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RESUMO

Cagnacci Neto R. Carcinoma ductal in situ de mama: avaliagdo de potenciais
fatores prognosticos. Sao Paulo; 2014. [Dissertagdo de Mestrado-Fundagdo Antonio
Prudente].

Introdugdo: O carcinoma ductal in situ de mama, apesar de consistir em doenga
inicial e de bom progndstico, tem na terapéutica a mesma agressividade utilizada em
tumores invasivos. O tratamento geralmente ¢ multimodal, trazendo impacto as
pacientes. O presente estudo tem por objetivo avaliar caracteristicas morfologicas e
marcadores imuno-histoquimicos do carcinoma ductal in situ de mama,
correlacionando-os com evolugdo e prognostico dos pacientes. Método: Foram
revisados 565 prontuarios de pacientes com CDIS tratados no A.C.Camargo Cancer
Center, no periodo de 2000 a 2008. Destes, selecionamos 12 casos de CDIS
recidivados ou novos carcinomas ductais de mama, pareados com 24 controles.
Realizamos avalia¢ao de variaveis epidemioldgicas e morfologicas tradicionais, além
da analise imuno-histoquimica para marcadores de metaloproteinases (MMP 1,
MMP 2 e MMP9) e marcadores de células mioepiteliais (CD 10, AML, P63,
Calponina, CK 5/6), com objetivo de correlaciond-los com recorréncia da doenca.
Resultados: Observamos a seguinte distribuigdo de variaveis imuno-histoquimicas
nos 12 casos estudados: P63 2 negativos, 9 positivos focais, 0 positivos continuos e 1
indeterminado; CK 5/6 3 negativos, 9 positivos focais, 0 positivos continuos, CD10 2
negativos, 8 positivos focais e 2 positivos continuos, AML 3 negativos, 3 positivos
fracos, 3 positivos intermediarios, 2 positivos fortes e 1 indeterminado, MMP1 0
negativos, 4 positivos fracos, 7 positivos intermediarios e 1 positivo forte, MMP2 4
negativos, 7 positivos fracos, 1 positivo intermediario e 0 positivos fortes, MMP9 0
negativos, 7 positivos fracos, 4 positivos intermediarios e 1 positivo forte. Nao houve
correlacdo estatisticamente significativa entre as varidveis estudadas com recorréncia
local ou novos eventos de cancer de mama. Conclusdo: Os indices de recidiva nas
pacientes com diagndstico de CDIS no A.C.Camargo Cancer Center sdo baixos
(5,98%), observando-se seguimento minimo de 60 meses. Nao foram identificados
fatores clinico-patologicos associados com as recidivas locais de CDIS ou outros
eventos de cancer de mama. A expressao de metaloproteinases e marcadores de CME
no microambiente tumoral dos CDIS de mama nl3o apresentou correlagdo
estatisticamente significativa com indices de recorréncia local e novos eventos de

cancer de mama.



SUMMARY

Cagnacci Neto R. [Ductal carcinoma in situ of the breast: assessment of potential
prognostic factors]. Sdo Paulo; 2014. [Dissertacdo de Mestrado-Fundagdo Antdnio

Prudente].

Introduction: Ductal carcinoma (DCIS) of the breast has historically been treated
as aggressively as invasive breast cancer, despite its good prognosis. Treatment is
multimodal, which impacts the physical, psychological and social aspects of the
patient. To date, there is no prognostic factor able to advocate for less morbid
treatment in DCIS. The present study aims to assess the prognostic value of different
markers for DCIS. Methods: We revised 565 medical records of DCIS patients
treated at A.C.Camargo Cancer Center, from 2000 to 2008. We located 12 patients
with local recurrence or other cancer events and paired them with 24 controls,
according to age, nuclear grade, follow up duration, treatment type and prophylactic
hormone therapy. The immunohistochemical staining targeted metalloproteinases
(MMP 1, MMP 2 and MMP) and myoepithelial cell markers (CD 10, AML, P63,
Calponin, CK 5/6). Results: We observed the following immunohistochemical
distribution in our cases: P63 2 negative, 9 focal positive, 0 continuous positive and 1
indefinite; CK 5/6 3 negative, 9 focal positive and 0 continuous positive, CD10 2
negative, 8 focal positive and 2 continuous positive, AML 3 negative, 3 weak
positive, 3 intermediate positive, 2 strong positive and 01 indefinite, MMP1 0
negative, 4 weak positive, 7 intermediate positive and 1 strong positive, MMP2 4
negative, 7 weak positive, 1 intermediate positive and 0 strong positive, MMP9 0
negative, 7 weak positive, 4 1 intermediate positive and 1 strong positive There was
no statistically significant correlation between the immunohistochemical staining and
local recurrence or new breast cancer events. Conclusion: The recurrence rates at
A.C.Camargo Cancer Center are lower than literature results (5,98%, follow up 60
months). There were no identifiable clinicopathological factors related to local
recurrence. The metalloproteinases and myoepithelial cell markers expression was

not correlated with local recurrence or new breast cancer events.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma ductal in situ (CDIS) da mama representa um grupo
hetereogéneo de lesdes neoplasicas, definido pela proliferagdo maligna de células
contidas pela membrana basal dos ductos, o que pode variar desde lesdes inocuas de
baixo grau a lesdes de alto grau com maior potencial invasivo. Atualmente, o CDIS ¢
classificado conforme seu padrdo arquitetural (solido, cribriforme, papilar e misto),
grau nuclear (avalia alteragcdes de tamanho e forma do ntcleo celular, classificado em
alto, intermediario e baixo) e presenca de comedonecrose; representados nas Figuras
1 e 2 (VIRNIG et al. 2010). Os fatores de risco sdo similares ao da doenca invasiva,
incluindo historia familiar de cancer de mama, alta densidade do parénquima
mamario, obesidade, nuliparidade e primeira gestacao tardia (KERLIKOWSKE et al.
1997). A mutagdo do gene BRCA também estd associada aos CDIS, principalmente
em pacientes jovens. A relagdo entre reposi¢cdo hormonal e incidéncia de CDIS ¢

incerta.



Figura 1 - Carcinoma ductal in situ cribriforme com necrose central. Os ductos
mamarios mostram expansdo por c¢lulas malignas. A lesdo ndo alcanga a margem

cirargica representada pela tinta preta no extremo a direita. Coloragdo em

hematoxilina-eosina, aumento 200x.
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Figura 2 — Fotomicrografias de CDIS em diferentes graus histologicos. A -
Carcinoma in situ cribriforme de baixo grau nuclear, sem necrose (Baixo Grau Histologico).
Os nucleos sdo monotonos e as células polarizadas ao redor de espagos criados pelas bordas
apicais das células. B — Carcinoma in situ sélido com necrose central (Grau Intermediario).
C — Carcinoma in situ Micropapilar. D — Carcinoma in situ solido de alto grau nuclear (Alto

Grau Histolégico). Coloragdo em hematoxilina-eosina.

Com o advento da mamografia e do rastreamento do cancer de mama a partir
da década de 90, sua incidéncia cresceu significativamente. Em 1970 a incidéncia era
de 5,8 em 100.000 mulheres passando a 32,5 em 100.000 mulheres em 2004,
atingindo entdo um platd nesta marca (National Institutes of Health-NIH 2010). O
risco aumenta com a idade, apresentando incidéncia de até 88 em 100.000 mulheres

entre 50 a 64 anos de idade. A mortalidade em pacientes tratadas ¢ baixa, em torno



de 1,9% em 10 anos de seguimento, de acordo com dados da SEER, ERNSTER et al.
(2000).

O CDIS ¢ identificado em sua maioria (90%) como microcalcificagdes
suspeitas na mamografia de rastreamento (DERSHAW 1989). Agrupamentos
lineares de microcalcificagdes pleomorficas sdo muito sugestivos de CDIS. A
mamografia, entretanto, falha muitas vezes na identificacdo de lesdes multifocais,
comuns nos CDIS de graus intermedidrios e baixos (HOLLAND et al. 1990). A
ressonancia magnética de mama tem boa sensibilidade para diagnosticar lesdes
multifocais, mas por ser um método de imagem recente, ainda subestima e
superestima lesOes suspeitas mamarias, ainda ¢ indicada apenas como exame
complementar a mamografia KUHL et al. (2007).

O tratamento atual do CDIS consiste principalmente em duas modalidades:
mastectomia ou tratamento conservador (excisdo local com margens livres e
radioterapia adjuvante) e quimioprofilaxia com bloqueadores hormonais. Nos EUA,
um terco das pacientes ¢ submetido a mastectomia; as demais ao tratamento
conservador. A mastectomia é bastante efetiva, apresenta o menor indice de
recorréncia local (1% vs 10% do tratamento conservador), mas sem beneficio de
sobrevida global VARGAS et al. (2005). Era inicialmente a principal modalidade de
tratamento, tendo como racional a incidéncia de 30% de doenga multicéntrica, 40%
de doenca residual apds excisdo local; confirmado por mastectomia completa
posterior (LAGIOS et al. 1982). Atualmente, devido a sua seqiiela estética, ¢
utilizada somente quando nao € possivel obtengdo de margem livre satisfatoria no

tratamento conservador.



O tratamento conservador, por sua vez, consiste em excisao completa da lesao
com margens livres, seguida de radioterapia adjuvante. A distancia das margens de
seguranga ¢ controversa na literatura, variando entre servigos. Uma metanalise
recente demonstrou nao haver beneficio de sobrevida ou recorréncia apos excisao
com margens maiores que 2mm (se seguida de radioterapia adjuvante), permitindo
menor impacto estético (DUNNE 2009). Apos trabalhos recentes, os principais
consensos de especialistas determinam margens livres para cancer de mama quando a
lesdo ndo toca as bordas da ressec¢ao (MORAN 2014).

O sucesso do tratamento conservador foi demonstrado por dois grandes
estudos randomizados, o NSABP B-17 e o EORTC 10853. Ambos demonstraram
sobrevida global semelhante a mastectomia, com redu¢do em 50% da recorréncia
local em comparagdo a excisdo isolada apds instituida radioterapia adjuvante
(proporcionando taxas globais de recorréncia em torno de 10%) (FISHER 1998;
JULIEN 2000).

Embora de impacto muito menor que a mastectomia (estético, psicologico), o
tratamento conservador ainda possui uma complexidade relativamente alta,
justamente devido a radioterapia adjuvante. Este Gltimo consiste de tratamento longo,
préximo a um més, ndo isento de complicagdes (actinicas, estéticas etc). Com o
objetivo de omitir este tratamento em lesdes potencialmente de baixo grau, diversos
pesquisadores estudaram possiveis fatores prognosticos para o CDIS, sem sucesso. O
trabalho de maior relevancia neste tema ¢ o da Univesity of Southern California
(SILVERSTEIN 2003), que estabeleceu o indice de progndstico Van Nuys (VNPI)

(Anexo 3). Este indice leva em consideragdo quatro varidveis com pontuagdes



diferentes  (tamanho do tumor, tamanho das margens, grau de
diferenciagdo/comedonecrose e idade da paciente).

