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RESUMO

Dutra CMS. Expressao imuno-histoquimica do BRCA1 em cancer de mama triplo
negativo e associacdées com caracteristicas clinicopatolégicas. Sdo Paulo; 2019.
[Dissertagdo de Mestrado-Fundagdo Antdnio Prudente em Parceria com a Sociedade

Pernambucana de Combate ao Cancer].

O cancer de mama triplo negativo (CMTN) ¢ caracterizado pela auséncia de expressao
dos receptores hormonais de estrogeno (ER) e progesterona (PR), como também
auséncia de superexpressdo e/ou amplificacdo do receptor 2 do fator de crescimento
epidérmico humano (HER2). Conferindo a este subtipo um comportamento mais
agressivo e pior prognostico, pela auséncia de uma terapia alvo especifica em comparagdo com
os outros subtipos de tumores. Em torno de 80% dos pacientes com cancer de mama e
mutagdes BRCAL sdo do subtipo TN. Alguns estudos mostraram a associacdo de
mutagdes no gene BRCAL/2 em mulheres com CMTN e idade menor que 40 anos.
Diante do comportamento clinico agressivo e o pior prognostico do subtipo triplo
negativo, ¢ da intima relacdo com a acdo defectiva de BRCAI, a avaliagdo
pormenorizada da expressdo da proteina BRCA1 e de sua associagdo com variaveis
clinicopatoldgicas em grupos de mulheres com CMTN e idade <40 e > 40 anos, podem
revelar associagdes importantes que contribuam para nosso conhecimento neste tema.
Objetivo: Avaliar as caracteristicas clinicopatologicas e a expressdo imuno-
histoquimica de BRCA1 no cancer de mama triplo negativo diagnosticado em
mulheres com idade maior ou menor que 40 anos. Método: Foi uma coorte
retrospectiva de mulheres com cancer de mama triplo negativo atendidas no Hospital
de Cancer de Pernambuco, Recife — PE, periodo entre os anos de 2011 a 2014. Os
dados clinicopatologicos, bem como a determinacdo do imunofendtipo TN foram
obtidos através do laudo do exame de imuno-histoquimica realizado de rotina no
Hospital de Cancer de Pernambuco, foram coletados nos prontudrios dos pacientes. As
analises de imuno-histoquimica da expressao de BRCA1 foram realizadas Laboratdrio
de no Anatomia Patologia do A.C Camargo Cancer Center, Sdo Paulo — SP. Na anélise

no nucleo e citoplasma, a expressdo de BRCA1 positiva foi dividida em fraca ou



BRCA1'" (Hscore > 5 e < 100) e forte ou BRCA1"" (Hscore > 100). As analises das
variaveis categoricas foram realizadas pelos testes de Qui-Quadrado e Exato de Fisher.
A estimativa de sobrevida global (SG) e livre de doenga (SLD) foi calculada pelo
método de Kaplan-Meier e comparativa entre os grupos pelo teste Log-Rank.
Resultados: A média de idade ao diagnostico foi de 46,17 (£9,57) anos. Dos 61 casos,
18 (29,5%) eram mulheres com idade < 40 anos e 43 (70,4%) com idade ao diagnostico
> 40 anos. A maioria das pacientes apresentou tumores de grau histologico I1I (83,6%),
tamanho do tumor T2 (68,25), estadio II (49,1%), linfonodos negativos (62,29%) e
sem invasdo angiolinfatica (73,7%) e invasdo perineural (88,5%). Foi observada
diferenga significativa com relagdo ao grau histoldgico, 100% das mulheres com idade
<40 anos e 76,7% com idade > 40 apresentaram tumores com grau III (p=0,025). Foi
encontrada uma maior frequéncia de niveis d¢ BRCA1'°Y no grupo de mulheres com
idade < 40 anos (35,4%) quando comparada ao > 40 anos (6,6%; p=0,03). No grau
histoldgico, foi observada uma maior frequéncia de mulheres com tumores de alto grau
histolégico no grupo BRCA1'¥ (93,6%) quando comparada ao grupo BRCA1Mieh
(66,7%, p=0,01). A mediana da SG das pacientes foi de 64 meses e de SLD das
pacientes foi de 62 meses A mediana da SG no grupo com idade <40 anos foi de 61
meses, enquanto no grupo > 40 anos foi de 71 meses. Em 60 meses, foi observado um
menor tempo de SG no grupo com idade < 40 anos quando comparada ao grupo > 40
anos (p=0,033). Em 60 meses, a SG do grupo com idade < 40 anos foi 53,5% e no
grupo > 40 anos foi 67,3% (HR:3,07; 1C95% 1,08-8,65). Conclusdao: Com os
resultados deste estudo, foi possivel mostrar que a idade <40 anos e a expressao de

BRCAL1 foram fatores de pior prognostico no cancer triplo negativo.

Descritores: Cancer de mama, Triplo negativo, Proteina BRCAL;



SUMMARY

Dutra CMS. [Immunohistochemical expression of BRCAL1 in triple negative breast
cancer and associations with clinicopathological characteristics]. Sao Paulo; 2019.
[Dissertagdo de Mestrado-Fundagdo Antonio Prudente em Parceria com a Sociedade

Pernambucana de Combate ao Cancer].

Background: Triple negative breast cancer (TNBC) is characterized by the absence
of estrogen (ER) and progesterone (PR) hormone receptors, as well as the absence of
human epidermal growth factor (HER2) receptor 2 overexpression. Giving this
subtype a more aggressive behavior and worse prognosis due to the absence of a
specific target therapy compared to the other tumor subtypes. About 80% of breast
cancer patients with BRCA1 mutations are TN subtype. Some studies have shown the
association of BRCA1 /2 gene mutations in women with TNBC and younger than 40
years. Given the aggressive clinical behavior and the worse prognosis of the triple
negative subtype, and the close relationship with the defective action of BRCAI, the
detailed evaluation of BRCA1 protein expression and its association with clinical-
pathological variables in groups of women with TNBC and age < 40 and> 40 years,
may reveal important associations that contribute to our knowledge on this subject.
Aim: To evaluate the clinical-pathological characteristics and immunohistochemical
expression of BRCAL in triple negative breast cancer diagnosed in young women aged
40 years or younger. Method: This was a retrospective cohort of women with triple
negative breast cancer treated at Pernambuco Cancer Hospital (Recife) from 2011 to
2014. Clinical and pathological data, as well as the determination of TN
immunophenotype were obtained through the report of routine immunohistochemical
examination performed at the Cancer Hospital of Pernambuco, were collected from
the patients' medical records. Immunohistochemical analysis of BRCA1 expression
were performed at the Anatomic Pathology Laboratory at A.C Camargo Cancer Center
Hospital, Sao Paulo - SP. In nucleus and cytoplasm analysis, positive BRCA1
expression was divided into weak or BRCA1°Y (Hscore > 5 and <100) and strong or

BRCAT1"e" (Hscore > 100). Categorical variables were analyzed by Chi-square and



Fisher's exact tests. Estimated overall (OS) and disease-free (DFS) survival were
calculated by the Kaplan-Meier method and comparative between groups by the Log-
Rank test. Results: The mean age at diagnosis was 46.17 (+ 9.57) years. Of the 61
cases, 18 (29.5%) were women aged < 40 years and 43 (70.4%) aged at diagnosis> 40
years. Most patients had histological grade III tumors (83.6%), tumor size T2 (68.25),
stage II (49.1%), negative lymph nodes (62.29%) and no angiolymphatic invasion
(73.7 %) and perineural invasion (88.5%). Significant differences were observed
regarding histological grade, with 100% of cases aged < 40 years and 76.7% aged> 40
with grade III tumors (p = 0.025). A higher frequency of BRCA1°Y levels was found
in the group of women aged < 40 years (35.4%) compared to> 40 years (6.6%; p =
0.03). In the histological grade, a higher frequency of grade III women was observed
in the BRCA1"" group (93.6%) when compared to the BRCA1"€" group (66.7%, p =
0.01). The median SG of the patients was 64 months and the SLD of the patients was
62 months. The median of the SG in the age group <40 years was 61 months, while in
the group> 40 years was 71 months. At 60 months, a shorter SG time was observed in
the group < 40 years compared to the group> 40 years (p = 0.033). At 60 months, the
SG in the age group < 40 years was 53.5% and in group> 40 years was 67.3% (HR:
3.07; 95% CI 1.08-8.65). Conclusion: With the results of this study, it was possible to
show that age <40 years and BRCA1 expression were worse prognostic factors in triple

negative cancer.

Key-words: Breast cancer, negative triple and BRCA1 protein.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER DE MAMA

O cancer de mama ¢ a neoplasia de maior ocorréncia entre as mulheres em
paises desenvolvidos ou em desenvolvimento e pode levar a altas taxas de
morbimortalidade (DIELI-CONWRIGHT et al. 2014; Ministério da Saude 2018). Esta
doenca compreende a principal causa de morte por cancer em mulheres em todo o
mundo (KULIE et al. 2011; Ministério da Saude 2018; American Cancer Society-ACS
2019). Por isso, o diagnostico precoce seguido de um tratamento efetivo ¢ uma medida
de fundamental importancia para a redugdo da mortalidade desta doenga (KRAG et al.
2010; REDIG e MUNSHI 2010; Ministério da Satude 2018).

Estimativas da GLOBOCAN 2018 de incidéncia e mortalidade por cancer
produzidas pela Agéncia Internacional para pesquisa sobre cancer (IARC) indicaram
uma incidéncia de 17 milhdes de novos casos de cancer em todo mundo € 9,5 milhoes
de mortes por cancer excluindo cancer de pele ndo melanoma (BRAY et al. 2018).
Entre as mulheres, o cancer de mama ¢ o mais comumente diagnosticado com uma
estimativa de 2,1 milhdes de novos casos, seguido por cancer de colo retal, pulmao e
colo uterino. Também representa a principal causa de morte por cancer entre as
mulheres, seguidas por pulmao, colo retal e utero.

