasividade, agressividade, angiogénese e inibicdo da apoptose (PERRIER et
al. 2009). Estes dados corroboram a possiblidade da associacdo da expressao de

IL1B e maior agressividade dos tumores triplo-negativos.
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Quando analisada a imunomarcacdo do Toll-like receptor 9 (TLR9),
positividade para o mesmo foi encontrada em 77% das amostras de TN, 86,8% nos
tumores das pacientes do subgrupo basal e em 66,7% do subgrupo néo-basal. Ao
serem comparados estes dois subgrupos, ndo foi encontrada diferenca com
significancia estatistica. Segundo RAKOFF-NAHOUM e MEDZHITOV, em artigo
publicado em 2009, a maior parte dos dados referentes a familia dos Toll-like
receptors é em relacdo ao processo inflamatoério, com informacgfes ainda escassas
no que diz respeito ao seu papel na carcinogénese. Além do papel no processo
inflamatoério, os mesmos autores relacionaram a a¢do dos TLRs com a homeostasia
tissular, reparo e regeneracéo tecidual, sendo a sinalizagcado por TLR9 dependente
da producédo de COX2 pelo estroma tissular. Os autores citados acima relatam que a
resposta inflamatéria ainda promove a carcinogenese por multiplos mecanismos,
porém, consideram ser um grande desafio se esclarecer melhor a relacdo do
processo inflamatorio e a tumorigénese. MERREL et al. (2006) observaram que a
estimulacdo de TLR9 em linhagens de cancer mamario esteve associada com maior
invasividade e producdo de metaloproteinases, especialmente MMP-13, o que, em

modelos in vivo, poderia estar associado com comportamento mais agressivo.

JUKKOLA-VUORINE et al. (2008) encontraram expressado do TLR9 na quase
totalidade dos 141 tumores mamarios estudados, estando presente em 98% dos
casos. A intensidade da marcacédo foi maior em tumores receptores hormonais
negativos quando comparada com tumores receptores positivos, podendo ser feita
uma correlacdo com o achado do estudo por nés apresentado no qual foi encontrado
positividade para TLR9 em 86,8% dos tumores triplo-negativos. Os mesmos autores
demonstraram associagdo entre o grau histolégico e a imunomarcacao positiva,
havendo correlagdo dos tumores de alto grau com maior expressao de TLR9. Da
mesma forma, os mesmos autores mostram sobrevida livre de doenca mais longa
entre 0s pacinenes com baixa expressdo de TLR9. Na nossa amostra, néo
verificamos associacdo do grau histolégico com a expressdo de TLR9, entretanto a
maior parte da mostra era composta de tumores com Gll e GlIlI.



128

Diversos autores, relatam uma predilecdo dos tumores basais em
apresentarem recidiva hematogénica, em especial pleuropulmonar ou cerebral, ao
invés de recidiva linfonodal ou 6ssea, como nos demais perfis de tumores mamarios
(DENT et al. 2009; ANDERS e CAREY 2008). No estudo ora apresentado foi
encontrado relato de recidiva sistémica em 19 pacientes, o que correspondeu a uma
taxa de 25,7%, enquanto que a recidiva loco-regional foi relatada em 07 casos
(10,4%). No subgrupo basal, 34,4% desenvolveram doenca sistémica, enquanto que
no subgrupo ndo-basal o mesmo ocorreu em 22,9%, ndo tendo sido encontrado
significancia estatistica (p=0,244). Corroborando a idéia da preferéncia da
disseminagéo sistémica, Freedman et al. (2009) afirmaram que quando realizada a
cirugia conservadora seguida de radioterapia, a taxa de recorréncia loco-regional
nos tumores triplo-negativos nao foi mais elevada que nos demais tumores.
ONITILO et al. (2009) analisaram a localizacao de recidiva tumoral, comparando os
seguintes grupos: (ER+/RP+/ERBB2-, RE+/RP+/ERBB2+, RE-/RP-/ERBB2+ e RE-
/RP-/ERBB2-), ndo tendo encontrado diferenca na taxa de recidiva loco-regional
quando o grupo de tumores triplo-negativos foi comparado com os demais. Da
mesma forma, quando analisou a recidiva cerebral, esta ndo foi mais frequente nas
pacientes portadores de tumores TN, que nas demais, ja a recidiva 0ssea foi menos
frequente no subgrupo triplo-negativo.