A pontuagdo total varia entre 4 a 12 pontos, sendo considerados os tumores
de baixo risco quando a pontuagdo ¢ menor ou igual a 6. Nestes casos, segundo o
estudo, a taxa de recorréncia ¢ de 1% em 5 anos e 3% em 10 anos, possibilitando a
omissao da radioterapia, segundo os autores. Entretanto, esses dados foram retirados
de analises retrospectivas, ndo consistentes com demais ensaios clinicos presentes na
literatura levando os principais consensos de tratamento a sempre sugerir
radioterapia adjuvante, omitindo-a apenas em casos selecionados.

Finalmente, os CDIS de mama tem a op¢do de quimioprofilaxia com
tamoxifeno ou inibidores de aromatase. Os mesmos alteram o funcionamento dos
hormdnios reprodutivos nas mulheres, agindo principalmente na doenga com
receptores hormonais positivos. Este tratamento para CDIS foi estudado em um
importante ensaio prospectivo duplo-cego, o NSABP B24 (FISHER 1999a). As
pacientes foram randomizadas para tratamento conservador (cirurgia local com
radioterapia adjuvante) com ou sem quimioprofilaxia com tamoxifeno. A adi¢do do
tamoxifeno reduziu o risco de doenga contralateral (3,2 vs 5,3%) e o risco de doenga
ipsilateral invasiva em 15 anos (32%), embora ndo tenha demonstrado beneficio na
sobrevida global em 15 anos. Apesar desta ultima, o tamoxifeno ¢ uma opgdo
bastante recomendada atualmente. Os principais consensos sugerem quimioprofilaxia
para todas as mulheres que trataram CDIS com receptores hormonais positivos
(Figuras 3 e 4) e que ndo tenham contraindica¢des para tal. O principal beneficio
ocorre nas pacientes submetidas a tratamento conservador, com lesdes positivas para

receptores hormonais, com queda significativa na recorréncia ipsilateral (NIH 2009).



Figura 3 — Imunomarcagao positiva para receptor de estrogenos no carcinoma ductal
in situ de baixo grau. Aumento 400x

Figura 4 - Imunomarcagéo negativa para receptor de estrogenos no carcinoma ductal
in situ de baixo grau. Aumento 400x.



Podemos ver que, apesar de ser uma doencga de excelente prognostico e de
baixa mortalidade, seu tratamento possui uma morbidade significativa. O tratamento
conservador, apesar do bom resultado de sobrevida e estético, tem como empecilho a
radioterapia, modalidade terapéutica de execugdo longa, logistica complicada
(sessdes diarias por 3 a 4 semanas) ¢ efeitos colaterais ndo despreziveis. A
mastectomia, por sua vez, tem como problema o resultado estético, apesar da
reconstru¢do imediata; além do impacto psicoldgico. Em ambas as modalidades, o
quimioprofilaxia utilizada também tem seu impacto, a medica¢do deve ser utilizada
diariamente durante 5 anos, com custo econdmico ao paciente ¢ possibilidade de
efeitos colaterais (eventos tromboembolicos, neoplasia endometrial). A questdo
fundamental em relagdo ao CDIS ¢ a identificagdo de lesdes de baixo e alto potencial
de recorréncia ou invasividade, permitindo tratamento individualizado e com
morbidade menor que o tratamento atual.

Inicialmente, as principais pesquisas sobre fisiopatologia do cancer de mama
(principalmente sua possivel progressao atipia > CDIS > CDI) focavam no estudo
das células epiteliais ductais, tanto no aspecto genético quanto no morfoldégico. Um
exemplo ¢ o de CASTRO et al. (2008), que observou mudangas moleculares nas
células epiteliais dos CDIS. Para tal, foram estudadas 41 amostras de tecidos, sendo
4 de tecido normal, 5 CDIS puros, 22 CDIS associados a CDI e 10 CDI. Através de
analise molecular por microarray (microarranjo), observou-se que embora o CDIS
puro e os CDIS associados a CDI sejam morfologicamente semelhantes,
molecularmente eles ndo sdo, com significativa heterogeneidade molecular dentro do
grupo CDIS puro. Em contrapartida, os CDIS com CDI foram molecularmente

semelhantes ao CDI, embora morfologicamente distintos; o que sugere que no



momento que o CDIS puro adquire mutagdes comuns apresentadas nos grupos CDIS
com CDI e CDI, inicia-se o caminho para a invasividade. Os genes SULF-1 e LOX
foram os que mais provavelmente estariam relacionados com este mecanismo de
progressao.

POLYAK (2010) revisou extensivamente sobre marcadores moleculares,
células epiteliais e heterogeneidade genética dos CDIS, assim como seu mecanismo
de progressao. Quanto aos marcadores moleculares, citou GAUTHIER et al. (2007)
que demonstrou COX-2 e Ki67 associados a maior risco de invasividade e LU et al.
(2009), que correlacionou HER2 com maior risco de invasividade. Em relacdo a
genética das células epiteliais e sua heterogeneidade tumoral, a autora cita diversos
trabalhos, com destaque a ALLRED et al. (2008) e PARK et al. (2010). O primeiro
relata que mutacdo no TP53 acarreta em heterogeneidade celular, o segundo
encontrou através de hibridizacdao fluorescente in situ importante heterogeneidade
clonal em CDIS avaliados. Este inclusive os compara ao esoéfago de barret, no qual
sabidamente em estudos da literatura, quanto maior a diversidade clonal
intratumoral, maior o risco de progressdo para invasdo. Por fim, a autora refere
também sobre a dificuldade na realizacdo de trabalhos desta modalidade, tanto pela
heterogeneidade clonal quanto pela dificuldade em obter grandes coortes de CDIS ¢
suas recidivas, que trariam resultados estatisticos mais significativos. Sugere também
um maior estudo também do microambiente tumoral, assim como seu estroma
adjacente.

Existem na literatura algumas linhas de pesquisa voltadas para o estudo do
microambiente tumoral, do estroma peritumoral ¢ de sua fisiopatologia, tentando

compreender a histdria natural da doenga, principalmente a invasividade tecidual e a
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metastatizacdo. Diversas substdncias e marcadores imuno-histoquimicos presentes
neste ambiente ja foram estudadas nos carcinomas ductais invasivos de mama, mas
foram pouco avaliadas nos CDIS. Dentre eles, os principais sdo as metaloproteinases
(proteinases presentes na matriz extracelular) e os marcadores de células
mioepiteliais. Estes fazem parte da fisiopatologia da invasividade tumoral ¢ podem
ser relevantes nas lesdes in situ, possivelmente poderiam ajudar a determinar o
momento do inicio da invasdo tecidual destas lesoes.

As metaloproteinases (MMP) sdo endopeptidases zinco-dependentes. Estao
presentes em diversas fungdes do organismo (Figura 5), sejam fisioldgicas
(remodelamento tecidual, diferenciagdo celular, proliferagdo celular e apoptose) ou
patolégicas (inflamagdo, degeneragdo e invasividade tumoral). O grupo MMP ¢
composto por diversos tipos de proteinases, capazes de interagir com praticamente
todos os componentes da matriz extracelular (MEC), sendo cruciais na formagao e
progressdao de neoplasias, principalmente na invasividade e metastatizacdo. Estes
dados sugerem que as metaloproteinases podem ser pesquisadas como marcadores
tumorais (YAN e BOYD 2007). Em uma corrente oposta, evidéncias recentes
sugerem também que algumas metaloproteinases podem ter efeito oposto,
protegendo o hospedeiro, como no caso da MMP 8 (GUTIERREZ-FERNANDEZ et
al. 2008).

Os seres humanos possuem 24 genes MMP, mas apenas 23 proteinas MMP
incluindo 17 enzimas secretadas soluveis e 6 proteinases membrana-associadas. As
MMP foram nomeadas conforme seus substratos de acdo na MEC: colagenases

(MMP 1 e MMPS8, atuam no colageno), gelatinases (MMP 2 ¢ MMP 9, atuam nas
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gelatinas — coldgeno desnaturado), estromalisinas (MMP 3 ¢ MMP 10) e matrilisinas

(MMP 7), ambas com ag@o ampla sobre diversas proteinas da MEC.

wmps I L‘ 2”‘ \. invasdo_ -

MMPs g9 l! ‘mpa

- angiogénese

Fonte: Modificado de RUDEK et al. (2002).

Figura 5 - Esquema mostrando o papel das metaloproteinases nos processos de

invasdo, angiogénese e metastase do cancer.

Historicamente, a literatura propde que o crescimento e a progressao do
carcinoma ductal de mama era decorrente principalmente de alteragdes genéticas e
funcionais progressivas das células epiteliais da mama. Este modelo vem sendo
questionado recentemente, pois ha evidéncias de que apenas através de um estroma
patoldgico circunjacente podem existir as condi¢cdes necessarias para a progressao
tumoral. O microambiente tumoral do céncer de mama ¢ bastante complexo,
incluindo um mesénquima bastante variado (formado por fibroblastos,
miofibroblastos, células endoteliais e células do sistema imune). A contribui¢ao

especifica de cada uma destas células ¢ pouco compreendida, mas supde-se que os
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fibroblastos associados a neoplasia de mama promovem o crescimento tumoral e a
neoangiogénese através da producdo de diversas substincias, incluindo as
metaloproteinases.

Dentre as colagenases, a MMP 1 ja foi bastante estudada em diversos
trabalhos da literatura. Ela estd presente em grande quantidade no microambiente
tumoral do cancer de mama e ¢é responsavel por facilitar a neoangiogénese e
degradacdo da MEC; processos cruciais na invasao tumoral e metastatizacdo. A
mesma também ja foi relacionada com a expressdo de HER 2; quando presente este é
responsavel pelo aumento da expressdo da MMP 1 e pode estar relacionada com o
pior prognostico desses tumores (MANNELLO 2011).

Em estudo retrospectivo recente BOSTROM et al. (2011), demonstrou
correlacdo entre a expressao de MMP 1 e diversos marcadores de mau prognoéstico
nos carcinomas invasivos de mama, assim como determinou que a propria MMP 1 ¢
um fator independente de pior prognostico, com siginificancia estatistica.

Outro aspecto estudado das MMP foi a sua regulacdao, mediada pelos
inibidores teciduais de MMP (TIMPs). Sao varios os tipos de TIMPs, incluindo o
TIMP 1 (associado a MMP 1), cujas fungdes podem trazer informag¢ds novas quanto
ao prognostico dos carcinomas ductais mamarios.

As gelatinases também s3o alvos de estudo, principalmente as MMP 2 e
MMP 9. A primeira € responsavel por degradar varios componentes da membrana
basal (colageno tipo I, I, III, IV e lamininas), assim como a segunda (colageno tipo
IV, V, XI, XVI, lamininas e elastinas). A produ¢do da MMP 9 ¢ regulada pela
produgdo de TIMP 1; sua liberacdo depende da propor¢do TIMP 1: MMP 9, talvez

correlacionando seu papel no microambiente tumoral com as MMP 1. Em estudo
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recente (RANOGAJEC 2012), identificou-se em carcinomas ductais invasivos de
mama niveis maiores de MMP 2 ¢ MMP 9 em grandes lesdes e lesdes mais
vascularizadas, com piora da sobrevida global nestes casos (estatisticamente
significativo).