A Sociedade Americana de Cancer (do inglés American Cancer Society-ACS)
para o ano de 2019, estimou cerca de 268.600 novos casos de cancer de mama invasivo

em mulheres, com 42.260 casos de morte por cancer de mama. Representa a segunda



causa de morte entre as mulheres americanas, sendo superada apenas por cancer de

pulmao e bronquios.

Incidence

28.9%

[Non-Hodgkin

Corpus uteri .4 Cervix uteri
44% Y00 66%

Females

Mortality

Leukaemia
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8.6 million 4.2 million
[EW CaSEs deaths

Fonte: Adaptado BRAY et al. (2018)

Figura 1 - Distribuicdo de incidéncia e mortalidade dos 10 tipos de cancer mais

comuns entre as mulheres em 2018.

O Instituto Nacional de Cancer (INCA), para o biénio 2018 — 2019 estimou o

surgimento de 600.000 novos casos de cancer no Brasil. O cancer de mama apresenta-

se com maior incidéncia entre as mulheres e também corresponde a primeira causa de

morte. Foram estimados 59.700 novos casos de cancer de mama para cada ano,

correspondendo a 29,5% de todos os casos de cancer em mulheres no Brasil, seguidos

pelo cancer de intestino, colo de ttero e tireoide (Ministério da Satde 2018) (Figura

2).



Para a regido Nordeste foram estimados 11.860 novos casos correspondendo a
20,3% dos casos de cancer em mulheres, sendo 2.680 casos para o estado de
Pernambuco o que significa aproximadamente 22% do total de cancer em mulheres
(Ministério da Saude 2018). Segundo dados do Registro Hospitalar de Cancer,
Pernambuco ¢ o terceiro estado do Nordeste que mais diagnosticou casos de cancer de
mama no periodo de 2011 a 2017 com 10.628 casos (18,5%), ficando atras apenas do
Ceara (19,6%) e Bahia (27,5%). Em Pernambuco, segundo o mesmo registro, o
Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP) surge como a unidade hospitalar que mais
atende casos de cancer de mama de localizagdo primaria no mesmo periodo com 4.993

casos (Ministério da Saude 2018).

Prostata 68220  317% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29,5%
Traqueia, Bronguio & Pulmdo 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980 9 4%
Colon e Reto 17.380 B.1% Colo do Utero 16.370 8.1%
Estimago 13.540 6,3% Traqueia, Bronguio & Pulmdo 12,530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Esdfago 8.240 3.8% Estdmago 7.750 3,8%
Bexiga 6.690 31% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3.0% QOvario 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Gentral 2.010 2.7%
Sistema Nervoso Central 2.810 2,1% Leucemias 4.860 24%

Fonte: Ministério da Saude (2018).

Figura 2 - Distribuicao de incidéncia dos 10 tipos de cancer mais comum no Brasil

Varios sdo os fatores de risco envolvidos no cancer de mama, dentre eles
encontra-se: idade avangada, considerada o principal fator de risco, menstruagdo
(idade menarca menor 12 anos e idade tardia da menopausa apos 55 anos), reproducgdo
(nuliparidade, menos filhos e primeiro filho com idade mais avangada), ingestdo de

horménio (uso de anticoncepcionais e terapia hormonal na menopausa), nutri¢do,



aumento de peso, consumo de alcool, exposicao a radia¢do ionizante e sedentarismo.
Existem ainda os fatores que ndo podem ser alterados como os genéticos herdaveis.
Mulheres com variantes patogé€nicas germinativas nesses genes (principalmente pelo
BRCAL e BRCA2) tem risco maior de desenvolver tumores de mama e ovario, entre
outros. Ha estimativas que aproximadamente 10% dos tumores de mama sdo
associados a mutagdes germinativas em genes de predisposicao ao cancer (Ministério
da Saude 2018, BRAY et al. 2018, GAUDET et al. 2018; ACS 2019). No entanto, a
medida que se identifica outros genes de predisposicdo ao cancer essas estimativas
tendem a aumentar. A sindrome hereditaria de cancer de mama e ovario (HBOC, do
inglés, Hereditary Breast and Ovarian Cancer) é uma das principais ¢ bem
caracterizadas sindromes. Os genes BRCA1 (Breast cancer 1, early onset) e BRCA2
(Breast cancer 2, early onset) estdo intimamente associados a esta sindrome,
aumentando substancialmente o risco de cancer de mama (8 a 10 vezes) e ovario (até
20 vezes) em mulheres portadoras de varidveis patogé€nicas, quando comparados a
populagdo geral. Também conferem aumento no risco de desenvolver outros tipos de
cancer como tubas uterinas e peritoneal primario, além de cancer de pancreas
(PETRUCELLI et al. 1993; DUROCHER et al. 1996; ANTONIOU et al. 2003).

Os genes BRCA1 e BRCA2 sdo classificados como genes supressores de tumor,
atuando no reparo de quebra de fita dupla no DNA. A identificagdo das mutacdes
desses genes ¢ muito importante para a prevencao do cancer de mama e ovario, e/ou
sua deteccao precoce. As mulheres podem optar em realizar a mastectomia profilatica
ou procurar formas de rastreio precoce do cancer de mama e ovario (PLEVRITIS et
al. 2006). Cancer de mama relacionado mutagdes de BRCAL sdo geralmente de inicio

precoce, apresentam alto grau histologico e estdo mais associados a tumores com



receptores hormonais negativos € nao amplificagdio HER2, como os tumores triplo
negativos (TN). Ainda hé outros genes que quando mutados aumentam o risco de
desenvolver cancer de mama como o TP53. SILVA et al. (2014) com critérios clinicos
que suportam suspeita de cancer de mama detectaram 23% de mutagdes nos genes
BRCAL/2 sendo que a maior proporg¢ao foi em BRCA1, de forma semelhante como em
estudos brasileiros realizados em pacientes em pacientes com cancer de mama
(FERNANDES et al. 2016; DE SOUZA TIMOTEO et al. 2018), assim como cancer
de ovério (MAISTRO et al. 2016; COTRIM et al. 2019). No estudo de SILVA et al.
(2014), também foi detectada variante patoldégica R337H no gene TP53 em trés
pacientes nessa populagdo. O estudo sugere que mulheres brasileiras com critérios para
HBOC e negativos para mutacdes de BRCA1/2 deve ser investigado mutagdes para
TP53.

O cancer de mama ¢ uma doenga heterogénea do ponto de vista bioldgico com
comportamento clinico altamente varidvel e implicagdes diretas no tratamento
(RAKHA et al. 2008, 2017). PEROU et al. (2000) propuseram uma classificacao
molecular para os tumores invasivos de mama baseada no padrido de expressao génica.
Baseia-se em 5 grupos: luminal A expressam genes proprios das células luminais,
apresentam maior positividade para os receptores de estrogeno (ER) e receptores de
progesterona (PR), expressdo elevada de citoqueratinas (CK) 8 e 18, também
apresentam geralmente um melhor desfecho clinico e uma boa resposta a terapia
antiestrogeno. Luminal B compreendem tumores que expressam genes de células
luminais com moderada positividade para os receptores hormonais (estrégeno e
progesterona), superexpressao do HER2 e/ou Ki67 elevado, também apresentam alta

expressao de citoqueratinas 8 ¢ 18, porém, com um prognostico mais reservado. HER2



positivo apresentam negatividade para os receptores de estrogeno e progesterona.
Esses tumores respondem bem a terapia com trastuzumab, anticorpos que bloqueiam
a atividade do HER2. Os tumores Normal-like sdo representados pelo grupo que
expressao genes de células basais com pouca expressam de células luminais. Também
¢ caracterizado pela auséncia na expressao de: ER, PR, HER2, CK 5 ¢ 6 ¢ HERI. O
grupo basal-like expressa genes que sdo caracteristicos de células mioepiteliais basais
como as citoqueratinas de alto peso molecular CKS5, CK6, e CK17, apresentam baixa
expressao dos genes ER, PR e HER2 e geralmente também sdo negativos para
receptores hormonais e HER2 usando o método imuno-histoquimico. No entanto, nem
todo tumor basal-like, conferido pelo perfil de expressdo genica, € triplo negativo
(TN), ou seja, apresenta negatividade para os ER, PR e HER2 assim como nem todos
os tumores TN sdo basal-like (PRAT e PEROU 2011). Cerca de 75% dos tumores TN
sdo basal-like com caracteristicas bioldgicas e clinicas proprias, porém 25% dos
tumores TN ndo sao basal-like. A classificagdo de tumores TN ¢ baseada no perfil
imuno-histoquimico e nem todos os tumores TN apresentam caracteristicas de basal-
like (RASTELLI et al. 2010).

Em 2007, o mesmo autor e seus colaboradores identificaram um novo subtipo
de tumor chamado de Claudin-low (claudina baixa). Sdo essencialmente tumores
triplos negativo com expressao elevada de genes envolvidos na transi¢do epitélio-
mesenquima e baixa expressao de genes relacionados a jungdes estreitas célula—célula.
Esse grupo de tumores compartilham caracteristicas de expressdo génica com o
subtipo basal-like, incluindo baixa expressdo de genes HER2 e luminal e as queratinas

luminais 8 ¢ 18. No entanto expressao baixa de gene de proliferacao celular, sugerindo



que esses tumores podem ser de ciclagem lenta (HERSCHKOWITZ et al. 2007; PRAT
e PEROU 2011).