ANDERS e CAREY (2008) estudaram os padrdes de recorréncia sistémica,
afirmando que as recidivas pulmonares e cerebrais foram encontradas mais
frequentemente nos tumores basais que nos luminais. Ja a recorréncia 0ssea foi
encontrada com maior frequencia nos tumores luminais. Em nosso estudo, foram
encontrados seis casos de recidiva pleuropulmonar, sendo quatro no subgrupo basal
e dois no subgrupo nao-basal, foram encontrados trés casos de metastases
hepaticas no subgrupo basal e nenhum caso no subgrupo ndo-basal. O estudo do
M. D. Anderson (Liedtke et al. 2008) relatou a predilecdo de recidiva visceral e
partes moles em tumores TN, com baixa taxa de recidiva 6ssea (p=0,027). RAKHA
et al. (2006) também relataram maior predilecdo da disseminagdo sistémica, com
maior frequéncia de metastases hepatica, pulmonar e cerebral, sendo estas trés
vezes mais frequentes que as metastases Osseas. MUNOZ et al. (2008)

compararam a taxa de recidiva dos tumores TN como a dos luminais e do perfil
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ERBB2 +, encontrando maior taxa de recidiva nos tumores ERBB2 (39,4%), seguida
dos tumores basais (30,8%) e as melhores taxas de sobrevidas nos luminais A
(19%) e B (25,4%).

Foram analisadas as pacientes que apresentaram recidivas, num total de 24
pacientes. Das 15 pacientes do subgrupo basal que vieram a recidivar, o intervalo
livre de doenca (ILD) foi de 20,4 meses, enquanto que no subgrupo néo-basal o ILD
foi de 27 meses. ONITILO et al. (2008) relataram sobrevida livre de doenca em 05
anos de 73,5% nos tumores TN, dado este superior ao encontrado nas pacientes
portadoras de tumores ERBB2 + (66%), porém bastante inferior que aquela
encontrada nos grupamentos de pacientes portadoras de tumores luminais A
(86,8%) e B (83,2%). LIN et al. (2009) ao comparar o sobrevida livre de doenca nas
pacientes portadoras de tumores TN e ndo-TN encontraram uma razao de risco para
recidiva de 1,28 (95%IC [0,82; 1,99]; p=0,2835) para os TN, sem diferenca mesmo

apos analise das pacientes axila positiva e negativa agrupadas.

Ao ser analisada a sobrevida global, foi encontrada uma mediana de 38
meses nos tumores TN, sendo 36 meses no subgrupo basal e 39 meses no
subgrupo nédo-basal. DE BROT et al. (2009) encontraram resultados inferiores aos
achados neste estudo no que se refere a sobrevida, com 28 meses de sobrevida nas
pacientes portadores de tumores TN. Quando comparou 0s subgrupos basal e nao-
basal, esta foi inferior no subgrupo basal. A publicagdo de DE BROT et al. (2009)
apresentou ainda semelhancas com o estudo ora apresentado, ambos encontraram
pior sobrevida no subgrupo basal, porém sem significancia estatistica. LIN et al.
(2009) também realizaram estudo comparando a sobrevida das pacientes
portadoras de TN com pacientes portadoras de tumores nao-TN, oS mesmos
encontraram razao de risco de morte para as pacientes portadoras de TN de 1,99
(1IC95% [1,26; 3,13]; p=0,0031). LIEDTKE et al. (2008) analisaram a sobrevida livre
de doengca em trés anos e encontraram um pior resultado nos TN quando
comparados com tumores néo triplo-negativos (74% x 89%). ELIAS (2009), em

artigo de revisdo, mostra que os tumores classificados como triplo-negativos nao
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apresentam pior prognostico em relagdo aos demais tumores mamarios, e ainda que
0 pior progndstico estaria relacionado ao fendtipo basal, com esta definicdo

enfatizamos a importancia de se definir os tumores basais dentre os triplo-negativos.