Um trabalho importante (HU et al. 2008) avaliou ndo s6 globalmente a
fisiopatologia do estroma tumoral, assim como a metaloproteinase MMP 14, outros
marcadores moleculares e mecanismos de adesdo celular. Neste trabalho foi
analisado, em xenoenxertos de CDIS, o papel dos fibroblastos e células mioepiteliais
na progressao do CDIS. Para tal foram injetados xenoenxertos de CDIS (linhagem
MCF10A) em camundongos, associados a células mioepiteliais imortalizadas,
fibroblastos de tecidos mamarios normais, fibroblastos de tecidos mamarios tumorais
e fibroblastos de tecidos com artrite reumatoide. Apds 4 semanas, 0s xenoenxertos
associados a fibroblastos patologicos (tumorais e artrite reumatoide) propiciaram um
maior aumento dos CDIS, em contrapartida os associados as células mioepiteliais
imortalizadas apresentaram uma diminuicdo de tamanho. A explicagdo deste
acontecimento ¢ que as células mioepiteliais impediram fisicamente o crescimento
do tumor, por outro lado os fibroblastos “doentes”, inflamatdrios, fornecem substrato
favoravel ao crescimento tumoral (maior vascularizagdo etc). Quanto a MMP 14,
através de real time PCR, os pesquisadores demonstraram nos xenoenxertos um
aumento da expressdo de MMP 14 nos fibroblastos de ambientes microtumorais,
corroborando sua fun¢do de proteinase ¢ de degradacdo da membrana basal. Os
autores, entretanto, relatam que talvez a fun¢do da MMP 14 ndo seja totalmente
direta, pois acreditam que a mesma também participa na regulagdo de outras

proteinases e fatores inflamatorios, como a MMP 2, MMP 9 e TGFf. Em relagdo a
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adesividade celular, os autores perceberam, nos xenoenxertos, importante papel do
TGFP1 e P63 na manutengdo da mesma e na diferenciagdo das células mioepiteliais.
Assim, podemos verificar que as MMP sdo fatores importantes na fisiopatologia e na
progressdo dos carcinomas ductais de mama; através da estimulacao da produgao de
fatores de crescimento, inativagdo de fatores inibidores e promogdo da
neoangiogénese. Possivelmente, inibidores de MMP poderiam inibir tanto o
crescimento tumoral quanto sua invasao, podendo ser considerados para cria¢ao de
novos tratamentos para lesdes invasivas.

As células mioepiteliais (CME), por sua vez, envolvem os ductos mamarios e
acinos lobulares, apresentando importante papel na fisiologia mamaria e na supressao
de tumores (Figura 6). Além de serem responsaveis pela integridade da membrana
basal, criando uma barreira fisica entre o epitélio e o estroma elas também secretam
fatores que possivelmente inibem o crescimento tumoral, angiogénese e invasao

tumoral, de acordo com estudos experimentais (HILSON 2009).
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Figura 6 - Fotomicrografia do ducto mamario normal mostrando as duas camadas de

células: luminal (interna) e mioepitelial (externa, com cabega da seta). Hematoxilina &
eosina, aumento 400x
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Figura 7 - Fotomicrografia da imunomarcagao das células mioepiteliais em camada
continua na periferia dos ductos com carcinoma in situ. Anticorpo anti-calponina.

Aumento 200X

A andlise imunohistoquimica de marcadores de CME ¢ comum na rotina de
avaliacdo dos CDIS (Figuras 7 e 8), principalmente na distingdo entre tumores
invasivos e in situ. Neste caso, a deteccdo de células mioepiteliais em amostras
tumorais diagnostica lesdes in Situ (membrana basal integra), enquanto a auséncia de
células mioepiteliais indica um diagnostico de lesdo invasiva. Os marcadores
utilizados sdo a actina de musculo liso (AML), miosina de musculo liso de cadeia

pesada (SMMHC), calponina, p63, citoqueratina 5/6 (CK 5/6), CD 10 e p75.
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Figura 8 — Fotomicrografia da imunomarcagdo nuclear para células mioepiteliais

utilizando o anticorpo p63. Aumento 400x

Além da avaliagdo da invasividade, as citoqueratinas sao muito utilizadas na
defini¢ao dos imunofenétipos de cancer de mama utilizados hoje em dia. Dentre os
grupos mais aceitos na literatura e na pratica clinica atualmente, temos os tumores
luminais, os HER2 superexpressos e os basaloides, que possuem positividade para
citoqueratinas ¢ EGFR. Diversos estudos tentaram aplicar estes grupos de
imunofenotipos para os CDIS, com perspectiva de avaliagdo do prognostico e
tratamento, assim como nos tumores invasivos, mas sem sucesso na pratica clinica.
Atualmente, apenas os receptores hormonais tém alguma influéncia no tratamento

dos CDIS (realizagdo ou nao da quimioprofilaxia).
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Podemos entdo notar que a compreensao deste microambiente tumoral ¢ de
extrema valia, principalmente no contexto das lesdes in Situ, pois talvez através da
identificagdo de lesdes que estdo proximas do momento de invasdo tecidual
poderiamos instituir um tratamento mais rigoroso; assim como eximir as lesdes que
estdo longe do momento de invasao tissular de um tratamento igual ao das lesdes ja
invasivas.

Neste estudo, avaliaremos a presenga de MMP e os marcadores de CME em
casos de CDIS recidivados, no intuito de correlacionarmos os mesmos com a
recorréncia e invasividade tumoral. A hipotese deste estudo é que os CDIS com
recorréncia (in Situ ou invasivo) apresentem maior expressdio de MMP ¢ menor
expressdo de marcadores de células mioepiteliais em relagdo aos CDIS sem

recorréncia da doenga.
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OBJETIVOS

Os objetivos sao:

Avaliar os fatores clinico-patoldgicos ja associados com recorréncia de CDIS
na literatura (idade, tamanho, presenca de comedonecrose, margens
cirurgicas, grau nuclear, tipo de tratamento cirtrgico e quimioprofilaxia com
tamoxifeno) com recidiva local e outros eventos de cancer de mama;

Avaliar a expressdo imuno-histoquimica de receptores hormonais (estrogénio
e progesterona), receptores HER2, metaloproteinases (MMP 1, MMP 2,
MMP 9) e a expressao de marcadores de CME (AML, calponina, p63, CK 5/6
e CD10) no microambiente tumoral dos CDIS de mama, correlacionando-os
com recidiva local da doenga e outros eventos de cancer de mama;

Avaliar o tipo morfolégico dos CDIS (cribriforme, solido, micropapilar e
mistos) e o tipo de estroma adjacente (fibromatose, inflamatério, normal e
desmoplasico), correlacionando-os com recidiva local da doenga e outros

eventos de cancer de mama.
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3 MATERIAL E METODOS

Trata-se de estudo retrospectivo do tipo caso-controle. O projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica do A.C.Camargo Cancer Center, conforme parecer niimero
20391, datado de 10 de abril de 2012 (Anexo 2). Realizamos uma revisao dos
prontudrios quanto a dados clinicos, diagndstico inicial, tratamento realizado e
evolugdo das pacientes. Foram revisados 565 prontuarios de pacientes com CDIS
tratados no A.C.Camargo Cancer Center, no periodo de 2000 a 2008, permitindo um
intervalo minimo de seguimento de 5 anos.

Os critérios de inclusdo foram:

. Carcinoma ductal in situ com recorréncia local ap6s 6 meses.
o Outros eventos de cancer de mama apds 6 meses (CDIS contralteral, CDI
ipsilateral).

Os critérios de exclusao foram:

o Carcinoma ductal in situ ou invasivo prévio ao caso identificado no estudo
. Pacientes com outros tumores primarios durante evolugao;
° Pacientes com antecedente de carcinoma lobular in situ associado;

Foram avaliados os importantes fatores de recidiva dos carcinomas ductais in
situ de acordo com a literatura, sendo tamanho do tumor, grau nuclear,
comedonecrose, margens cirargicas, idade e realiza¢ao de quimioprofilaxia.

A ficha de registro de dados (Anexo 1) contém informacdes diversas:
aspectos gerais do paciente, quadro clinico inicial, tratamento, seguimento e

resultado da avaliagdo anatomopatoldgica. Estratificamos as varidveis continuas
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(tamanho do tumor e idade) conforme subdivisdes utilizadas nos critérios de Van
Nuys (Anexo 3), com intuito de correlaciond-las com recorréncia da mesma maneira
que neste estudo. Definimos margens livres nestes casos como lesdo ndo contigua as
bordas da peca, ndo foi realizada quantificacdo da margem. Identificamos também a
realizacdo de quimioprofilaxia, considerando-a completa quando realizada por um
minimo de 60 meses. A avaliacdo do status pos-tratamento (6bito, vivo sem doenca,
vivo com doenga) foi feita através de avaliagdo do prontudrio até 12/2013.

Usando o critério inicialmente desejado de apenas recorréncias locais, foram
identificados apenas 08 pacientes com CDIS recidivado (1,41%). Devido a baixa
taxa de recorréncia, optamos por incluir pacientes com qualquer tipo de evento
relacionado ao cancer de mama, como novos tumores in Situ em mama contralateral
e carcinomas ductais invasivos subsequentes, elevando a casuistica para 18 pacientes
(3,18%). Destes 18, foram excluidos 6 casos devido a auséncia de material
anatomopatoldgico (blocos de parafina) para reanalise no trabalho.

Pareamos estes 12 casos com 24 controles de CDIS ndo recidivados (1:2),
levando em consideracdo idade, grau nuclear, tempo de seguimento, tipo de
tratamento e realizacdo de quimioprofilaxia.

As laminas dos pacientes recidivados foram avaliadas por um unico
patologista, sendo reclassificadas quanto ao seu tipo histolégico, grau nuclear,
caracteristica citoldgica, extensdo e aspectos estromais, como grau de desmoplasia,
celularidade e infiltrado linfoide (Figuras 11 e 12).

A andlise imuno-histoquimica foi realizada no Departamento de Anatomia

Patologica do A.C.Camargo Cancer Center. Para a mesma, foi montado um TMA
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(tissue microarray ou microarranjo tecidual) com amostras em duplicata do material

estudado para os casos onde o componente do CDIS era extenso (Figuras 9 e 10).