Em 2015, o Consenso Internacional de Especialistas de Saint Gallen, adotou uma
classificagdo molecular do carcinoma de mama segundo o perfil imuno-histoquimico.
Esta classificagdo vem sendo bastante utilizada na pratica clinica e ¢ baseada na
avalia¢dao dos seguintes biomarcadores: receptores de estrogeno (ER); receptores de
progesterona (PR); superexpressdo ou amplificagdo do fator de crescimento humano
epidérmico receptor-2 (HER2 - do inglés, Human Epithelial growth factor Receptor
2) e indice de proliferacdo celular Ki-67, anticorpo monoclonal que detecta um
antigeno nuclear, expressando células que entram no ciclo celular e mede a fra¢ao de
crescimento celular (KREIKE et al. 2007; GOLDHIRSCH et al. 2011). Segundo o
mesmo consenso, foi considerado um novo valor para ponto de corte no indice de
atividade proliferativa (Ki-67 20%), contudo, ainda existe divergéncia no que se refere
a esse ponto de corte na comunidade cientifica.

Desta forma, sdo classificados quatro subtipos de cancer de mama por imuno-
histoquimica, sdo eles: Luminal A que apresenta a expressao de receptores hormonais
de estrogeno ER(+) e de progesterona PR(+), falta da superexpressio do HER2(-) e
indice de proliferacdo celular Ki-67 < 20%, apresentando melhor prognoéstico;
Luminal B constituido por trés grupos, sendo eles: RE ¢ RP positivos com expressao
elevadas, HER2 negativo e Ki-67 > 20%; ER positivo, PR positivo com expressao <
20%, HER2 negativo e qualquer valor de Ki67; ER positivo, PR e Ki67 com qualquer
valor ¢ HER2 positivo. O subtipo HER2+, apresenta superexpressdo de HER2 ¢
negativo para receptores hormonais, e Triplo Negativo (TN) definido pela auséncia de

expressao de receptores hormonais de estrogeno e progesterona, ¢ HER2 (RASTELLI



et al. 2010; PRAT et al. 2010; GOLDHIRSCH et al. 2011; MORRISON et al. 2012;

COATES etal. 2015).

Better Worse
Prognosis Tumor Subtypes Prognosis

Luminal A

Luminal B ‘ HER2+ I Triple negative
" Basal | Claudindow | maC I>

Figura 3 - Ilustrag¢do dos subtipos de cancer de mama segundo perfil IHQ relacionado

r

Fonte: Adaptado de DAI et al. (2017).

com progndstico.

1.2 CANCER DE MAMA TRIPLO NEGATIVO

1.2.1 Aspectos clinicos, diagnostico e de tratamento

O cancer mama de triplo negativo compreende um grupo heterogéneo de
tumores, corresponde a aproximadamente 10 a 20% de todas as neoplasias malignas
de mama e sdo mais frequentes em mulheres jovens. Sao imunohistoquimicamente
caracterizados pela auséncia da expressdo de receptores de estrogeno (ER), de
receptores de progesterona (PR) e também pela auséncia de superexpressdo e/ou
amplificam o receptor do fator de crescimento epidermal 2 (HER2). Conferindo a este
grupo um padrdo triplamente negativo. Esse subtipo abriga um comportamento mais
agressivo e pior prognéstico, pela auséncia de uma terapia alvo especifica em

comparagdo com os outros subtipos de tumores uma vez que a terapia hormonal e



molecular ndo ¢ eficaz para os tumores TN. Assim, o tratamento padrao realizado ¢ a
quimioterapia neoadjuvante ou adjuvante. Os tumores de mama TN acometem
mulheres mais jovens, apresentam tumor de didmetro maior e alto grau histologico,
além de ter comportamento clinico mais agressivo. Essas mulheres apresentam altas
taxas de recorréncia da doencga, com predilegdo para 6rgaos como pulmao e cérebro
(PEROU et al. 2000; CAREY et al. 2006; RODRIGUEZ-PINILLA et al. 2006; REIS-
FILHO e TUTT 2008; DENT et al. 2009; AMIRIKIA et al. 2011; STEWARD et al.
2014; ZHANG et al. 2015; YAO et al. 2016).

A quimioterapia neoadjuvante ou adjuvante baseado nas antraciclinas
(doxorrubicina, epirrubicina) e/ou taxanos (docetaxel, paclitaxel), constituem o
tratamento padrdo para os tumores TN sendo determinado pelo seu estadiamento
clinico ou patologico (ROUZIER et al 2005; CAREY et al. 2007). LIEDTKE et al.
(2008), em um grande estudo com pacientes TN observaram que os pacientes
submetidos a quimioterapia neoadjuvante apresentaram uma taxa de resposta
patolégica completa (RPC) de 40% quando comparados a tumores de outros subtipos
e ainda apresentaram excelente tempo de sobrevida. Também observaram que as
pacientes que apresentaram doenca residual ap6s quimioterapia neoadjuvante tiveram
sobrevida global e sobrevida pos-recidiva menor, principalmente nos primeiros trés
anos (LIEDTKE et al. 2008).

Em torno de 80% dos pacientes com cancer de mama e mutacdes BRCAL sao
do subtipo TN. Sao caracterizados por apresentarem deficiéncia no reparo ao dano do
DNA por quebra de fita dupla, tornando sensiveis as agentes de platina (TURNER e
TUTT 2012). Varios sdo os estudos que avaliaram os beneficios dos agentes de platina

em mulheres com cancer de mama TN com muta¢des de BRCA1/2. ISAKOFF et al.
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(2015) analisaram 86 pacientes com cancer de mama TN metastatico que recebeu
cisplatina ou carboplatina e sugeriram que os agentes de platina sdo ativos para
mulheres portadoras de cancer de mama TN metastatico, em especial aquelas pacientes
com mutagdes germinativas de BRCAL/2. Outro ensaio clinico randomizado reunindo
376 pacientes comparou os efeitos da carboplatina com docetaxel em mulheres com
tumores de mama TN metastaticos ou pacientes mutagdes BRCAL/2, conferindo
eficacia (ISAKOFF et al. 2015; TOVEY et al. 2015).

Viarios sdo os estudos que estio avaliando os inibidores de PARP (PARP — do
inglés, poly (adenosine diphosphate-ribose) polymerase) no cancer de mama TN no
cenario adjuvante, neoadjuvante e metastatico. Novas evidéncias cientificas vém
sugerindo os beneficios do tratamento com inibidor de polimerase em pacientes com
tumores de mama TN com mutagdo em BRCA1/2. PARP compreende uma familia de
enzimas com 18 componentes identificados, porém o PARPI representa
aproximadamente 90% da atividade total do PARP com papel chave no reparo ao dano
do DNA por excisdo de base do DNA e reparo ao dano em locais de quebra de fita
simples (ROULEAU et al. 2010). Em tumores com mutagao patogénica de BRCAL/2,
apresentam eficacia no reparo de fita dupla no DNA por recombinagao homoéloga. O
tratamento com inibidor de PARP e agentes que causam danos ao DNA nas células
com muta¢do em BRCAL/2, portanto, que apresentam deficiéncia na recombinagdo
homologa e consequentemente deficiéncia no reparo de quebra de fita dupla, sdo mais
eficientes a esse inibidor. Esse mecanismo ¢ denominado de letalidade sintética (TUTT
etal. 2010; O’'SHAUGHNESSY et al. 2011, 2014). Foi verificada uma taxa de 59,5%
de taxa objetiva de resposta ¢ uma melhor média de sobrevida livre de progressao (7

meses contra 4,2 meses) nos subgrupos de mulheres com cancer de mama TN e HER2-
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metastaticos com mutagdes de BRCAL/2 que usaram olaparibe (o inibidor de PARP)
quando comparado ao grupo que recebeu tratamento de quimioterapia padrdo
(ROBSON et al. 2017; PARK et al. 2018). Com base nesses resultados, o uso de
olaparibe em pacientes com tumores TN e HER2- com mutagdo de BRCA1/2 e que se

mostrem resistente ao tratamento com platina foi aprovado em 2018.

1.2.2 Aspectos Moleculares

Os tumores de mama triplos negativo sao biologicamente heterogéneos com
subtipos moleculares intrinsecos. O objetivo do melhor entendimento desses subtipos
¢ identificar as melhores terapias baseadas nas moléculas para esse grupo tao particular
de tumores. LEHMANN et al. (2011) identificaram 6 diferentes tipos de tumores
analisando o perfil de expressao génica de 587 tumores TN: basal-like 1 (BL1), basal-
like 2 (BL2), imunomodulador (IM), mesenchimal (M), mesenquimal stem-like (MSL)
¢ luminal receptor de androgeno (LRA).

O tipo basal-like 1 mostrou expressao de genes envolvidos ao ciclo celular, a
proliferagdo celular ¢ de resposta ao dano do DNA. O subtipo basal-like 2 expressa
genes relacionados com a sinalizagdo de fator de crescimento (EGFR — do inglés,
vascular endotelial growth factor). Os tumores TN do subtipo basal por sua natureza
proliferativa respondem bem a componentes anti-mitdticos como os taxanos.
(LEHMANN et al. 2011; PRAT et al. 2013).

O subtipo mesenchimal, estdo associados a transigdo epitélio-mesénquima e
quimiorresisténcia relativa e associado a expressao de genes enriquecidos em
componentes e vias que participam na motilidade celular e nas vias de diferenciacdo

celular. Os mesenquimal stem-like, compartilham os mesmos genes do subtipo



12

mesenquimal e vias de crescimento acrescidos de genes envolvidos no processo de
angiogénese assim como na sinalizacdo imunologica. Este subtipo ainda apresenta
baixa expressdo de genes de proliferacdo celular e baixa expressdo citoqueratina e
CD24 (LEHMANN et al. 2011).

O grupo do luminal receptor de androgeno expressa em abundancia genes
receptores de androgeno e padrao de expressdo génica luminal. A expressao de genes
envolvidos nas vias reguladas por hormonios incluindo sintese de esteroides e
androgenos (LEHMANN et al. 2011). BURSTEIN et al. (2015), realizaram uma
revisdo da classificagdo utilizando o perfil de RNA e DNA de 198 tumores de mama
TN, e com isso os tumores de mama TN foram classificados em 4 subtipos: luminal
receptor de androgeno (LAR), mesenquimal (MES), basal-like imunossuprimido
(BLIS) que apresentou um pior prognostico, e basal-like imuno-ativado (BLIA). Estes
apresentam niveis elevados de linfocitos no infiltrado tumoral e foram associados a
menor taxa de recorréncia a distancia em tumores de mama TN primério (BURSTEIN

et al. 2015).