Sendo o cancer de mama, uma doenca heterogénea, uma de suas formas de
apresentacao, os tumores triplo-negativos, e dentre estes, os tumores basais, por
suas caracteristicas de maior agressividade, capacidade de metastatizacdo e
caréncia de tratamento sistémico eficaz, necessitam ser melhor estudados e de

terapias especificas para esta forma de apresentacdo do cancer de mama.

O tratamento do cancer € interdisciplinar envolvendo aspectos loco-regionais
com cirurgia e radioterapia e sistémicos, com quimioterapia, hormonioterapia e
algumas formas de tratamento utilizando drogas-alvo. Porém os tumores triplo-
negativos, apesar de sua caracteristica de maior agressividade, ndo respondem a
terapia hormonal seja com tamoxifeno ou inibidores da aromatase, tampouco ao
anticorpo monoclonal trastuzumabe. Dai a necessidade de novas pesquisas
envovendo este subtipo de cancer, que acomete aproximadamente 15% dos casos

de cancer mamario.

LIU e colaboradores publicaram, em 2009, artigo que mostra que o
hipoglicemiante metformina teria acdo nos células de tumores epiteliais mamarios
triplo-negativos tratadas in vitro, sendo esta por pelo menos dois mecanismos,
ambos envolvendo ativacdo da AMP-activated protein kinase (AMPK). A metformina
no figado leva a inibicdo da gliconeogénese, diminuicdo da glicemia e uma
diminuicdo secundaria dos fatores de crescimento ligados a insulina e fatores de
crescimento insulina-simile (IGFs). Na célula neoplasica, a metformina ativa a
AMPK, inibindo mTOR. Interessante ressaltar a efetividade desta droga nos tumores

triplo-negativos, o0 que nao ocorreu nos tumores néo triplo-negativos.
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Grande percentual de tumores triplo-negativo apresentam imunomarcacao
para EGFR, variando de 45 a 70% segundo BOSCH et al. (2010). Em nosso estudo
foi encontrada positividade para EGFR em 63,2% da amostra de tumores TN, daiser
uma interessante linha de pesquisa, a utilizacdo de antagonista de EGFR.
O'SHAUGHNESSY et al. (2007) realizaram estudo fase Il no qual utilizaram
cetuximabe, avaliando sua acdo em doengca metastatica, ao associa-lo a
quimioterapia, tendo observado uma taxa de resposta objetiva de 39% quando
associado a quimioterapia, e 19% ao nao utilizar esta modalidade de terapia alvo,
porém as taxas de toxicidades foram bastante elevadas. CAREY et al. (2008)
apresentaram estudo em que utilizaram cetuximabe isolado ou associado a
carboplatina. Quando isolado, o cetuximabe foi bem tolerado, porém, apresentou
uma taxa de resposta baixa, quando associada ao quimioterapico (carboplatina) a

taxa de resposta foi de 18% e o beneficio clinico de 27%.

Conforme apresentado, o0s tumores triplo-negativos associam-se a
imunoexpressdo de diversos marcadores relacionados a angiogénese. A utilizacdo
de drogas anti-angiogénicas constitui importante linha de pesquisa, no intuito de
descobrir uma terapia voltada para este tipo especial de cancer de mama. BOSCH
et al. (2010) citam os estudos AVADO e E2100 que utilizaram o bevacizumabe,
porém nao incluiram exclusivamente pacientes com tumores triplo-negativos ou
basais. Os mesmos autores ainda citam a existéncia de um grande numero de

estudos em andamento utilizando bevacizumabe e outras drogas anti-angiogénicas.