Figura 9 - Fotomicrografia panoramica da lamina de Tissue Microarray com tecidos
de Imm de didmetro separados por 0,2mm em cada eixo. Hematoxilina & eosina, aumento

40x

Figura 10 - Fotomicrografia do carcinoma in situ representado no cilindro de tecido

incluido no tissue microarray. Exemplo de carcinoma in situ de baixo grau nuclear com

necrose. A amostra € suficiente para a analise dos componentes epitelial e estromal. Hematoxilina &

eosina, 200x
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C

Figura 11 - Fotomicrografias dos tipos morfologicos do estudo. A — solido, B-

cribriforme, C- micropapilar. Hematoxilina-eosina, 400x

Figura 12 - Fotomicrografias dos tipos de estroma. A — inflamatério, B- normal, C-

desmoplasico, D- fibromatose, Hematoxilina-eosina, 400x
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Nos casos de CDIS de pequena extensao ou naqueles em que o TMA nao
representou bem a lesdo, o corte completo foi utilizado para as analises.

No material estudado no qual ndo houve avaliagdo prévia dos receptores
hormonais (estrogénio e progesterona) ou HER2, a mesma foi realizada, salvo
excegOes (casos sem material remanescente disponivel para nova analise). Os
receptores hormonais ¢ HER2 foram utilizados para a classificagdo molecular do
carcinoma in situ e suas avaliagdes seguiram os critérios recomendados pelo Colégio
Americano de Patologistas. A coloracdo foi feita em equipamento automatizado
(BenchMark XT™) com protocolo sugerido pelo fabricante (Ventana-Roche), com
os devidos ajustes para as dilui¢des dos anticorpos padronizados pelos controles
positivos para cada reacdo. As caracteristicas dos anticorpos utilizados estdo

resumidas no Quadro 1.

Quadro 1 — Relagao de anticorpos utilizados, clone utilizado e fabricante

Anticorpo Fabricante Catalogo Clone
Receptor de Estrogeno Ventana 790-4324 SP1
Receptor de Progesterona Ventana 790-2223 1E2
HER2 Ventana 790-2991 4B5
MMP 1 Neomarkers RB9225P policlonal
MMP 2 Neomarkers RB9233P policlonal
MMP 9 Neomarkers RB-9234 policlonal
CD10 Ventana 790-4506 SP 67
AML Cell Marque 760-2101 HHF-35
Calponina Cell Marque 760-4376 EP7984
P63 Ventana 790-4509 4 A4
CK 5/6 Ventana 790-4554 D5/16B4
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Abaixo, os critérios de positividade para todos os marcadores analisados no
estudo, exemplificados as metaloproteinases ¢ marcadores de CME também através
de fotomicrografias da nossa casuistica (Figuras 13 a 19):

o Receptor de estrogénio e progesterona: positivo (>1% marcacao), negativo ou
indeterminado (ndo realizado).

° HER2: 0, 1+, 2+, 3+ (este ultimo o unico considerado positivo) ou
indeterminado (nao realizado).

o Metaloproteinases ¢ AML: negativo, positivo fraco, positivo intermediario e

positivo forte.

Demais marcadores de CME: negativo, positivo focal e positivo continuo.

Figura 13 - Fotomicrografia da imunomarca¢do de calponina, considerada positiva

continua na periferia dos ductos com carcinoma in Situ. Anticorpo anti-calponina.

Aumento 200X.
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Figura 14 - Fotomicrografia do carcinoma in situ marcado para calponina,

considerado positivo focal, 200x.

Figura 15 - Fotomicrografia do carcinoma in situ marcado para calponina,

considerado negativo, 200x.
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Figura 16 - Fotomicrografia do carcinoma in situ marcado para MMP 9, considerado

positivo forte, 200x.

Figura 17 - Fotomicrografia do carcinoma in situ marcado para MMP 2, considerado

positivo intermediario, 200x.
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Figura 18 - Fotomicrografia do carcinoma in situ marcado para MMP 9, considerado

positivo fraco, 200x

Figura 19 - Fotomicrografia do carcinoma in situ marcado para MMP 2, considerado

negativo, 200x.
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Nos casos de recidiva com carcinoma ductal invasivo, foram avaliadas as
variaveis no componente in Situ associado da lesdo (presente em todas as recidivas
invasivas).

A andlise estatistica teve como objetivo correlacionar a presenca das
metaloproteinases e marcadores de células mioepiteliais acima citados como fatores
clinico-patologicos nos casos revisados.

Foi realizado um estudo caso-controle com pareamento 1:2. Os casos e
controles tinham tempos com maior similaridade possivel de seguimento a partir da
data do término do tratamento. Foram utilizados para pareamento variaveis clinicas e
patoldgicas, ja citadas anteriormente. Realizou-se, com as mesmas pacientes, uma
analise de sobrevivéncia utilizando o modelo de Cox de riscos proporcionais. A
proporcionalidade dos riscos foi testada utilizando analise de residuais de Schonfeld
e analise grafica. Para realizacdo desta analise foi utilizado o software Stata 13.1 para

MacOS (StataCorp, College Station, TX, USA).
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4 RESULTADOS

Um total de 565 pacientes diagnosticadas com CDIS no A.C.Camargo Cancer
Center entre 2000 e 2008 foram selecionadas para revisao dos prontudrios. Foram
detectadas 1,41% recidivas ipsilaterais (8 casos) de CDIS e 3,18% de recidivas
considerando-se casos de CDIS contralateral ou CDI em qualquer mama (18 casos).
O seguimento médio de nossa casuistica foi de 59,9 meses, com uma mediana de 60
meses. Os indices de recidiva, considerando uma analise limitada as pacientes com
seguimento acima de 60 meses (301 pacientes), foi de 2,65%, considerando-se a
proposta inicial de 8 recidivas locais in situ. Quando elevamos nossa casuistica para
18 pacientes com novos eventos de cancer, o indice de recidivas subiu para 5,98%.

Nos Quadros 2 a 6, podemos observar todas as variaveis coletadas dos 12
casos de CDIS recidivados (ou com novo evento cancer de mama). As caracteristicas
gerais dos casos seguem abaixo no Quadro 2. A idade variou de 42 a 84 anos de
idade com uma ampla maioria de pacientes entre 40 e 60 anos. O tamanho variou de
2mm a extenso, mas com a maioria (11 casos) menores ou iguais a 15mm. A
maioriadas pacientes ndo realizou quimioprofilaxia (8 pacientes) e o grau nuclear
teve um predominio de alto grau (7 casos).

No Quadro 3, continuamos a avaliagdo de caracteristicas gerais e
morfoldgicas. Quanto ao tipo de tratamento, 8 pacientes realizaram tratamento
conservador (ressecgdes segmentares, com ou sem estadiamento axilar), versus 4
tratamentos radicais (mastectomias). A histologia foi predominantemente mista (7

casos), com uma maioria de casos com comedonecrose presente (8 casos). O tempo
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médio de recorréncia obtido foi de 48 meses, variando de 21 meses a 115 meses. Em
relacdo ao estroma, observamos um predominio de inflamatdrios (5 casos) e
desmoplasicos (4 casos)

As recidivas também foram avaliadas quanto a critérios morfoldgicos e
histopatologicos, conforme descritos no Quadro 4. Apenas 2 casos foram
considerados recidivas verdadeiras (recorréncia como CDIS ipsilateral), sendo os
demais outros eventos de cancer de mama (CDIS contralaterais ou lesdes invasivas).
Nos casos in sSitu, a maioria teve predominio de graus nucleares baixos (5 de 6
casos), ao contrario dos invasivos, majoritariamente com graus histologicos altos (4
casos em 6).

Nos Quadros 5 e 6 temos a representagao imuno-histoquimica de todos os 12
casos indices de CDIS recidivados. A maioria dos casos era hormonio positivo
(estrogénio ou progesterona ou ambos), porém com alto nimero de casos
indeterminados, devido a pouco material disponivel para reanalise. O HER2
apresentou baixa positividade (2 casos 3+), ao contrario das metaloproteinases, que
apresentaram uma maioria de casos positivos na nossa casuistica (apenas 4 casos
MMP2 negativos, nenhum MMP1 ou 9 negativos). O mesmo repete-se nos
marcadores de CME (Quadro 6), com poucos casos negativos (2 casos negativos em

todas, exceto AML e CK5/6 com 3 casos).
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Quadro 2 - Caracteristicas da apresentacdo dos carcinomas ductais in situ com
recidiva (in situ ou invasiva) incluidos no estudo.

Numero do Estudo Ano Diagnostico Idade Tamanho QP GN
1 2002 84 8mm nao alto
2 2002 42 10mm nao baixo
3 2003 42 12mm nao alto
4 2003 51 extenso sim alto
5 2003 71 7mm sim baixo
6 2001 44 3mm nao baixo
7 2005 51 2mm nao alto
8 2005 50 6mm nao baixo
9 2007 43 15mm nao alto
10 2002 59 2mm sim alto
11 2004 47 8mm nao alto
12 2007 56 4mm sim baixo

QP = quimioprofilaxia, GN = grau nuclear.

Quadro 3 - Caracteristicas da apresentagdo dos carcinomas ductais in Situ com
recidiva (in situ ou invasiva) incluidos no estudo, conforme morfologia e tratamento.

Numero do ) )
Estudo Tratamento Histologia CN Estroma TR
1 RS +BLS cribriforme sim fibromatose 48
2 MS + BLS so6lido sim inflamatorio 115
3 RS papilifero nao inflamatorio 76
4 MS solido + micropapilar sim normal 22
5 RS solido + cribriforme nao inflamatorio 24
6 RS solido + cribriforme ndo desmoplasico 30
7 RS +BLS solido sim desmoplasico 49
8 RS cribriforme + micropapilar sim desmoplasico 24
9 MS + BLS solido sim normal 58
10 RS cribriforme + micropapilar nio inflamatorio 21
11 MS + BLS solido + micropapilar sim inflamatorio 32
12 RS cribiforme + micropapilar sim desmoplasico 53

RS = resseccdo segmentar, BLS = biopsia do linfonodo sentinela, MS = mastectomia, CN =
comedonecrose, TR = tempo para recorréncia em meses.
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Quadro 4 - Caracteristicas das lesdes observadas nas recorréncias dos 12 casos
indices incluidos no estudo.
Numero do Estudo Tipo Recidiva Lateralidade GN GH

1 invasiva contralateral - baixo
2 invasiva ipsilateral - alto
3 invasiva ipsilateral - alto
4 invasiva ipsilateral - alto
5 in situ contralateral baixo -
6 in situ contralateral baixo -
7 in situ ipsilateral baixo -
8 in situ contralateral baixo -
9 in situ ipsilateral alto -
10 in situ contralateral baixo -
11 invasivo contralateral - alto
12 invasivo contralateral - baixo

GN = grau nuclear, Gh = grau histologico, usado em IsGes invasivas.

Quadro 5 - Caracteristicas da imuno-histoquimica dos carcinomas ductais in situ
com recidiva (avaliados no caso indice) incluidos no estudo, compreendendo
receptores hormonais, HER2 e metaloproteinases.