1.3 O GENE BRCA1

O gene BRCAL foi pela primeira vez mapeado no cromossomo 17 em 1990 e
clonado em 1994. E qualificado como um gene supressor de tumor e esta localizado
no brago longo do cromossoma 17 na posigdo 21 (17q21). E constituido por 5.592
pares de bases, apresenta 24 éxons dos quais 22 codificam a proteina BRCAL altamente
complexa formada por 1.863 aminoacidos (MIKI et al. 1994; FABBRO et al. 2002).

A proteina BRCA1 apresenta em sua estrutura varios dominios, dando a capacidade de
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interagir com outras proteinas e formar complexos, assim tem a capacidade de
controlar ¢ influenciar varias fungoes celulares através da modulagdo de sua interagao
com as diversas proteinas as quais interagem (JHANWAR-UNIYAL 2003; HUEN et
al. 2010). Essa proteina desempenha papel fundamental na estabilidade génica e esta
envolvida no controle do ciclo celular, na ubiquitinagdo de proteinas, na regulago
transcricional e no reparo ao dano do DNA por quebra de fita dupla (DSB, do inglés
double-strand break), lesdo altamente danosa a célula, principalmente através do
reparo de recombinacdo homoéloga. O reparo no ponto de DSB se da através do
mecanismo de recombinag¢ao homologa ¢ promovido nas fases S e G2 do ciclo celular
e dependente das proteinas BRCA1 e BRCA2. O reparo por recombinagdo homoéloga
constitui uma das fungdes mais importantes do BRCAL. E um mecanismo de reparo
seguro, livre de erros em que a célula repara o dano da quebra de fita dupla do DNA

(HUEN et al. 2010).

1.3.1 BRCALI e cancer de mama

Dados na literatura tém demonstrado que mulheres diagnosticadas com cancer
de mama triplo negativo com idade até 40 anos apresentam uma maior probabilidade
de mutagdo germinativa do BRCA1 (CARRARO et al. 2013; SCHARL et al. 2016;
BRIANESE et al. 2018).

Tem-se estudado a associagdo da mutacdo germinativa de BRCAL e outros
eventos somaticos com a perda de funcdo de BRCAL em mulheres com tumores TN.
Um estudo com 131 casos de cancer de mama TN avaliados demonstrou que 12,2%
(16/131) das pacientes apresentaram mutagdo de BRCA1/2 com perda de fungéo, sendo

que 81,2% (13/16) das mutagdes eram de origem germinativa de BRCAL. Em uma
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analise mais ampla com a investigacdo dos eventos somaticos de silenciamento de
BRCA1 por hipermetilagdo do promotor desse gene, observou-se que uma parcela
significativa dos tumores apresentava o promotor hipermetilado, sendo indicativo de
silenciamento génico. Interessantemente, avaliando sob a perspectiva de idade ao
diagnéstico, foi observado que inativacdo de BRCA1 por mutacdo patogénica, de
origem germinativa ou somatica ou hipermetilagdo do promotor foi significantemente
associada com melhor sobrevida em mulheres jovens, diagnosticados antes dos 40
anos de idade (BRIANESE et al. 2018).

Os tumores de mama com mutacio de BRCA1l tém caracteristicas
clinicopatoldgicas distintas, como idade jovem ao diagnostico, maior prevaléncia de
cancer de mama bilateral, presenca de tumores de mama e ovario associada. Sdo
tumores altamente proliferativos, histologicamente menos diferenciados (Grau 3) e
apresentando também o subtipo medular (BERNS et al. 2001).

Diante do comportamento clinico agressivo e o pior progndstico do subtipo
triplo negativo, e da intima relagdo com a agdo defectiva de BRCAI, a avaliagdo
pormenorizada da expressdo da proteina BRCA1 e de sua associagdo com varidveis
demograficas, clinicas e anatomopatoldgicas podem revelar associagcdes importantes
que contribuam para nosso conhecimento neste tema. Com isso, nossa pretensdo foi
investigar a expressao de BRCAI, estratificando grupos de mulheres com idade até 40
anos ¢ maior de 40 anos e consequentemente avaliar o papel prognostico de BRCAI
de forma especifica. Além disso, a avaliagdo pormenorizada da expressdo de BRCAL1
pode auxiliar na compreensdo das curvas de sobrevida, livre de doencga e sobrevida
global, destes dois grupos de pacientes atendidas em hospital de referéncia no

tratamento oncologico da rede SUS do Estado de Pernambuco.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as caracteristicas clinicopatologicas e a expressdo imuno-histoquimica
de BRCA1L no cancer de mama triplo negativo diagnosticado em mulheres com idade

maior ou menor que 40 anos.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Descrever as frequéncias das caracteristicas clinicopatoldgicas e associa-las
aos grupos de mulheres com idades <40 e > 40 anos;

o Determinar a expressdo proteica de BRCAI1 e a localizagdo subcelular e
associd-la as caracteristicas clinicopatoldgicas dos grupos de mulheres com
1dades <40 e > 40 anos;

. Avaliar a sobrevida global e livre de doenca de acordo os grupos etarios
estudados e com o perfil de expressdo de BRCA1°Y e BRCA 1" no niicleo e

citoplasma.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DETALHAMENTO DO ESTUDO

Foi uma coorte retrospectiva de mulheres com cancer de mama triplo negativo
atendidas no Hospital de Cancer de Pernambuco (Recife) periodo entre os anos de
2011 a 2014. As analises de imuno-histoquimica da expressdo de BRCA1 foram
realizadas no Laboratério de Anatomo Patologia do A.C.Camargo Cancer Center, Sdo
Paulo — SP O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa m seres humanos
do Hospital de Cancer de Pernambuco sob o CAEE 66221717.1.0000.5205 e da
Fundacdo Anténio Prudente sob o CAEE 66221717.1.3001.5432 (Anexo 1), seguindo
a Resolucao 466/12 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude. A
aplicacao do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Apéndice 1) foi
dispensada devido a dificuldade de contatar as participantes por se tratar de uma

pesquisa retrospectiva.

3.2 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Os critérios de inclusido foram:

o Idade > 18 e < 65 anos

. Ter diagnostico histologico confirmado de cancer de mama subtipo tumoral
triplo negativo;

o Pacientes sem tratamento prévio de quimioterapia ou radioterapia;
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o Ter material bioldgico apropriado para a realizagdo da analise;

o Ter informagdes completas no prontuario necessarias ao estudo.

Os Critérios de exclusao foram:

. Metastase no momento do diagndstico;
° Casos de cancer de mama masculino;
. Neoplasia prévia, exceto cancer de pele ndo melanoma.

3.3 POPULACAO DO ESTUDO

A populagdo de estudo foi composta por 61 mulheres com cancer de mama do
triplo negativo (CMTN) tratadas no Hospital de Cancer de Pernambuco no periodo de

2011 a2014.

3.4 PROCEDIMENTOS, SELECAO DOS PARTICIPANTES E

COLETA DOS DADOS CLINICOS E AMOSTRA BIOLOGICA

Foram identificados 204 registros de mulheres com diagnoéstico de cancer de
mama triplo negativo atendidas no Hospital de Cancer de Pernambuco no periodo de
2011 a2014.

A selecao das amostras de tecido tumoral foi realizada no Laboratorio de
Anatomia Patoldgica do HCP. Foram incluidas no estudo as amostras negativas para
receptores de estrogenos (ER) e progesterona (PR), utilizando o score 0/ 1+ para HER2

pelo método de imuno-histoquimica (IHQ). Para as amostras que apresentaram HER2
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com score 2+, foi realizada a confirmacao pelo teste de FISH. A partir desta selegao,
foi realizado o preenchimento do formulario clinico (Apéndice 2) por meio da busca
de informagdes nos prontudrios das pacientes.

Para os pacientes com cancer de mama triplo negativo que atendiam aos
critérios de elegibilidade, foram selecionados os blocos parafinados de pega cirargica
dos pacientes ao Laboratorio de Anatomia Patologica do HCP. Nenhum dos pacientes
selecionados no estudo foi submetido a tratamento de quimioterapia ou radioterapia
no pré-operatério. A determinagdo do imunofenotipo TN foi seguida conforme as
informagdes contidas no laudo dos exames de imuno-histoquimicas realizados do
Laboratorio de Anatomia Patologica do HCP. A andlise de expressdao de BRCA1 por
imuno-histoquimica foi realizado no A.C.Camargo Cancer Center. O fluxograma

descreve as etapas de selecao das pacientes (Figura 4).

3.5 CLASSIFICACAO E DEFINICAO DAS VARIAVEIS

CLINICOPATOLOGICAS E DE EVOLUCAO DA DOENCA

3.5.1 Classificacio e definiciao
As varidveis clinicopatologicas e evolucdo da doenga foram coletadas no
prontudrio do paciente, incluindo exames complementares e fichas de procedimentos.

As descric¢des das variaveis constam no Quadro 1.



Identificacao de registros de casos de Cancer de
mama triplo negativo (2011-2014)

Preenchem critérios de Preenchem critérios de
elegibilidade elegibilidade
SIM (N=160) NAO (N=44)
INCLUIDOS

N=160

AVALIADOS
SIM (N=61)

- Analise da expressao da proteina BRCA1 por IHQ
no Laboratério AC Camargo

PERDAS

Motivos:
-Auséncia de material bioldgico (n=86)

-Falta de informacdes nos prontuarios(n=13)

Figura 4 - Fluxograma de identifica¢do e inclusao dos pacientes.
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Quadro 1 - Variaveis clinico-patologicas e de evolugao da doenga.