A mais recente linha de pesquisa se relaciona com o uso de inibidor da
PARP. Segundo BOSCH et al. (2010) a PARP (poly ADP-ribose polymerase ) tem
acado na sinalizacdo do reparo de DNA. Foi apresentado no congresso anual da
American Society of Cancer (ASCO) em 2009, estudo fase Il relatando o uso do
inibidor da PARP, BSI-201 associado a quimioterapia (gencitabina e cisplatina), em
pacientes portadoras de cancer de mama triplo-negativo, mostrando melhora na
sobrevida, quando comparados ao grupo que recebeu apenas quimioterapia
(O'SAUGNESSY at al. 2009). Outro trabalho apresentado na ASCO/2009,
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demonstrou a alta eficacia de olaparibe (outro inibidor de PARP) nas pacientes
triplo-negativos que apresentavam mutagédo de BRCA1/2 (TUTT et al. 2009).

Hoje, o cancer de mama € definido como uma doenca heterogénea. O
conhecimento de seu perfil molecular ou mesmo sua classificagcdo utilizando-se da
imunoistoquimica, e a inclusdo destes marcadores como fatores prognosticos e
preditivos de tratamento sdo necessarios para a escolha individualizada e adequada

para cada paciente.

O nosso estudo tem algumas deficiéncias comuns a levantamentos
retrospectivos a partir de dados registrados em prontuério, com seus conhecidos
vieses, mas agrupa uma populacdo uniforme de pacientes portadoras de tumores

triplo-negativos e fornece informacgdes sobre esta variante na populacéo brasileira.

Da mesma forma, se faz necessério classificar os tumores de mama, como
luminais, ERRB2 (+) e triplo-negativos. Entendemos também que, dentre os triplo-
negativos, faz-se necessario a distincdo entre basais e nao-basais, visto que em
nosso estudo, confirmamos, nas pacientes jovens, o achado de literatura de que as
pacientes portadoras de tumores basais apresentaram pior sobrevida, quando
comparadas as pacientes portadoras de tumores nao-basais, 0 mesmo nao sendo

observado para pacientes com mais de 50 anos.

Encontramos associacédo da presenca da imunomarcacéo de PDGF, PDGFR
e COX2 com o fenétipo basal, enquanto que a NOS2 mostrou associacdo com o0
perfil ndo-basal. Consideramos este achado como uma contribuicdo na distin¢cado de
tumores basais e ndo-basais dentre os triplo-negativos, entretanto como nao
avaliamos outros subgrupos de tumores de mama, ndo podemos afirmar que se

tratam de achados exclusivos destes subgrupos.
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A imunomarcacéo para VEGFR e PDGFRA apresentou associagdo com pior
sobrevida, achado este que pode sugerir a incorporagdo da pesquisa destes
marcadores na avaliacdo de tumores triplo-negativos bem como sugerir alguma
atividade de terapias-alvo anti-VEGFR ou anti-PDGFR para este grupo selecionado

de pacientes.

Embora alguns padrbes e associacbes aqui relatados ja estejam bem
descritos na literatura, em nosso conhecimento esta é a primeira vez que se relata a
associacdo de PDGF e PDGFRA com o fendtipo basal, bem como da expressao de
PDGFRA com pior sobrevida.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados deste estudo podemos concluir que:

A maioria das pacientes possuia historia familiar de cancer de mama
ou ovario, eram portadoras de tumores maiores que 2,0cm, de alto

grau nuclear e histolégico.

» Grau nuclear mais elevado esteve associado com perfil basal.

Todos os fatores de crescimento testados, seus receptores e 0s
marcadores de inflamacdo foram expressos em tumores desta

amostra em maior ou menor grau.

* A expressdo de COX2, PDGF e PGFRA esteve associada com o
fendtipo basal.

* Nao houve associacdo entre os fenoétipos basal e ndo-basal e o padrao

de metastases.