Ndmero

do Estudo RE RP HER2 MMP1 | MMP2 | MMP9
1 indeterminado | indeterminado 0 fraco fraco médio
2 indeterminado | indeterminado | indeterminado fraco negativo fraco
3 positivo positivo 2 médio | negativo fraco
4 positivo positivo 1 médio fraco fraco
5 positivo positivo 3 fraco negativo fraco
6 indeterminado | indeterminado indeterminado médio fraco forte
7 positivo positivo 0 forte médio médio
8 positivo positivo 1 médio fraco médio
9 positivo positivo 0 fraco negativo fraco
10 indeterminado | indeterminado | indeterminado | médio fraco fraco
11 positivo indeterminado 3 médio fraco fraco
12 negativo positivo 0 médio fraco médio

RE= receptor estrogénio, RP = receptor progesterona, MMP = metaloproteinase
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Quadro 6 - Caracteristicas da imuno-histoquimica dos carcinomas ductais in situ
com recidiva (avaliados no caso indice) incluidos no estudo, compreendendo
marcadores de CME.

NUmero
CD10 AML CK 5/6 P63
do Estudo

1 focal intermediario focal focal

2 negativo negativo focal focal

3 focal negativo focal negativo
4 continuo fraco focal focal

5 focal forte focal focal

6 negativo indeterminado negativo indeterminado
7 focal forte negativo negativo
8 continuo fraco focal focal

9 foca fraco negativo focal
10 focal negativo focal focal
11 focal intermediario focal focal
12 focal intermediario focal focal

A seguir, nos Quadros 7 a 10, demonstramos todas as variaveis avaliadas em
nossos 24 controles (CDIS sem recidivas), dentre caracteristicas gerais, morfologicas
e imuno-histoquimicas.

No Quadro 7 observamos as caracteristicas gerais dos controles. Devido a
maior facilidade de avaliagdo de prontuarios, a maioria dos controles foi obtida no
periodo a partir de 2006. A idade variou de 40 a 81 anos, assim como 0s casos sem
pacientes com menos de 40 anos. Novamente uma maioria de lesdes pequenas, tendo
apenas 2 controles com lesdes maiores de 40mm. Em relacdo a quimioprofilaxia,

também um predominio de pacientes que ndo a fizeram (14 controles)
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Quadro 7 — Caracteristicas gerais da apresentacdo dos carcinomas ductais in situ
puros (controles sem recidiva) incluidos no estudo

Numero do ) )

Estudo Ano Diagnostico Idade Tamanho QP
1 2007 61 6mm nao
2 2007 75 2mm nao
3 2007 47 3mm nao
4 2006 81 Imm nao
5 2007 52 3mm nao
6 2008 52 Smm sim
7 2008 40 10mm sim
8 2007 54 15mm sim
9 2008 63 7mm sim
10 2007 41 15mm sim
11 2006 57 8mm nao
12 2007 43 22mm sim
13 2003 60 3mm nao
14 2006 57 extenso sim
15 2007 45 Smm nao
16 2003 54 3mm nao
17 2007 66 Smm nao
18 2004 66 4mm sim
19 2004 68 10mm nao

20 2008 51 Smm nao
21 2006 46 4mm nao
22 2006 57 Smm nao
23 2007 46 9mm sim
24 2008 46 4mm sim

QP = quimioprofilaxia, GN = grau nuclear.

Continuamos as caracteristicas gerais dos controles no Quadro 8. Neste
podemos notar um grande nimero de mastectomias (11), quase a metade dos

controles. Quanto ao tipo histoldgico, também 11 controles com tipos mistos. Em
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relagdo a comedonecrose e grau nuclear, resultados similares aos casos: predominio

de comedonecrose (15 controles) e alto grau nuclear (20 controles).

Quadro 8 - Caracteristicas da apresentagdo dos carcinomas ductais in Situ puros
(controles sem recidivas) incluidos no estudo, conforme morfologia e tratamento.

Ndmero do . .
Estudo Tratamento Histologia CN GN Estroma
1 RS solido sim alto desmoplasico
2 RS solido ndo alto desmoplasico
3 MS + LNS so6lido sim alto desmoplasico
4 RS + LNS so6lido + cribriforme sim baixo normal
5 RS micropapilar nao alto desmoplasico
6 RS so6lido + cribriforme sim alto normal
7 MS + BLS so6lido + cribriforme sim alto desmoplésico
8 MS cribriforme + micropapilar nao alto desmoplasico
9 RS solido + cribriforme nao baixo normal
10 MS + BLS solido sim alto desmoplasico
11 RS solido néo alto desmoplasico
12 MS + BLS solido + cribiforme sim alto inflamatdrio
13 RS solido sim baixo normal
14 MS + LNS solido + cribiforme nao baixo normal
15 RS micropapilar sim alto normal
16 MS + LNS solido sim alto normal
17 MS + LNS cribriforme nao alto normal
18 MS + LNS solido + micropapilar ndo alto normal
19 RS solido sim alto desmoplasico
20 RS + LNS solido sim alto desmoplasico
21 MS + LNS solido + micropapilar nio alto normal
22 MS + LNS solido + micropapilar sim alto desmoplasico
23 RS solido sim alto normal
24 RS solido + cribiforme sim alto normal

RS = ressec¢do segmentar, BLS = bidpsia do linfonodo sentinela, MS = mastectomia, CN =

comedonecrose, TR = tempo para recorréncia em meses.
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Por fim, os Quadros 9 ¢ 10 demonstram o painel imuno-histoquimico
completo dos 24 controles avaliados. No primeiro, observamos uma maioria de casos
positivos para receptores de hormdnio (estrogénio, progesterona ou ambos), ao
contrariodo HER2, com uma minoria positiva (8 casos 3+). Assim como nos casos,
novamente ampla positividade de metaloproteinases, apresentando casos negativos
apenas na analise de MMP2 (7 casos). No segundo, observamos também poucos
casos com marcadores negativos para CME, chegando num maximo de 9 casos AML

negativos.



38

Quadro 9 - Caracteristicas da imuno-histoquimica dos carcinomas ductais in situ
puros (controles sem recidiva) incluidos no estudo, compreendendo receptores
hormonais, HER2 e metaloproteinases.

Estudo RE RP HER2 MMP1 MMP2 MMP9
1 negativo negativo 3 fraco negativo forte
2 negativo negativo 0 fraco fraco forte
3 negativo negativo 3 forte fraco médio
4 positivo positivo 1 médio fraco fraco
5 negativo negativo 2 fraco negativo fraco
6 positivo positivo 0 médio fraco médio
7 positivo positivo 0 médio fraco fraco
8 indeterminado | indeterminado | indeterminado forte médio forte
9 positivo positivo 0 forte fraco médio

10 positivo positivo indeterminado médio negativo médio
11 negativo negativo 3 forte fraco fraco
12 positivo negativo 3 fraco negativo fraco
13 positivo positivo 3 forte negativo fraco
14 positivo positivo 1 médio negativo médio
15 positivo positivo 1 indeterminado | indeterminado | indeterminado
16 positivo positivo 3 médio fraco fraco
17 positivo positivo 1 fraco médio forte
18 positivo negativo 3 médio negativo médio
19 negativo negativo 3 forte fraco médio
20 negativo negativo 0 médio fraco fraco
21 positivo positivo 0 médio fraco fraco
22 positivo positivo 1 médio fraco médio
23 positivo negativo 0 médio negativo fraco
24 positivo positivo 1 fraco fraco médio

RE= receptor estrogénio, RP = receptor progesterona, MMP = metaloproteinase
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Quadro 10 - Caracteristicas da imuno-histoquimica dos carcinomas ductais in situ

puros (controles sem recidiva) incluidos no estudo, compreendendo marcadores de

CME.
Estudo CD10 AML CK 5/6 P63

1 continuo negativo focal focal

2 negativo negativo focal indeterminado
3 focal negativo focal continuo
4 focal negativo focal focal

5 negativo fraco focal focal

6 focal fraco focal focal

7 focal médio focal continuo
8 negativo fraco negativo focal

9 focal fraco focal focal
10 focal negativo focal focal
11 focal negativo negativo focal
12 focal médio focal focal
13 focal negativo focal focal
14 focal fraco focal focal
15 indeterminado indeterminado indeterminado | indeterminado
16 focal fraco negativo focal
17 indeterminado indeterminado indeterminado focal
18 negativo médio focal focal
19 focal médio focal focal
20 negativo negativo focal negativo
21 focal médio focal focal
22 focal fraco focal focal
23 continuo médio focal focal
24 continuo negativo focal focal

Abaixo (Figuras 20 a 40), representamos novamente a distribuicao de todas as
variaveis avaliadas nos 12 casos e 24 controles, porém em graficos de

proporcionalidade equiparados, com intuito de facilitar comparacdo entre as

variaveis. Discutiremos estes valores com pormenores posteriormente.
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Casos - idade

17%

> 60 anos

H40<x<60
anos

Controles - idade

o> 60 unus

W0 < x <80 anos

Casos - comedonecrose

33%

Controles - comedonecrose

W sim

Wnin

Figura 20 - Distribuicdo de idade entre
casos e controles

Figura 21 - Presenga de comedonecrose
entre casos e controles
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Casos - tamanho do tumor

8%

H<15mm

> 40mm

Controles - tamanho

8%

H<15mm

= Almm

Figura 22 — Distribui¢do do tamanho do tumor entre casos e controles, estratificados

conforme grupos do critério de Van Nuys (VNPI). Nota-se que ndo houveram lesdes

de tamanho entre 15mm e 40 mm.

17%

8%

Casos - tipo de estroma

42%

M fibromatose
M infllamaldrio
i normal

& desmoplésico

Figura 23 — Distribuigdo dos tipos de estroma analisado nos casos, conforme

defini¢do adotada: tipo fibromatose, tipo inflamatdrio, tipo normal e tipo

desmoplasico
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Controles - estroma

0% A%

@ fibromatose
Minflamatdrio
Mnormal

M desmopldsico

Figura 24 - Distribuicdo dos tipos de estroma analisado nos controles, conforme
definicdo adotada: tipo fibromatose, tipo inflamatorio, tipo normal e tipo

desmoplasico

Casos - grau nuclear Controles - grau nuclear

Halto Halto

o baixo/intermedidrio @ haixn/infermediario

Figura 25 — Distribuigdo do grau nuclear entre casos e controles (alto ou

baixo/intermediario)
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Casos - tipo morfoloégico

8%

M cribriforme

H so6lido

M sélido + cribriforme
H papilar

M sélido + micropapilar

M cribriforme + micropapilar

8%

Figura 26 - Tipo morfologico entre casos, conforme definicdo adotada: tipo
cribriforme, tipo solido, tipos solido e cribriforme, tipo papilar, tipos sélido e

micropapilar, tipo cribriforme e micropapilar

Controles - tipo morfolégico
4% 4%

|

—

M cribriforme

H sélido

M solido + cribriforme
42%

H papilar

M solido + micropapilar

M cribriforme + micropapilar

Figura 27 - Tipo morfologico entre controles, conforme definicdo adotada: tipo
cribriforme, tipo solido, tipos solido e cribriforme, tipo papilar, tipos sélido e

micropapilar, tipo cribriforme e micropapilar.
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17%

25%
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Casos - tratamento

M conservador com est.
axilar

E mastectomia com est.

axilar

kd conservador sem est.
axilar

M masleclomia serm esl.