20

VARIAVEL DEFINICAO OPERACIONAL CATEGORIZACAO
Mama . .
S . Variavel nominal
TX: tumor primario ndo pode ser avaliado L
) s A S policotomica
TO: Sem evidéncia de tumor primario 1 TX
Tis: Carcinoma in situ ‘
D ~ 2. TO
. T1: tumor < 2cm em sua maior dimensao .
Estagio . . S ~ 3. Tis
L . T2: tumor > 2cm € < 5 cm em sua maior dimensao
patolégico(T) ) L ~ 4. Tl
T3: tumor >5 cm na maior dimensao
~ 5. T2
T4: tumor de qualquer tamanho com extensdo para parede 6 T3
toracica e/ou pele (ulceragdao ou ndédulos macroscopicos) 7' T4
e/ou carcinoma inflamatorio. ‘
NX: Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO: Linfonodos sem evidéncia de metastase
NOi(+): Células tumorais isoladas ndo superiores a
0,2mm
N1: Micrometastases ou metastase em 1 a 3 linfonodos
axilares; e/ou linfonodos mamarios internos negativos
com micrometastase ou macrometastase na biopsia do
linfonodo sentinela
N1mi: Micrometastases até 2 mm Variavel nominal
Nla: Metastase em 1-3 linfonodos axilares com pelo | policomica
menos 1 metastase maior que 2cm 1. pNX
N1b: Metastase em linfonodo mamario interno ipsilateral 2. pNO
Nlc: Combinagdo Nla e N1b 3. pNOi(+)
N2: Metastase em 4-9 linfonodos axilares ou linfonodo 4. pNI1
mamario interno positivo ipsilateral por imagem e 5. pNImi
Estagio auséncia de metastase no linfonodo axilar 6. pNla
patolégico N2a: Metastase 4-9 linfonodos axilares com pelo menos 7. pNlb
™) um linfonodo maior que 2 cm em sua maior dimensao 8. pNlc
N2b: Metastase em linfonodos mamarios internos 9. pN2
detectados clinicamente com ou sem confirmacdo 10. pN2a
microscopica; com linfonodos axilares negativos 11. pN2b
patologicamente 12. pN3
N3: Metastase em 10 ou mais linfonodos axilares; ou 13. pN3a
linfonodos infraclavicular ou linfonodos mamarios 14. pN3b
internos ipsilateral 15. pN3c
N3a:Mmetastase em 10 ou mais linfonodos (pelo menos
1 >2 cm); ou metastases para linfonodos intra-
claviculares
N3b: pNla ou pN2a na presenga de cN2b (linfonodos
mamarios internos positivos por imagem) ou pN2a na
presenga de pN1b
N3c: Metastases em linfonodos supra-claviculares
ipsilateral
Variavel nominal
1(\1/{;; astase Presenga de metastases a distancia (li?cotomllc\laao

2. Sim




Cont/ Quadro 1
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VARIAVEL DEFINICAO OPERACIONAL CATEGORIZACAO
Diagnostico de carcinoma invasivo de mama
confirmado por exame histopatologico da peca Variavel nominal
cirurgica: policotdmica
G1 —baixo grau histologico (favoravel); SBR score 3-5
Grau
histologico pontos L. Gl
g G2 — Grau histolégico intermediasrio (moderadamente 2. G2
favoravel); SBR score 6-7pontos 3. G3
G3- Alto grau histologico (desfavoravel); SBR 8-9
pontos
Variavel nominal
Invasio De acordo com a descrigdo microscopica foi observada | dicotomica
perineural invasdo neural (invasao de nervo) 1 Nao
2 Sim
~ De acordo com a descri¢ao microscopica foi observada Yarlay el. nominal
Invasio . - . - , dicotomica
e ere invasdo vascular (invasdo dos vasos sanguineos ou ~
angiolinfatica e 1 Nao
angiolinfatica) .
2 Sim
Variavel nominal
Recorréncia Retorno do cancer ap6s o tratamento com intuito dicotémica
locorregional | curativo. 1 Nao
2 Sim
Variavel nominal
Recorréncia a | Retorno do cancer apds o tratamento com intuito dicotomica
distancia curativo. 1 Nao
2 Sim
Variavel nominal
T, Estado vital por ocasido do término de acompanhamento | dicotomica
Obito ~
da coorte 1 Nao
2 Sim
3.6 ANALISE DO SUBTIPO MOLECULAR DE CANCER DE MAMA

POR IMUNOHISTOQUIMICA

As amostras teciduais do carcinoma mamario foram incluidas em bloco de

parafina e submetidas a cortes de 2 a 3 micra em micrétomo e coradas pelo método do

complexo avidina-biotina-peroxidase montadas em laminas silanizadas que foram da

marca STARFROST extremidade branca.

Os anticorpos utilizados de rotina anti-receptores hormonais de estrogeno e

progesterona, e anti-receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2, o

marcador de proliferagao celular Ki-67.
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A recuperacdo antig€nica foi realizada em tampao de citrato (T-fal Steam
Cuisine 700 — 10mM, ph 9,0 e 90°C). A amplificacdo da reacdo foi realizada no
Dakoautostainer (Universal Staining System — Dako). O controle negativo foi obtido
substituindo-se o anticorpo primario por solucdo salina tamponada. Os controles

positivos e negativos foram utilizados para cada teste.

3.6.1 Expressiao de Receptor de Estrogeno e Receptor de Progesterona

O status dos receptores de estrogeno e progesterona ¢ avaliado pela técnica de
imuno-histoquimica. Os receptores hormonais foram considerados positivos com uma
expressio de ER ou PR maior ou igual a 1% de coloragdo nuclear (o que
corresponderia a um Allred>3), representa RE ¢ RP positivos (HAMMOND et al.
2010).

O anticorpo anti-humano monoclonal primario anti-receptor de estrogeno
(clone/SP1) na dilui¢ao de 1:250.

O anticorpo primario para o receptor de progesterona foi o clone PgR 636 que ¢

um anticorpo anti-humano monoclonal de camundongo, em dilui¢ao de 1:80.

3.6.2 Expressio Fator de Crescimento Epidermal Humano-HER-2
neuoncogene

O HER-2 ¢ um receptor transmembranico de tirosina quinase pertencente a
familia dos receptores do fator de crescimento epidermal humano (EGFR). O
oncogene ERBB/HER2 estd localizado no cromossomo 17g21. Este oncogene ¢
amplificado em 20 a 30% dos canceres de mama e ¢ considerado um marcador de pior

prognoéstico (BANIN HIRATA et al. 2014).
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A superexpressao do HER2 ¢ confirmada com a coloragdo das membranas
celulares em cor castanha. O anticorpo primario para 0 HER2 ou c-erB2 foi o clone
SP3 anticorpo monoclonal em dilui¢ao de 1:400.

Os resultados foram analisados através da escala semi-quantitativa seguindo as
recomendagdes da American Society of Clinical Oncology (ASCO) e College of
American Pathologists (CAP). O HER2 foi considerado positivo quando o escore foi
3+ ou amplificagdo pelo método FISH (WOLFF et al. 2018). Utilizando-se os

seguintes parametros a seguir (Quadro 2).

Quadro 2 - Escala semi-quantitativa referente a imunorreatividade de HER2

ESCORE CARACTERISTICAS

0 nenhuma célula positiva

1+ imunorreatividade de membrana, fraca e irregular em pelo menos 10% das células.

2+ imunorreatividade de membrana, de intensidade fraca a moderada, porém regular em
mais de 20% das células.

3+ imunorreatividade de membrana, com forte intensidade, em pelo menos 30% das
células.

*Foi considerado HER-2 positivo as coloragdes que apresentarem escore 3+ ou amplificagdo pelo
método FISH.

3.7 AVALIACAO DO TIPO HISTOLOGICO

A classificagdo dos tumores de mama proposta pela World Health
Organization (WHO) abrange os canceres de mama invasivos, lesdes precursoras,
lesdes de baixo potencial maligno, proliferagdes epiteliais benignas além das
neoplasias fibroepiteliais, mioepiteliais e mesenquimais (LAKHANI et al. 2012). A
WHO descreve mais de 40 tipos de carcinomas de mama invasivos entre tipos e

subtipos.



24

O carcinoma invasivo do tipo ndo especial (NST) € o tipo histolégico mais
frequente (40-80%), compreende todos os tumores que ndo apresentam caracteristicas
diferenciadoras especificas que caracterizam os outros tipos de cancer de mama. Os
carcinomas do tipo misto apresentam um padrio especializado em pelo menos 50% do
tumor e um padrao ndo especializado em 10 e 49% do tumor.

Os carcinomas invasivos de mama apresentam subtipos especiais incluindo os
carcinomas lobulares invasivos, tubulares, cribiforme, metaplasico, apodcrino,
mucinoso, papilar e micropapilar. Inclui também os carcinomas com caracteristicas

medulares e neuroenddcrinas (LAKHANI et al. 2012; SINN et al. 2013).

3.8 AVALIACAO DO GRAU HISTOLOGICO

Os aspectos morfologicos analisados foram o grau histologico que foi baseado
na Escala de Scarff-Bloom-Richardson modificada por Elston-Ellis conhecida como
Sistema de Classificagao de Nottingham (SCN). Os tumores foram definidos como
grau histoldgico 1, 2 e 3. Esse grau se baseia no percentual de diferenciacdo tubular,
ou seja, formacdo tubular, avaliagdo do pleomorfismo nuclear e indice mitotico
(microscopio Olympus CX 22 led) para cada aspecto analisado e os escores variam da
pontuagdo de 1 a 3, sendo o escore 1 indicativo de melhor prognéstico para os
pacientes (AMIN et al. 2017).