A sobrevida global foi inferior para as pacientes portadoras de tumores
basais com menos de 50 anos, ndo se observando diferenca em

sobrevida por fenétipo tumoral para individuos com mais de 50 anos.

O imunofenétipo basal esteve associado com pior sobrevida global
para as pacientes de cor parda, com presenca de metastases ao

diagndstico e cujos tumores expressavam PDGF, VEGFR ou NOS2.

A sobrevida global das pacientes desta amostra esteve negativamente
associada com estadiamento clinico mais avangado, tumores

maiores, comprometimento axilar clinico, presenca de metastases ao
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diagnodstico, estadiamento patoldgico agrupado e estadiamento T
patolégico mais avangados, ndo realizacdo de cirurgia ou realizagdo
de cirurgia conservadora, quimioterapia neoadjuvante e auséncia de
resposta clinica a mesma, néo realizacdo de quimioterapia adjuvante,

presenca de recidiva, expressao de EGF ou PDGFRA no tumor.

« Perfil imunoistoquimico (basal), comprometimento axilar (N2), nao
realizacdo de cirurgia e quimioterapia neoadjuvante estiveram

associados de forma independente com maior risco de morte.
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7 PERSPECTIVAS

Pretendemos rever os dados referentes ao grau histolégico e nuclear, bem
como invasdo linfatica e vascular, para os quais houve uma perda grande de
informacéo, a fim de permitir uma melhor avaliacdo das variaveis associadas de

forma independente com a sobrevida.

Estamos validando o papel da expressao de PDGFRA e PDGF numa amostra

independente de tumores triplo-negativos.

Pretendemos testar a expressdo de PDGFRA em uma linhagem de tumor de
mama e, se positiva, avaliar a atividade de inibidores de PDGFR (dasatinibe,

sorafenibe e sunitinibe) nesta linhagem.
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PROJETO DE PESQUISA — TRIPLO NEGATIVO
Orientador: Dr. Vladmir Claudio Oliveira
Co-orientador: Dr. Ronaldo Ribeiro
Aluno: Antonio Fernando Melo Filho

Ficha N. Pront. Iniciais.

Idade:
Raca: Branca (1) negra (2) amarela (3) parda(4) NA (999)
Histéria Familiar — Cancer de mama/ovario: Sim (1) Nao (2) NA (999)

Localizacdo do tumor

Grau de parentesco: Primeiro grau (1) Segundo grau (2) NA (999)

Data do diagnéstico: / /

Perfil: Basaloide (1)  Normal like (2)

Tipo histolégico ductal (1) lobular (2) medular (3) coldide (4) mucinoso
(5) metaplasico (6) outro (999)

Grau histolégico (1) (2) (3)

Bem diferenciado (1) Moderadamente (2) Indiferenciado (3)

Invasio linfatica presente (1) ausente (2) NA (999)

Invas&o vascular presente (1) ausente (2) NA (999)

Estadiamento clinico: I (1) I1A (2) 1B (3) IIB (4) IIA (5) IlIB (6) IV (7) NA (999)
T: 1A (1) 1B (2) 1C (3) 2 (4) 3 (5) 4A (6) 4B (7) 4C (8) 4D (9) NA (999)
N:0(1)1(2)2(3)3 (4)

M: 0 (1) 1 (2)

Estadiamento patologico : | (1) 1A (2) 1IB (3) 1IB (4) IA (5) lIB (6) IV (7) NA
(999)

pT:1(1)2(2)3(3)44)
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20. pN:0(1)1(2)2(3)3(4)

21. Cirurgia: Sim (1) Nao (2) NA (999)

22. Mastectomia radical (1) Segmentactomia (2) Quadrantectomia (3)
Nodulectomia (4)

Mastectomia subcutanea (5) NA (999)