axilar
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Figura 28 - Tratamento adotado entre casos, variando entre conservador ou

mastectomia, com ou sem estadiamento axilar (linfonodo sentinela)

46%

Controles - tipo de tratamento

M conservador com est.
axilar

M mastectomia com est.
axilar

i conservador sem est.
axilar

M masleclomia sem esl.
axilar

Figura 29 - Tratamento adotado entre controles, variando entre conservador ou

mastectomia, com ou sem estadiamento axilar (linfonodo sentinela)
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Casos - quimioprofilaxia

3%

Hsim

[ LED]

b/%

Controles - quimioprofilaxia

Hsim

wnin

S8%

Figura 30 — Taxas de realizagdo de quimioprofilaxia completa com tamoxifeno por

60 meses entre casos e controles

Casos - receptor estrogénio

8%5

Hindeterminado
H pusilive

M nrgativo

Controles - receptor estrogénio
4%

Hindzterminado
B posilivo

W negativo

Figura 31 — Expressdo imuno-histoquimica semiquantitativa dos receptores de

estrogénio nos casos com e sem recidiva apos diagnostico de carcinoma ductal in situ

da mama

Casos - receptor progesterona

0%

Hindelerminado
W positivo

i negativo

Controles - receptor progesterona
1%

Hindelenminado
W positive

W negativo

Figura 32 - Expressdo imuno-histoquimica semiquantitativa dos receptores de

progesterona nos casos com e sem recidiva apos diagndstico de carcinoma ductal in

situ da mama
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Casos - Her2

[-14)
1+
[“ 4]
3+

1/% @indeterminadn

Controles - Her2

i
i+
W2
3+

Eindeterminado

Figura 33 - Expressdo imuno-histoquimica semiquantitativa dos receptores de HER2

nos casos com e sem recidiva ap6s diagnostico de carcinoma ductal in situ da mama

Casos - P63

H negativo
H positivo focal
 positivo continuo

# indelerminado

Controles - P63

| negativo
H positivn focal
u positivo continuo

@ indelenminado

Figura 34 - Expressdo imuno-histoquimica semiquantitativa da proteina P63 nos

casos com ¢ sem recidiva apds diagnodstico de carcinoma ductal in situ da mama

Casos - CK 5/6

0% (e

H ncgativo
M positivo focal
o posilivo conlinuo

® indeterminado

Controles - CK 5/6

B 13%

79% "

@ ncgativo
 positiva focal
© pusilive conlinuo

@ indeterminado

Figura 35 - Expressdo imuno-histoquimica semiquantitativa das citoqueratinas

CKS5/6 nos casos com e sem recidiva apds diagndstico de carcinoma ductal in situ da

mama
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Casos - CD10

0%

_—16%

o negativo
H posilivo locul
u positivo continuo

Hindeterminado

Controles-CD 10

u negativo
H posilivo local
o positivo continuo

Hindeterminado

Figura 36 - Expressdo imuno-histoquimica semiquantitativa da proteina CD10 nos

casos com ¢ sem recidiva ap6s diagnodstico de carcinoma ductal in situ da mama

Casos - AML

E negativo

| pusilivo fTaco

W positivo infermedidrio
B posilivo forle

Hindeterminadoe

Controles - AML

AR%

E negativo

M posilive lTacu

W positivo inte rmedidrio
B posilivo lurle

M indeterminado

Figura 37 - Expressdo imuno-histoquimica semiquantitativa da proteina AML nos

casos com ¢ sem recidiva ap6s diagnodstico de carcinoma ductal in situ da mama

Casos - MMP 1

8%_ 0% 0%

ELEY

S8%

Enepulive

W positive fraco

u pozilive inlermedidrio
| posilivo [orle

indcterminaco

Controles - MMP1

4%\0%

. 75%

Enegativo

W positivo fraco

o posilivo inlermedizrio
o positivo forte

Eindeterminadn

Figura 38 - Expressao imuno-histoquimica semiquantitativa da proteina MMP1 nos

casos com ¢ sem recidiva apds diagndstico de carcinoma ductal in situ da mama
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Casos- MMP 2

#%_ 0% py
A

Enegativo

W posilive lracu

u posilivo inlermedidnio
® positivo forte

Hindelerminado

Controles - MMP2

e o T
\" ’ I

Hnegativo

M posilivo llace

o posilivo inlzrmedidnio

H positivo forte

Hindeler minado

Figura 39 - Expressao imuno-histoquimica semiquantitativa da proteina MMP2 nos

casos com ¢ sem recidiva ap6s diagnodstico de carcinoma ductal in situ da mama

Casos-MMP 9

Enegalivo

W positive traco

W pasitivn intermedidrin
i positivo forte
Windeterminado

Controles - MIMIP9

1%
J L

o negativo

H posilivo laco

o posibivo inlermedidnio
M positivn forte

Hindelerminado

Figura 40 - Expressao imuno-histoquimica semiquantitativa da proteina MMP9 nos

casos com e sem recidiva apds diagnoéstico de carcinoma ductal in situ da mama

Realizamos avaliagdo das recorréncias através de curva de Kaplan-Meier,

como demonstrado a seguir (Figura 41).
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Estimativa de recorréncia
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Figura 41 - Curva de Kaplan-Meier demonstrado recorréncia dos CDIS na casuistica

estudada ao longo do tempo (em meses).

Abaixo as tabelas demonstrando a analise caso controle e de sobrevivéncia de
todas as varidveis investigadas (Tabelas 1 a 4). Nota-se que ndo houve significncia
estatistica em nenhuma das varidveis avaliadas, demonstradas pela auséncia de p <

0,05 e de amplos intervalos de confianga em todas as variaveis.
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Tabela 1 - Analise estatistica tipo caso controle das variaveis morfoldgicas, p nao
significativo em todas varidveis.

Odds Ratio Chi® p Intervalo de confianca 95%

Tamanho 1,000000 0,00 1,0000 0.078649 — 12,714705
Comedonecrose 1,200000 0,06 0,8088 0,273405 — 5,266909
Grau nuclear 0,280000 2,59 0,1074 0,053437 —1,467143
Quimioprofilaxia 0,280000 2,59 0,1074 0,053437 —1,467143
Idade 0,485714 0,65 0,4208 0,080570 —2,928107
Estroma 0,956735 0,01 0,9034 0,468522 - 1,953676
Tipo histolégico 1,425077 2,24 0,1342 0,896463 - 2.265396

Tabela 2 - Analise estatistica tipo caso controle dos marcadores

imunohistoquimicos, p ndo significativo em todas variaveis

Odds Ratio  Chi? p Intervalo de confianca 95%

Receptor estrogénio 3,062500 0,96 0,3259 0,291627 —32,160657
Receptor progesterona 4,97 0,0258

HER2 0,810705 0,46 0,4975 0,442165 - 1,486417
P63 0,231445 2,44 0,1183 0,036884 — 1,452310
CK5/6 0,473684 0,67 0,4132 0,075865 —2,957594
CD10 1,287208 0,18 0,6729 0,398640 — 4,156391
AML 1,737246 2,03 0,1547 0,811902 —3,717229
Calponina 1,442603 0,53 0,4674 0,536940 — 3,875855
MMP 1 0,601891 1,00 0,3171 0,222620 — 1,627312
MMP 2 0,634716 0,86 0,3545 0,242468 -1,661516

MMP 9 0,634716 0,86 0,3545 0,242468 - 1,661516




51

Tabela 3 - Analise estatistica tipo de sobrevivéncia das variaveis morfologicas, p nao
significativo em todas variaveis

Hazard Erro )

Ratio Padrio z p Intervalo de confianca 95%
Tamanho 1,08841 0,571 0,16 0,872 0,3890756 - 3,044743
Comedonecrose 1,014192 0,637 0,02 0,982 0,296014 - 3,474785
Grau nuclear 0,5477789 0,345 -0,95 0,340 0,1591791 - 1,885058
Quimioprofilaxia 1,006802 0,635 0,01 0,991 0,2919229 - 3,47232
Idade 0,6421196 0,502 -0,57 0,571 0,1387098 - 2,972519
Estroma 0,943 0,298 -0,18 0,855 0,5082007 - 1.753344
Tipo histoloégico 1,44017 0,284 1,85 0,065 0,9775289 - 2.121767

Tabela 4 - Analise estatistica tipo de sobrevivéncia das variaveis morfologicas, p ndo
significativo em todas variaveis

Hazard Erro .
Ratio Padrio p Intervalo de confianca 95%
Receptor 2,711021 2,90 0,93 0,352 0,3319436 - 22,14121
estrogénio
Receptor
progesterona

HER?2 0,7845693 0,223 -0,85 0,395 0,4486968 - 1,37186
P63 0,3531356 0,254 -1,44 0,149 0,0859804 - 1,450386
CK 5/6 0,6017716 0,407 -0,75 0,453 0,1595743 - 2,269344
CD10 1,905359 1,04 1,18 0,238 0,6534933 - 5,555363
AML 1,920796 0,680 1,84 0,065 0,9590785 - 3,846875
Calponina 1,793711 0,930 1,13 0,260 0,6491494 — 4,956328
MMP 1 0,7712388 0,336 -0,59 0,552 0,3275565 - 1,815898
MMP 2 1,263778 0,627 0,47 0,637 0,4774062 - 3,345442

MMP 9 0,8011476 0,361 -0,49 0,623 0,3312442 - 1,937657
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5 DISCUSSAO

O CDIS ¢ uma lesao heterogénea e tratada tdo agressivamente como o
carcinoma invasor da mama, através de cirurgia, quimioprofilaxia e radioterapia.
Devido a sua indoléncia, baixas taxas e longo tempo para recidiva em muitas
pacientes, muitos acreditam que exista um subgrupo de CDIS que mereca ser
poupada de algumas das modalidades terapéuticas atualmente utilizadas. Nao
existem, entretanto, fatores prognosticos ou preditivos uteis nesta identificagao.

Nosso estudo foi retrospectivo, tipo caso-controle pareado por idade, grau
histoldgico, tipo de cirurgia e receptores hormonais e teve o objetivo de estudar
fatores relacionados com destrui¢cdo e a reposicdo da membrana basal como fatores
de predigdo da recorréncia do CDIS. Revisamos 565 casos com diagnostico de CDIS
e identificamos uma taxa de recorréncia de 2,65% para CDIS e 5,98% quando
consideramos também recorréncias com componente invasor ipsilaterais ou
contralaterais, em pacientes com seguimento minimo de 60 meses. Estes valores sdo
baixos quando comparados aos estudos mais importantes da literatura, como o
NSABP B-17 (FISHER 1998), que observou 8% de recorréncia apos cirurgia
conservadora e radioterapia; o NSABP B-24 (FISHER 1999a) também com 15% de
recorréncia global e 8% de recorréncia no grupo tratado com cirurgia conservadora,
radioterapia e tamoxifeno. Em publicacdo recente, o Memorial Sloan Kettering
Cancer Center observou 7% de recorréncia local ndo invasiva e 11% de eventos
cancer de mama apds tratamento CDIS (RUDLOFF et al. 2010). Deve-se observar,

entretanto, que em nosso estudo houve perda de seguimento da casuistica
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(seguimento médio de 58 meses, mediana de 60 meses), fato que provavelmente
ocultou possiveis recidivas que nao foram contempladas.