Além disso, foi analisado o status da cadeia linfonodal que compreende o
nimero de linfonodos dissecados, numero de linfonodos comprometidos, ou seja,
contagem linfonodos axilares comprometidos por células do carcinoma mamaério

através de evidéncias histoldgicas e tamanho do maior foco metastatico. Analise do
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processo de invasao linfovascular e invasao perineural. Mensurado tamanho do tumor,
medida obtida pelo maior diametro do componente invasivo do tumor e realizado o
estadiamento patologico baseado de acordo com o Sistema TNM (Tumor-Nédulo-
Metastase) (AMIN et al. 2017). Estes procedimentos de analise histopatologica sdao
realizados de rotina no hospital de Cancer de Pernambuco, e os resultados foram

anexados em prontuarios e assim utilizados para esta pesquisa.

3.9 DETERMINACAO DA EXPRESSAO DE BRCA1 POR IMUNO-

HISTOQUIMICA

3.9.1 Técnica de Tissue Microarray (TMA)

A construcao do TMA se deu apds a selegdo e identificacdo das areas mais
representativas do tumor, quantitativa e qualitativa, de cada bloco doador. Foi utilizado
o tissue microarrayer (Beecher Instruments, Silver Spring, Maryland) e a area de
interesse foi retirada a partir de uma regido circular de I1mm de cada bloco doador e
transferida para um bloco receptor. Os TMAs foram construidos em duplicata de cada
caso, cada um contendo amostra de uma regido diferente do tumor. A partir do bloco
receptor foram preparados os cortes histologicos, secgdes de 4um foram cortadas e

coletadas sobre laminas com carga.

3.9.2 Imuno-histoquimica

A técnica de IHQ foi realizada usando laminas do TMA com cortes de 4um
contendo todos os casos e controles. As laminas foram desparafinizadas, reidratadas
em uma série de alcoois progressivamente diluidos, e submetidas a recuperagdo

antigénica pelo calor (panela de pressdo a 125° por 10 minutos) com solu¢do de citrato
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de sédio pH 6.0. Posteriormente as laminas foram incubadas em peroxido de
hidrogénio 3% em metanol para o bloqueio da atividade da peroxidase endégena por
15 minutos. Apds o resfriamento, as ldminas foram cobertas com solugdo de bloqueio
por 30 minutos. Em seguida as laminas foram incubadas com o anticorpo primario
(anti-BRCAL, clone MS110, 1:100, Calbiochem Merck) por uma hora a temperatura
ambiente. Varios estudos mostraram a confiabilidade e reprodutibilidade deste
anticorpo quando usados em material fixado em formalina. Apods lavagem com
tampao fosfato (PBS), foi aplicado o método de amplificacdo com identificagdo a
partir de anticorpo secundario e revelagdo polimérica (ADVANCE HRP-ready to use—
DakoCytomation). Por ultimo, as sec¢des foram expostas ao cromégeno 3,3 —
diaminobenzidina 4 HCL (DAB) e contra-coradas com hematoxilina de Mayer’s.
Corte de glandula mamaria normal foi utilizado como controle positivo. Controles
negativos foram obtidos pela substituicdo do anticorpo primdrio por soro normal de

coelho.

3.9.3 Leitura da reacio imuno-histoquimica de BRCAl

A avaliacdo imuno-histoquimica foi realizada segundo RAHKA et al. (2008),
onde foi incluida a avaliacdo de intensidade de marcagdo e porcentagem de células
marcadas. Para a intensidade, foi utilizado o escore de 0, 1, 2 e 3, correspondendo a
negativo, fraco, moderado e intenso. A porcentagem de células positivas foi estimada
subjetivamente. Ao final, um escore de 0 a 300 foi obtido pela multiplicagdo da
intensidade e porcentagem. Além disso, foi avaliada a localizacdo subcelular e o
padrao de expressao foi citoplasmatico e nuclear. O Tissue Microarray foi construido

em dois cores de cada caso ¢ avaliado para cada tumor. Cada core foi avaliado
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individualmente e calculada a média. Se uma das cores foi perdida ou ndo apresentava
tumor, o escore global foi aplicado apenas no core remanescente. O caso foi
considerado positivo quando pelo menos 5% das células neoplasicas revelavam
expressdo de BRCAL. A expressao nuclear foi estratificada em trés grupos a partir do
cut off - Hscore = 100), definido por RAHKA et al. (2008) sendo considerado negativo
(<5) e positivo (> 5). Na analise no nucleo, a expressdo de BRCA1 positiva foi dividida
em fraca ou BRCA1'" (Hscore > 5 e < 100) e forte ou BRCA1"&" (Hscore > 100). A
expressao citoplasmatica de BRCA1L positiva foi dividida em dois grupos: Hscore > 5

e < 100 (BRCA1"") ¢ > 100 (BRCA 1hieh),

3.10 ANALISE ESTATISTICA

3.10.1 Analises descritiva e de associacao

A estatistica descritiva das varidveis categoricas foi representada em tabelas
com distribui¢do das frequéncias absolutas e relativas, enquanto as variaveis continuas
foram apresentadas como medidas de tendéncia central (mediana e interquartil 25-75
ou média e desvio padrdo). Para a avalia¢do da distribui¢do das variaveis continuas foi
realizado o teste de Shapiro Wilk. Para verificagdo da existéncia de associag¢do entre
variaveis categoricas foram usados o Teste de Qui-Quadrado e o Teste Exato de Fisher

quando adequado.

3.10.2 Analise de sobrevida global (SG) e livre de doenc¢a (SLD)
Todas as curvas de sobrevida foram expressas em percentuais versus tempo em

meses. O obito foi considerado o evento final. A SG foi considerada como o periodo
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de tempo em meses entre o diagndstico patoldgico e a ocorréncia do Obito por qualquer
causa. As pacientes vivas foram censuradas até o ultimo seguimento. Para a sobrevida
livre de doenga (SLD), foi considerado o intervalo de tempo em meses compreendido
entre o diagndstico patoldgico até o surgimento do segundo tumor primario,
recorréncia da doenga ndo invasiva e morte.

As pacientes vivas foram monitorizadas até o ultimo seguimento (Ultima
consulta ou 6bito). Todas as pacientes foram acompanhadas até 30 de setembro de
2017, data adotada como ultimo seguimento do estudo. A estimativa de sobrevida
global e livre de doenca foi calculada pelo método de Kaplan-Meier. No caso dos
pacientes vivos (censurado), foi considerada do periodo entre o inicio do tratamento
até o dia do ultimo seguimento. As analises estatisticas foram feitas no programa
estatistico graphpad prism (versdao 8.0). Foi considerado significativo p<0.05. (San

Diego, CA).
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4 RESULTADOS

41 CARACTERISTICAS CLINICAS

No presente estudo, incluiu-se mulheres com cancer de mama triplo negativo,
com média de idade ao diagnoéstico foi de 46,17 (£9,57) anos, com minimo de 25 anos
e maximo de 64 anos. O tipo histologico mais frequente foi o carcinoma invasivo do
tipo ndo especial (SOE) também denominado carcinoma ductal invasivo,
correspondendo a 93,4% dos casos. Dos 61 casos, 18 (29,5%) eram mulheres com
idade < 40 anos e 43 (70,4%) com idade ao diagndstico > 40 anos. A maioria das
pacientes apresentou tumores com grau histologico III (83,6%), tamanho do tumor T2
(68,25), estadio II (49,1%), linfonodos negativos (62,29%) e sem invasdo
angiolinfatica (73,7%) e invasdo perineural (88,5%). Os detalhes das frequéncias das

caracteristicas clinicas se encontram na Tabela 1.
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Tabela 1 - Descricao das frequéncias absoluta e relativa das caracteristicas clinicas
dos casos de cancer de mama triplo negativo. Hospital de Cancer de Pernambuco,

2011-2014.
CARACTERISTICAS N=61 %
Idade (anos) ¢
M¢dia (DP) 46,17 (£9,57)
minimo — maximo 25-69
Faixa Etaria
<40 anos 18 29,5
> 40 anos 43 70,4
Tipo Histologico
*SOE 57 93,4
Metaplasico 1 1,6
Medular 3 49
Grau Histoldgico
11 10 16,3
11 51 83,6
Tamanho do Tumor
T1 (<2cm) 6 9,8
T2 (>2cm e <5cm) 42 68,8
T3(=5 cm) 13 21,3
Status Linfonodal
Positivo 23 37,7
Negativo 38 62,2
Invasao Angiolinfatica
Presente 14 22,9
Ausente 45 73,7
NA 2 3,2
Invasio Perineural
Presente 5 8,2
Ausente 54 88,5
NA 2 3,2
Estadiamento
I 5 8,2
ITIA 30 49,2
1IB 17 27,8
IIIA 9 14,7

*SOE: carcinoma invasivo do tipo ndo especial; DP: Desvio Padrao
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42 CARACTERISTICAS CLINICAS E PATOLOGICAS DAS

MULHERES COM IDADE <40 E > 40 ANOS

Foi observada diferenga significativa com relagdo ao grau histologico, com

100% dos casos com idade < 40 anos e 76,7% com idade > 40 com tumores de grau

histologico III (p= 0,025). Para as demais varidveis, ndo foram observadas diferencas

significativas. A seguir, Tabela 2.

Tabela 2 - Descricdo das frequéncias das caracteristicas clinicopatoldgicas das

mulheres com cancer de mama triplo negativo com idade <40 e >40 anos.