23. Linfadenectomia: Sim (1) N&o (2) NA (999)

24. Linfadectomia axilar radical (1) Linfadenectomia axilar NI e 1l (2) Linfadenectomia
axilar NI (3) NA (999)

25. Pesquisa de linfonodo sentinela positivo (1) bls negativo (2) NA (999)
26. QT Neo: Sim (1) N&o (2) NA (999)

27. Protocolo: AC (1) AC-T (2) FAC (3) AC-D (4) FEC (5) FAC-T (6) Outro (7) NA
(999)

28. Resposta clinica ao tratamento quimioterapico R.o.p.(1) R.o.c.(2) D.
e. (3) Progresséo (4)

29. Resposta patologica ao tratamento quimioterapico R.p.c. (1) R. p. p. (2)
Apenas CDIS (3)

30. QT adjuvante: sim (1) nao (2)

31. Protocolo

32. Radioterapia sim (1) nao (2)

33. Evolucdo: Sem evidéncia de doenca (1) Recidiva loco-regional (2) Recidiva
sistémica (3) NA (999)

34. Data da recidiva:

35. Sitio da recidiva: Cérebro (1) Pleuro-pulmonar (2) Hepatica (3) Ossea (4)
Linfonodo (5) Pele (6) Peritdnio (7) Outra (8) Sitio:

36. Status final: Vivo sem doenca (1) Vivo com doenca (2) Morte por cancer

3)

Morte por outras causas (4)  Perdido de vista (5)

37. Ultimo follow-up data: / /




ANEXO Il — Tabela TMA
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ANEXO Il — Microfotografias representativas das re aclOes de

imunoistoquimica.

CARACTERIZACAO DE TUMORES TRIPLO-NEGATIVOS
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Figura 1 — Fotos representativas das marcag¢des imunoistoquimica para caracterizacdo dos tumores
triplo-negativos. As amostras (N=74) foram organizadas em um TMA (tissue microarray) e testadas
simultaneamente para presenca dos marcadores de interesse. a) RE, b) RP e c) ERBB2 com seu
respectivo controle positivo. As imagens foram capturadas no Aperio Scascope XR. No canto inferior
das fotos é possivel se identificar a barra de escala destacada em verde.
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MARCADORES BASAIS

Figura 2 — Fotos representativas das marcagfes imunoistoquimica para caracterizagdo dos tumores
basais. As amostras (N=74) foram organizadas em um TMA (tissue microarray) e testadas
simultaneamente para presenca dos marcadores de interesse. a) CK5 e seu controle negativo b)
EGFR c) CK14 e seu controle negativo e d) p63 e seu respectivo controle negativo. As imagens foram
capturadas no Aperio Scanscope XR. No canto inferior das fotos é possivel se identificar a barra de

escala destacada em verde.
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MARCADORES DE FATORES DE CRESCIMENTO
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Figura 3 — Fotos representativas das marca¢cfes imunoistoquimica para analise de fatores de
crescimento e os respectivos receptores. As amostras (N=74) foram organizadas em um TMA (tissue
microarray) e testadas simultaneamente ara presenca dos marcadores de interesse. a) PDGF e seu
controle negativo b) PDGFRA e seu controle negativo c) PDGFRB d) EGF e seu controle negativo, €)
VEGFA e seu controle negativo, f) VEGFR2, g) FGF2 e h) FGFR2. As imagens foram capturadas no
Aperio Scanscope XR. No canto inferior das fotos é possivel se identificar a barra de escala
destacada em verde.



MARCADORES RELACIONADOS A INFLAMACAO

')1 ,r’:' SR l_.; fo -
R

:
CROTE

e
o ST, ¢

l“ ‘%& :-. l‘;kl‘
e R

149

Figura 4 — Fotos representativas das marcagfes imunoistoquimica para andlise de fatores
relacionados ao processo inflamatério. As amostras (N=74) foram organizadas em um TMA (tissue
microarray) e testadas simultaneamente para presenca dos marcadores de interesse. a) COX2 e seu
controle negativo b) NOS2 e seu controle negativo c) IL1B e d) TLR9. As imagens foram capturadas
no Aperio Scanscopr XR. No canto inferior das fotos é possivel se identificar a barra de escala

destacada em verde.
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