As variaveis analisadas apresentaram pontos de concordancia e discordancia
em relacdo a literatura cientifica, os quais discutiremos a seguir.

Quanto a idade, a maioria dos casos ¢ controles tiveram CDIS entre os 40 e
60 anos de idade, em porcentagem similar, como observado na literatura. Calculado
com dados do SEER (KERLIKOWSKE 2010), a incidéncia de CDIS ¢ de 88 casos
em 100.000 entre os 50 a 64 anos de idade (faixa de maior incidéncia), versus menos
de 10 em 100.000 em pacientes abaixo dos 50 anos de idade. Uma pequena parcela
de pacientes teve CDIS acima dos 60 anos. Nenhum caso ou controle teve CDIS
abaixo dos 40 anos de idade. O tempo médio de recorréncia foi em torno de 48
meses, com um valor maximo de 115 meses, denotando o carater mais indolente do
CDIS.

Ao correlacionarmos com o tipo de tratamento, podemos observar que a
op¢do por mastectomias foi acima da relatada na literatura para a populagdo
estudada, sendo utilizada em 33% dos casos e em 46% dos controles. Em estudo das
principais modalidades terapéuticas para CDIS nos EUA, BAXTER (2004) observou
taxa de 28% de mastectomias para tratamento em mulheres americanas, no ano de
1999. Em nossa casuistica, houve uma alta taxa de mastectomias, principalmente
considerando-se o tamanho pequeno da maioria das lesdes estudadas. A diferenca
nos indices de mastectomias entre os dois grupos ndo esteve estatisticamente
relacionada com a recorréncia, mas nao se pode excluir que isto se deva ao pequeno

numero de individuos em cada categoria.
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Em referéncia aos dados histologicos, comparamos nossa casuistica com um
importante trabalho da literatura (FISHER 1999b). Neste, ap6s a publicagdo inicial
dos dados do NSABP B-17 (FISHER 1998), os autores realizaram um estudo
epidemioldgico separado, apenas com achados patologicos detalhados de parte da
casuistica estudada no NSABP B-17, publicada no ano seguinte. Nao foi utilizada a
casuistica completa do estudo, nas caracteristicas abaixo os autores avaliaram apenas
623 casos (com excec¢do do tamanho, n= 917). Abaixo veremos uma comparacao

direta entre os nossos dados e os dados do NSABP B-17.

Tabela 5 - Comparagao da casuistica do estudo com o estudo NSABP B-17.

Casuistica do estudo (n = 36) Casuistica NSABP B-17 (n=623)

Comedonecrose Ausente ou leve — 36% Ausente ou leve — 55%
Presente — 64% Presente - 45%
Tipo histolégico Cribriforme — 5,5% Cribriforme — 18%
Sélido —36,1% Soélido — 22%
Outros — 58,4% Outros — 60%
Margens Livres — 100% Livres — 82%
Comprometidas — 0% Comprometidas — 18%
Grau nuclear Baixo - 25% Baixo —48,5%
Alto — 75% Alto — 51,5%
Tamanho <15mm-91% <10mm - 59,3%
Outros — 9% Outros —40,7%

O achado de comedonecrose nos casos indices foi alto (presente em torno de
2/3 dos casos e controles), em relativa concordancia com o grau nuclear, que foi alto
na maioria dos casos e controles. J& no NSABP B-17 a casuistica foi mais
balanceada, tendo uma presenca de comedonecrose e alto grau nuclear pouco maior

que a metade dos casos. A comedonecrose, quando associada a alto grau nuclear, foi
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correlacionada com maiores indices de recorréncia no trabalho de SILVERSTEIN
(2003), fato que ndo se repetiu no NSABP B-17 (FISHER 1998).

Quanto ao tamanho, 92% dos casos e controles eram de tumores pequenos,
menores que 15 mm. Também nesta varidvel o NSABP B-17 teve casuistica mais
balanceada, embora também presentes uma grande quantidade de tumores pequenos
(préximos a 10mm) na categoria “outros”. Considerando-se que o tamanho da lesdo
estd relacionada com indices de recorréncia (SILVERSTEIN 2003), inclusive
fazendo parte do VNPI, poderiamos associar este achado com os baixos indices de
recorréncia, apesar de nossa analise estatistica ndo ter demonstrado isso.

Quanto ao tipo morfoldgico, tivemos uma distribuicdo homogénea destes nos
casos, com uma maioria de tumores sélidos e solidos com micropapilares; assim
como uma distribuicdo mais heterogéna nos controles, embora ainda relativamente
similar aos casos, com um predominio de tumores sélidos, seguidos dos s6lidos com
cribriformes. O NSABP B-17, por sua vez, teve um maior indice de lesdes com
padrdo histologico solido, sem correlagdo com indices de recorréncia (FISHER
1999b).

Em relagdo aos receptores hormonais, pudemos observar um predominio de
casos estrogénio e progesterona positivos, em torno de 60%; valores similares ao
nimero de pacientes que realizaram quimioprofilaxia. Nao era esperado que os
controles tivessem feito menos quimioprofilaxia, considerando-se o valor protetor
desta, porém nao podemos inferir que houve relagdo com os indies de recidiva dada a
falta de significancia estatistisca nas analises.

Quanto ao HER2, pudemos observar 17% de positividade (3+) nos casos ¢

34% de positividade nos controles. Em revisdo sistematica recente (LARI e
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KUERER 2011), observou-se 40,1% de positividade para o marcador HER2, em 36
trabalhos analisados. Entretanto, a literatura ¢ conflitante em relacdo ao seu
significado prognoéstico para os CDIS, sendo mais comumente aceito seu papel
prognostico e terapéutico apenas para as lesdes invasivas.

Os demais marcadores, por sua vez, apresentaram distribui¢des muito
similares entre os casos € os controles. O P63, CK 5/6 e CD 10 tendo uma maioria de
casos e controles positivos focais, em porcentagens similares, o AML com uma
distribuicdo pouco mais heterogénea, mas com casos positivos fracos e
intermediarios predominando nos casos e controles e as metaloproteinases com um
predominio de casos positivos fracos e intermedidrios, em porcentagens similares
entre casos e controles.

Em relacdo aos marcadores de CME, por sua vez, AGUIAR et al. (2013)
analisaram retrospectivamente marcadores imuno-histoquimicos em 236 pacientes
com carcinoma ductal in situ de mama, tratados no periodo de 2000 a 2009. Destes,
90 pacientes tinha CDIS puros e 146 tinham CDI associado a CDIS. Foram avaliados
marcadores pertinentes aos imunofendtipos de cancer de mama mais utilizados
atualmente (receptor de estrogeno, progesterona, HER2, CK 5/6 ¢ EGFR), sendo
estes os subtipos luminais, HER2 superexpressos e basaldides (este caracterizado
pela positividade do CK 5/6 e EGFR, marcadores de CME). Apds andlise
multivariada, observou-se que a positividade para CK 5/6 ¢ Her 2 foram
negativamente relacionados com invasdo tumoral, com significancia estatistica. Ao
dividirem os casos de CDIS em alto e baixo grau, os autores também observaram
novamente que a positividade para CK 5/6 novamente foi um preditor negativo de

invasividade, com significancia estatistica, independente do grau. Sugerem, inclusive
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apo6s analise, que talvez pacientes de baixo grau associados a positividade para CK
5/6 possam ser incluidos em protocolos de tratamentos menos agressivos, colocando
em evidéncia a utilidade deste marcador de CME nos casos de CDIS. Observar,
entretanto, que as citoqueratinas foram avaliadas nas células epiteliais neste estudo, e
ndo nas células mioepiteliais, como na nossa analise.

HILSON et al. (2009), entretanto, tiveram resultados diferentes. Os autores
compararam c¢lulas mioepiteliais mamarias normais com células associadas a CDIS,
demonstrando que, quando associadas a CDIS, estas apresentam menor expressao
para marcadores imuno-histoquimicos tipicos de CME (principalmente miosina de
musculo liso, CD 10, CK 5/6, com alteragdes menores nos outros, com significancia
estatistica), sugerindo uma possivel alteracdo imunofenotipica patologica. A maior
reducdo de expressdo foi na miosina de musculo liso (76,5%) e a redugdo foi mais
importante em casos de CDIS de alto grau. Foram estudados 101 casos, sendo 56
CDIS puros e 45 CDI com CDIS associados. Neste trabalho, os grupos de
imunofendtipos nao foram utilizados, apenas os marcadores de CME.

Recentemente, temos o surgimento de pesquisas que estudam as CME e seu
possivel papel na progressao do CDIS para CDI de mama. Dados atuais sugerem que
as CME associadas ao CDIS apresentam alteragdes genéticas patologicas, levando a
alteracdes no funcionamento celular e talvez possibilitando um ambiente favoravel
ao surgimento de CDIS e sua progressao.

Ja em relacdo as metaloproteinases, houve ampla taxa de positividade para os
trés marcadores estudados tanto em casos quanto controles. O menor indice de

positividade foi em relagdo ao MMP2, que apresentou até 34% de negatividade, nos
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casos. Assim como os demais marcadores, ndo houve correlacdo estatistica com
recorréncia dos CDIS.

Quando observamos os estudos relacionados as metaloproteinases na
literatura, especificamente em relagdo aos CDIS, podemos observar resultados
diferentes do nosso estudo. Quanto as proteinases, NIELSEN et al. (2001), estudaram
a MMP 13 (colagenase 3). Esta colagenase ¢ superexpressa em diversas neoplasias,
sendo responsavel pela degradacdo de diversas substiancias da matriz extracelular.
Acredita-se que sua principal fun¢do é a degradacdo do colageno tipo II, embora
tenha funcdo proteolitica sobre diversas outras, in vitro. Utilizando este racional, os
autores observaram sua expressao em 47 pacientes com cancer de mama, sendo 21
com carcinoma ductal invasivo, 9 com carcinoma lobular invasivo e 17 com CDIS
extenso. Foi utilizada imuno-histoquimica combinada com hibridizac¢do in situ para
avaliacao dos mesmos. Os autores, apos reanalise dos casos, descobriram que 8 dos
17 casos de CDIS tinha focos de microinvasdo ndo detectados antes; € 7 destes 8
casos tinha positividade para expressio de MMP 13, principalmente em células
estromais periductais. Este resultado contrasta com a avaliagdo dos CDIS de baixo
grau ¢ sem microinvasdo da amostra daquele estudo, que apresentaram frequente
negatividade da expressao de MMP 13 (9 casos, 6 negativos e 3 positivos).