Faixa Etaria (anos)

, Idade <40 Idade > 40 * p valor

CARACTERISTICAS N=T3 % N=13 %

Grau Histologico 0,025
II 0 0 10 23,2

111 18 100 33 76,7

Tamanho do Tumor 0,13
T1 /T2 12 66,6 36 83,7

T3 6 33,3 7 16,2

Status Linfonodal 0,65
Positivo 6 333 17 39,5

Negativo 12 66,6 26 60,4

Invasiao Angiolinfatica 0,88
Presente 4 22,2 10 23,2

Ausente 12 66,6 33 76,7

Invasio Perineural 0,08
Presente 3 16,6 2 4,6

Ausente 13 72,2 41 95,3

Estadio 0,60
I-11 16 88,8 36 83,7

111 2 11,1 7 16,2

*SOE: carcinoma invasivo do tipo ndo especial. * Teste Exato de Fischer. Foi considerado significativo

p<0,05.
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4.3 EXPRESSAO DE BRCA1NOS TUMORES TRIPLO NEGATIVOS

DE MULHERES COM IDADE <40 E > 40 ANOS

Foi encontrada uma maior frequéncia de tumores com expressao citoplasmatica
negativa de BRCA1 nas mulheres com idade < 40 anos quando comparada em
mulheres com idade >40 anos (p=0,04). Na analise do nivel de expressao positiva de
BRCA1 no nicleo, verificou-se uma maior frequéncia de BRCA1°% (91,6%) no grupo
de mulheres com idade < 40 anos quando comparada ao > 40 anos (58,8%, p=0,03).
Também foi observada uma maior frequéncia de BRCA1M&" (41,1%) nas mulheres
com idade > 40 anos quando comparada as mulheres com idade < 40 anos (8,3%,

p=0,03) (Tabela 3).

Tabela 3 - Associag¢dao da expressdao da proteina BRCA1 no nucleo e no citoplasma
entre os grupos de mulheres com idade < 40 anos e > 40 anos.

Faixa Etaria (anos)

Idade <40 Idade > 40 p valor*
Expressio BRCA1 negativa ou positiva

Nucleo N=18 % N=43 % 0,34
Negativo 6 33,3 9 20,9

Positivo 12 66,6 34 79,0

Citoplasma N=18 N=42 0,04
Negativo 3 16,6 1 23

Positivo 15 83,3 42 97,6

Nivel de expressao de BRCA1

Nucleo N=12 % N=34 % 0,03
BRCA1MY 11 91,6 20 58,8

BRCA 1high 1 8,3 14 41.1

Citoplasma N=18 N=42 0,28
BRCA1Mv 9 50 24 57,1

BRCA 1hieh 12 66,6 18 42,8

Cutoff: H-score = 100; Negativo (< 5); Positivo (> 5). Na andlise no nucleo, a expressdo de BRCAI
positiva foi dividida fraca ou BRCA1'" (Hscore > 5 e < 100) e forte ou BRCA1"¢" (Hscore > 100). A
expressdo citoplasmatica de BRCAI1 positiva foi dividida em dois grupos:Hscore > 5 e >100
(BRCA1'"") e > 100 (BRCA1"e"), * Teste Exato de Fischer. Foi considerado significativo valor de p<
0,05.
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4.4 ASSOCIACAO DOS NIiVEIS DE EXPRESSAO DE BRCA1 COM
AS CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS E DE EVOLUCAO

DA DOENCA

. Expressio de BRCAI1 no citoplasma

Dos 61 casos de cancer de mama triplo negativo, todos apresentaram expressao
de BRCA1 no citoplasma celular, sendo 36 casos com expressio fraca (BRCA1MY;
>5 ¢ <100) e 25 casos com expressio forte (BRCA1"gh; >100) no citoplasma celular.

Nao foram observadas diferengas significativas nas frequéncias das
caracteristicas clinico-patolégicas entre os grupos com niveis de BRCAI"Y e

BRCA1"2" (Tabela 4).

Tabela 4 - Associacdo dos niveis de expressdo de BRCAI no citoplasma com as
caracteristicas clinicopatologicas em mulheres com cancer de mama triplo negativo.

Nivel de expressio BRCAL1 no citoplasma

Variaveis BRCA1'"v BRCA 1high Valor de p
N=31 (%) N=25 (%)

Idade 0,58

<40 anos 11 (35,4) 7 (28,0)

>40 anos 20 (64,5) 18 (72,0)

Grau 1,0

1I 30 (96,7) 22 (88)

11 1(3,2) 2(8)

Tamanho 0,32

T1 (<2cm) 3 (9,6) 3(12)

T2 (= 2cm e <5cm) 23 (74,1) 14 (56)

T3 (=5 cm) 5(16,1) 8 (32)

Status linfonodal 0,96

Negativo 20 (64,5) 16 (64)

Positivo 11 (32,2) 9 (24)

Estadio 0,14

I-11 28 (90,3) 19 (76,0)

111 39,7 6 (24,0)

A expressio citoplasmatica de BRCA1 positiva foi dividida em dois grupos:Hscore < 100 (BRCA1'¥)
e > 100 (BRCA1"e"), * Teste Exato de Fischer. Foi considerado significativo valor de p< 0,05.
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. Expressiao de BRCA1 no nucleo

Na analise no nucleo, a expressao de BRCA1 positiva foi dividida em fraca ou
(BRCA1'; Hscore > 5 e < 100) e forte (BRCA1Meh; Hscore > 100). Foi encontrada
uma maior frequéncia de niveis de BRCA1'°Y em tumores do grupo de mulheres com
idade < 40 anos (35,4%) quando comparada ao > 40 anos (6,6%; p=0,03). No grau
histologico, foi observada uma maior frequéncia de mulheres com tumores de grau
histolégico III no grupo BRCA1Y (93,6%) quando comparada ao grupo BRCA 1high

(66,7%, p=0,01) (Tabela 5).

Tabela 5 - Associacdo dos niveis de expressdo de BRCA1l no nucleo com as
caracteristicas clinicopatologicas em mulheres com cancer de mama triplo negativo.

Nivel de expressio BRCA1 no niicleo

Variaveis BRCA1'""Y BRCAhieh p
N=31 N=15 valor

Idade 0,03*

<40 anos 11 (35,4) 1 (6,6)

>4(0 anos 20 (64,5) 14 (93,3)

Grau Histologico 0,01*

II 2 (6,4) 5(33,3)

I 29 (93,6) 10 (66,7)

Tamanho 0,53%**

T1 (<2cm) 3(9,6) 3 (20)

T2 (> 2cm e <5cm) 21 (67,7) 10 (66,7)

T3 (>5cm) 7 (22,5) 2 (13,4)

Status Linfonodal 0,35%

Positivo 18 (58) 11 (73,4)

Negativo 13 (35,4) 4(13,3)

Estadio 0,45%*

I-11 24 (6,4) 13 (13,4)

111 7 (22,6) 2 (13,3)

* Teste Exato de Fischer. **Teste de Qui-quadrado. Foi considerado significativo valor de p< 0,05
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4.5 ANALISE DE SOBREVIDA

4.5.1 Analise de sobrevida global (SG) e livre de doenca (SLD)

A mediana da SG das pacientes foi de 64 meses. Em 24 meses, a SG das
pacientes foi 94,4%. (Figura 5). A mediana de SLD das pacientes foi de 62 meses. A

sobrevida livre de doenca das pacientes em 24 meses foi 92% (Figura 6).

Sobrevida Global

100+

504

Sobrevida (%)

0

0 12 24 36 48 60 72 84 96
Meses

Figura S - Curva de Sobrevida global (meses) de 61 mulheres com cincer de mama

triplo-negativo atendidas no Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP), 2011-2014. A

estimativa de sobrevida global foi calculada pelo método de Kaplan-Meier
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Figura 6 - Curva de Sobrevida livre de doenca (meses) de 61 mulheres com cancer de
mama triplo-negativo atendidas no Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP), 2011-

2014. A estimativa de sobrevida livre de doenga foi calculada pelo método de Kaplan-Meier.

4.5.2 Analise de sobrevida global (SG) e livre de doenca (SLD) entre os grupos
com idade <40 e > 40 anos

A mediana da sobrevida global das mulheres com idade <40 anos foi de 61
meses, enquanto a mediana de SG no grupo > 40 anos foi de 71 meses (p=0,033). Em
60 meses, sobreviveram 53,5% de mulheres com idade <40 e 67,3% com idade > 40
anos (HR:3,07; IC95% 1,08-8,65) (Figura 7).

Na analise da sobrevida livre de doenga entre os grupos, nao foram observadas

diferengas significativas (Figura 8).
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Figura 7 - Curva de sobrevida global (SG; meses) entre os grupos com cancer de

mama triplo negativos e idade < 40 e > 40 anos (Teste de log-rank. p=0,033). Hospital de
Cancer de Pernambuco (HCP), 2011-2014
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Figura 8 - Curva de sobrevida livre de doenca (SLD; meses) entre os grupos com

cancer de mama triplo negativos e idade <40 e > 40 anos (Teste de log-rank. p=0,286).
Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP), 2011-2014
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4.5.3 Analise de sobrevida global (SG) entre os grupos com idade < 40 e > 40
anos com expressio positiva de BRCA1 no ntcleo e citoplasma.

Na andlise da sobrevida global das mulheres com idade < 40 ¢ > 40 anos que
tinham expressio de BRCA1l no niticleo, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos. Nao foi possivel calcular a mediana (em meses) de SG
de ambos os grupos (Figura 9).

A mediana de SG das mulheres com expressao de BRCA1 no citoplasma do
grupo de idade < 40 foi de 61 meses e de 71 meses no grupo com idade > 40 anos
(p=0,014). Em 60 meses (5 anos), a SG foi 42,1% no grupo de mulheres < 40 anos ¢

72,3% com idade > 40 anos (HR: 2,99, 1C95% 0,966-9,29; Figura 10).