GONZALEZ et al. (2010), por sua vez, avaliaram as metaloproteinases e suas
TIMP, comparando-as com casos de carcinoma ductal in situ € com microinvasao.
Foram avaliados 50 casos de CDIS puros e 12 casos de CDIS com microinvasao,
tratados no periodo de 1995 a 2006. Os pesquisadores estudaram a presenga de
metaloproteinases MMP 1, 2, 7, 9, 11, 13, 14 e as TIMP 1, 2 e 3, nos ductos com

CDIS e separadamente no estroma periductal. Seus achados foram de maior
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expressao (com significancia estatistica) dos marcadores MMP 1, MMP 14 e TIMP 1
nas células intraductais dos CDIS puros, assim como aumento da MMP 11 nas
células intraductais dos CDIS com microinvasdo. Os mesmos observaram que nos
casos com microinvasdo, os componentes CDIS apresentavam queda da expressao de
MMP 1, MMP 14 e TIMP 3 (tanto no componente intraductal como no estroma, de
82% de expressdao nos casos até 16,7% nos casos, p< 0,05) e que, nos focos de
microinvasdo, a expressido do MMP 13 e MMP 14 estavam significativamente
aumentadas no estroma peritumoral (em até 75% dos casos, versus até¢ 38% nos
CDIS puros, p<0,05). Os pesquisadores consideraram como evento mais importante
o aumento da MMP 13 no estroma peritumoral dos focos microinvasivos, pois este
achado corroboraram os de estudo anterior de NIELSEN et al. (2001). Os mesmos
acreditam que a MMP 13 tem um papel central na cascata de ativagdo das
metaloproteinases, interagindo, ativando e bloqueando principalmente a MMP 14,
MMP 2 ¢ MMP 3. Também referem importancia dos resultados referentes a MMP
14, pois a sua diminui¢do, conforme aumento invasdo tecidual nos CDIS corrobora a
teoria de que sua fung¢do ¢ de ativar o funcionamento da MMP 13 ¢ MMP 2, sendo
que a MMP 13 aumenta de maneira diretamente proporcional com a invasao tecidual.
Nenhum destes trabalhos, entretanto, correlacionou os dados com progndstico dos
Ccasos.

Como podemos observar no presente estudo, ndo houve correlagio com
significancia estatistica entre as variaveis epidemiologicas, histologicas e marcadores
imuno-histoquimicos estudados com os indices de recidiva local. Tal fato
provavelmente deve-se ao pequeno nimero de recidivas tumorais no banco de dados

obtido no servigo estudado, bem como a dificuldade de pareamento dos mesmos.
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Esta dificuldade no estudo do CDIS ja foi reportada por POLYAK (2010). Houve
importante heterogeneidade nas varidveis pareadas, mais notadamente o tempo de
seguimento em meses.

Como j& bem demonstrado na literatura, embora o CDIS de mama seja uma
morbidade de bom progndstico, ela demanda tratamento multimodal complexo e
agressivo. Ainda sdo necessarios estudos que identifiquem com clareza a progressao
de lesdo atipica para CDIS e eventualmente CDI, como ja ocorre em neoplasias de
outros sitios. Através da compreensdo deste caminho fisiopatoldgico, talvez
possamos no futuro identificar com mais precisdo as pacientes que demandem

tratamento menos agressivo.
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CONCLUSOES

Através de andlise de nossos dados, obtivemos as seguintes conclusoes:

Os fatores clinico-patologicos ja associados com recorréncia na literatura
(idade, tamanho, presenca de comedonecrose, margens cirdrgicas, grau
nuclear, tipo de tratamento cirurgico e quimioprofilaxia com tamoxifeno) ndo
apresentaram correlacdo estatisticamente significativa com recidiva local e
outros eventos de cancer de mama na casuistica avaliada.

A expressdo imuno-histoquimica de receptores hormonais (estrogénio e
progesterona), HER2, metaloproteinases (MMP 1, MMP 2, MMP 9) ¢ a
expressao de marcadores de CME (AML, calponina, p63, CK 5/6 e CD10) no
microambiente tumoral dos CDIS de mama ndo apresentaram correlacao
estatisticamente significativa com recidiva local e outros eventos de cancer de
mama na casuistica avaliada.

O tipo morfolégico dos CDIS (cribriforme, so6lido, micropapilar e mistos) € o
tipo de estroma adjacente (fibromatose, inflamatorio, normal e desmoplésico)
ndo apresentou correlacdo estatisticamente significativa com recidiva local e

outros eventos de cancer de mama na casuistica avaliada.
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Anexo 1 - Ficha de coleta de dados

PACIENTE

NOME-

RGH-

IDADE (1) <40 anos (2) 40 < x <60 anos (3) =60 anos
DATA DA ADMISSAO

TRATAMENTO

Tipo de tratamento incial: (0 ) ndo realizado (1 )tratamento conservador (cir + RT) com

estadiamento axilar (2) tratamento conservador (cir + RT) sem estadiamento axilar (3) mastectomia
sem estadiamento axilar (4) mastectomia com estadiamento axilar (5 )outro — qual?

Quimioprofilaxia completa: (0) ndo (1) sim

Data do tratamento inicial:

ANATOMIA PATOLOGICA

Tamanho da lesdo: (1) <15mm (2) 15mm < x < 40mm (3) >40mm (9) indeterminado

Margens: (0) livres (1) comprometidas

Tipo: (1) cribriforme (2) sélido (3) solido + cribriforme (4) papilar (5) sélido + micropapilar (6)
cribriforme + micropapilar

Graunuclear : (0)1ou2 (1) 3

Classificacéo do estroma: (1) desmoplasico (2) inflamatorio (3) normal (4) tipo fibromatose

Receptor de estrogénio: (0) negativo (1) positivo (9) indeterminado

Receptor_de progesterona: (0) negativo (1) positivo (9) indeterminado
Her 2/neu: (0) negativo (1) 1+ (2) 2+ (3) 3+ (9) indeterminado
Expressdo de MMP 1: (0) negativo (1) positivo fraco (2) positivo intermediario (3) positivo forte (9)

indeterminado

Expressdo de MMP2: (0) negativo (1) positivo fraco (2) positivo intermediario (3) positivo forte (9)

indeterminado

Expressdo de MMP 9: (0) negativo (1) positivo fraco (2) positivo intermediario (3) positivo forte (9)

indeterminado

Expressdo de AML.: (0) negativo (1) positivo fraco (2) positivo intermediario (3) positivo forte (9)

indeterminado

Expressdo de Calponina: (0) negativo (1) positivo focal (2) positivo continuo (9) indeterminado

Expressdo de P63: (0) negativo (1) positivo focal (2) positivo continuo (9) indeterminado

Expressdo de CD10: (0) negativo (1) positivo focal (2) positivo continuo (9) indeterminado

Expressdo de CK 5/6: (0) negativo (1) positivo focal (2) positivo continuo (9) indeterminado




EVOLUCAO
Recidiva: (O)nao (1)sim

Data da recidiva:

Tipo de recidiva: (0) in situ (1) invasiva

Local da recidiva: (0) ipsilateral (1) contralateral (2) outros locais

TRATAMENTO DA RECIDIVA

(0) ndo realizado (1)quimioterapia (2) radioterapia (3)cirurgia  (4)quimioterapia e radioterapia

(5) cirurgia e quimioterapia  (6)cirurgia e radioterapia (7) hormonioterapia (8) outros

Status apds tratamento: (0) 6bito (1) viva sem doenga (2) viva com doenga




Anexo 2 - Carta de aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa do A.C.Camargo

Cancer Center

Hospital-

' Comité de Etica em
A.C Camargo - Pesquisa . CEP

Centro de Ti isa em Cancer

Sao Paulo, 14 de Maio de 2012,

Ao
Dr. Fernando Augusto Soares

‘Aluno: Renato Cagnacci Neto (Mestrado).

Ref.: Projeto de Pesquisa n°. 1659/12 i
“Estudo da matriz extracelular do carcinoma ductal in situ de mama: avaliacio de
potenciais fatores prognésticos”.

Os membros do Comité de Etica. em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagio
Antonio Prudente — Hospital do Céncer - A.C. Camargo/SP, em sua ultima reunifo de
24/04/2012, aprovaram a realizagdo do projeto do estudo em referéncia (Versdo 1.0, datado
de margo de 2012) e tomaram conhecimento dos seguintes documentos:

Folha de Rosto para Pesquisa Envolvéndo Seres. Humanos;
Termo de Compromisso do Pesquisador com as Resolugées do Conselho Nacional
de Saude;
. Termo de Dispensa do Conséntimento Livre e Esclarecido;
Declaragdo sobre os Dados Colenados, Publicagdo dos Dados e Propriedade das
Informagdes Geradas;
Declaragio Sobre o Uso ‘e Destino do Material Bmloglco Pubhcag:ao dos Dados e
Propriedades das Informagdes Geradas;
Declaragio de Infraestrutura e lustalaqﬁes do Depammento de Anatomia
Patolégica do Hospital A. C. Camargo;
Orgamento Financeiro Detalhado;
Declaragio de Cléll(:la e Compromebmento do Departamento de Anatomia
'Patolégzca, .
Declam-;:an de Ciéncia e Compromehmento do Departamento de Mast6logia.

YV VV V ¥V VYV VvV

Informacdes a respeito do andal_.nento do referido projeto deverdo ser encaminhadas a
assistente dq CEP dentro de 12 meses.

Atenciosamente,

ISad
Dr. erson Liiz Gross
1° Vlce—Coor&tQ o de Etica em Pesquisa

1/1

Fundag@o Antonio Prudente - CNPJ/MF N. 60.961.968/0001-06
Rua Prof. Anignio Prudente, 211 - Liberdade - Séo Pauio, SP - 01309-G0C
Telefone: (11) 2189-5000
www.accamarge.org.br



A'C'camargo Comité de Etica em
Cancer Center - Pesquisa - CEP

Séo Paulo, 05 de fevereiro de 2014.

Ao
Dr. Victor Piana de Andrade

Ref.: Projeto de Pesquisa n°. 1659/12
“Estudo da matriz extracelular do carcinoma ductal in situ de mama: avaliagio de
potenciais fatores prognésticos”.

_ Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagdo
Antonio Prudente — Hospital do Céncer - A.C. Camargo/SP, em sua ultima reunido de
21/01/2014, tomaram conhecimento e aprovaram o seguinte documento:

> Solicitagdo de troca de pesquisador responsavel do projeto de Dr. Fernando Augusto

Soares para Dr. Victor Piana de Andrade, datada de 30 de Outubro de 2013.

Atenciosamente, .

Gr!;ss
g/de Etica em Pesquisa

Rua Professor Antdnio Prudente, 211 » Liberdade * Sao Paulo / SP » CEP 01509-900
(11) 2189-5000 * www.accamargo.org.br



Anexo 3 - Indice de prognéstico Van Nuys (VNPI)

Nota 1 2 3
Tamanho (mm) <15 16-40 >41
Margem (mm) >10 1-9 <1

Classificacdo

Baixo grau nuclear sem

Baixo grau nuclear com

Alto grau nuclear com

patolégica comedonecrose comedonecrose Ou Ssem necrose
Idade (anos) > 60 40-60 <40

Fonte: SILVERSTEIN (2003).