BRCA1/Nucleo
100 4 —— <40 anos
_%_I‘j_;‘_:_l_‘ —— > 40 anos
p=0,163

Sobrevida (%)
g

1 ] 1 ]
0 12 24 36 48 60 72 84 96
Meses

Sobrevida Global

Figura 9 - Curva de sobrevida global (SG; meses) das mulheres com cancer de mama
triplo negativo com expressao de BRCA1 no ntcleo, comparando os grupos com idade

<40 e > 40 anos (Teste de log-rank. p=0,163). Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP),
2011-2014.
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Figura 10 - Curva de sobrevida global (SG; meses) nas mulheres das mulheres com
cancer de mama triplo negativo com expressao de BRCA1 no citoplasma, comparando

os grupos com idade < 40 e > 40 anos (Teste de log-rank. p=0,014). Hospital de Cancer de
Pernambuco (HCP), 2011-2014

4.5.4 Analise de sobrevida livre de doenca (SLD) entre os grupos com idade <
40 e > 40 anos com expressio positiva de BRCA1 no ntcleo e citoplasma
Na andlise de SLD das mulheres com expressio de BRCA1 no nicleo e

citoplasma, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos com idade

<40 e > 40 anos (Figuras 11 e 12).
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Figura 11 - Curva de sobrevida livre de doenca (SLD; meses) nas mulheres com

cancer de mama triplo negativos com expressao de BRCA1 no nucleo, comparando os

grupos com idade < 40 e > 40 anos (Teste de log-rank. p=0,615). Hospital de Cancer de

Pernambuco (HCP), 2011-2014
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Figura 12 - Curva de sobrevida livre de doenga (SLD; meses) nas mulheres com

cancer de mama triplo negativos e expressao positiva de BRCA1 no citoplasma,

comparando os grupos com idade <40 e > 40 anos (Teste de log-rank. p=0,302). Hospital

de Cancer de Pernambuco (HCP), 2011-2014
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5 DISCUSSAO

Os tumores de mama TN constituem um subtipo molecular que apresenta
negatividade para os receptores de estrogeno (ER), receptores de progesterona (PR) e
HER2, acomete aproximadamente 15 a 20% de todos os canceres de mama (KREIKE
et al. 2007; FOULKES et al. 2010). Apresentam uma heterogeneidade molecular,
acometem frequentemente mulheres mais jovens, preferéncia étnica por descendentes
afro-americanas e hispanicas, apresentam estadio avangado ao diagndstico,
preferéncia por metastase visceral principalmente cérebro e pulmdo, além de
apresentarem menor tempo de recorréncia e sobrevida global (KREIKE et al. 2007,
KENNECKE et al. 2010).

O presente estudo teve como objetivo avaliar as frequéncias das caracteristicas
clinicopatoldgicas e da expressdo imuno-histoquimica de BRCA1 no cancer de mama
triplo negativo em mulheres jovens com idade menor que 40 anos. Esse grupo de
tumores € caracterizado pela falta de expressao de receptores de estrogeno, receptores
de progesterona e receptores HER2, representam 10 a 20% dos tumores de mama e
apresenta pior prognoéstico pela auséncia de terapia especifica (PEROU et al. 2000).
Os dados da nossa amostra corroboram com os dados mencionados na literatura com
relacdo as caracteristicas clinico-patologicas: os tumores TN sdo predominantemente
do tipo ndo especial (93,4%), apresentam grau histologico I1I (83,6%), tamanho do
tumor >2 cm (68,85%) (RAKHA et al. 2008; KIM et al. 2016; BRIANESE et al. 2018).

A média de idade ao diagnostico da amostra foi de 46 anos (25 — 64 anos), semelhante
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a média de idade entrada nos estudos de KIM et al. (2016), 47 anos em uma amostra
com 465 casos.

A média de idade ao diagndstico da nossa coorte de pacientes foi inferior a
média de idade na coorte estudada por BRIANESE et al. (2018) sendo de 51 anos (18
— 87 anos) e na coorte estudada por YEH et al. (2017) que observou média de idade de
59 anos (22 — 95 anos). Esse dado provavelmente se deve ao ponto de corte adotado
para esse estudo, de 65 anos de idade para definir “idoso” conforme delineado pela
Sociedade Internacional de Oncologia Geriatrica 2012 (BIGANZOLI etal. 2012; YEH
et al. 2017; BRIANESE et al. 2018; KOZAK et al. 2019).

Estudos tem mostrado uma forte relagdo entre cancer de mama triplo negativo
em mulheres jovens com mutagdes de BRCAL. ROBERTSON et al. (2012) observaram
em seus estudos que, 8 dos 103 casos de cancer de mama TN esporadicos apresentaram
mutagdo para BRCAIl e todas as mulheres tinham idade menor que 50 anos.
Concluindo que a frequéncia de mutagoes do BRCAL aumenta de 10% para 19% nas
mulheres com cancer de mama TN diagnosticadas antes dos 50 anos. BRIANESE et
al. (2018) em seus estudos com 131 pacientes de cancer de mama triplo negativo
verificaram que a alteracdo do BRCA1 foi um evento recorrente nas mulheres jovens
com cancer de mama TN esporadicos e hereditarios em mulheres brasileiras. Em 2013,
LIPS et al. também observou uma associacao entre tumores de mama TN e muta¢des
de BRCAL1, encontrando em quase 20% da amostra (ROBERTSON et al. 2012; LIPS
et al. 2013; BRIANESE et al. 2018).

MYLONA et al. (2014) observou da expressdo da proteina BRCAI intensa e
exclusiva apenas no nucleo do tecido mamario normal. Nas células tumorais, foi

observada coloragdo de BRCA1 no nucleo e citoplasma com intensidade heterogénea
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e pouco intensa. RAKHA et al. em 2008 encontrou forte expressao nuclear de BRCA1
na mama normal e expressao alterada (auséncia ou reduzida) no nicleo ou expressao
positiva no citoplasma de BRCA1 nos tumores. RIBEIRO-SILVA et al. (2005),
observaram marcag¢ao nuclear do BRCA1 no epitélio ductal e lobular normal, enquanto
0s carcinomas apresentaram tanto marcagdo nuclear quanto citoplasmatica em seu
estudo com cento e duas mulheres com cancer de mama esporadico (RIBEIRO-SILVA
et al. 2005; RAKHA et al. 2008; MYLONA et al. 2014).

CHEN et al. (1995), encontraram a proteina BRCA1 nos nucleos de células
epiteliais normais e citoplasma de células mamadrias malignas. NoOs também
verificamos coloragdo da proteina BRCA1 no nucleo e no citoplasma corroborando
com os resultados anteriores. Essa expressao alterada de BRCA1 no citoplasma foi
associada a outros parametros de pior prognéstico como idade ao diagnostico
(<40anos), grau histologico 3 e sobrevida global. A proteina BRCA1 codificada ¢
sintetizada no citoplasma da célula e transportada para o nucleo onde vai desempenhar
seu papel no reparo do DNA. Falha neste transporte pode justificar a presenga da
proteina no citoplasma celular e ser considerado um marcador de mau prognostico por
conta de seu papel crucial no reparo ao dano do DNA (CHEN et al. 1995; LEE et al.
1999; RIBEIRO-SILVA et al. 2005; RAKHA et al. 2008; MYLOMA et al. 2014).

Analisamos as curvas de sobrevida (global e livre de doenga) de toda amostra
de pacientes com tumor de mama TN verificamos uma SG de 66,3% e uma SLD 50%
em 60 meses, corroborando com os dados encontrados na literatura. Tumores de mama
TN apresentam menor sobrevida global e aumento de recorréncia de morte nos
primeiros 2 anos apds o diagnoéstico (LIN et al. 2012). Ao estratificarmos nossa

amostra de acordo com a idade, em mulheres com idade <40 e >40 anos, as mulheres
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jovens do nosso estudo t€m uma pior sobrevida global. Apresentam ainda um risco
relativo trés vezes maior de morrerem quando comparadas com as mulheres com
cancer de mama TN de maior idade no periodo de cinco anos. Nossos resultados de
analise sobrevida em pacientes triplo negativo seguem os dados encontrados na
literatura. As mulheres com mais de 40 anos ainda apresentam melhor SLD, porém
sem valor estatistico (LIN et al. 2012)

Na andlise de sobrevida global nas pacientes que expressaram a proteina
BRCAI1 no nucleo e citoplasma celular estratificado de acordo com a idade.
Verificamos que as pacientes com cancer de mama TN e expressao positiva de BRCA1
no citoplasma da célula com idade até 40 anos tem uma pior sobrevida com uma
mediana de SG de 61 meses quando comparadas as mulheres de maior idade que foi
de 71 meses. Apresentando uma média de risco relativo 2,99 maior de ndo
sobreviverem no periodo de cinco anos. Nossos resultados com as pacientes que
expressdo proteina BRCA1 no ntcleo da célula estratificado pela idade, também
mostra que as mulheres com mais idade t€ém uma maior SG no periodo de cinco anos
porem ndo encontramos associagdo. KIM et al. (2016), num retrospectivo com 492
casos de cancer de mama verificou em seu estudo uma pior taxa de sobrevida global
nos tumores com expressao reduzida de BRCA1 no nucleo quando comparado com os
tumores de expressao elevada, também observou correlagdo com alto grau histoldgico.
A proteina BRCALI estd envolvida em vérias fun¢des para manter a estabilidade do
genoma, a perda de sua fung¢do pode acarretar na resisténcia das células tumorais ao
mecanismo de apoptose induzida pela quimioterapia, o que em parte, pode explicar a
causa da baixa ou auséncia da expressdo da proteina BRCA1 estd associada ao pior

prognoéstico (YANG et al. 2001; KIM et al. 2016).



45

As andlises de SLD nas mulheres com expressao de BRCA1 no nucleo de
acordo com a faixa etaria demonstram uma tendéncia a melhor sobrevida no grupo das
mulheres com idade >40 anos quando comparadas as mais jovens, porém sem
relevancia estatistica. Resultados semelhantes foram encontrados quando analisamos
a expressdo da proteina BRCAT1 no citoplasma nos dois grupos de mulheres (>40 ¢
<40 anos). As mulheres mais jovens também apresentaram pior taxa de sobrevida livre
de recorréncia (43,1%) com mediana de 53 meses quando comparadas com as
mulheres com faixa etaria maior que apresentou uma taxa de sobrevida livre de
recorréncia de 60% com mediana de 62 meses no periodo de 5 anos, também ndo
encontramos significancia estatistica.

Nosso estudo teve algumas limitagdes, acreditamos que a casuistica foi
pequena, o que impossibilitou encontrar associagdo da idade de algumas caracteristicas
clinicopatoldgicas e de expressao da proteina BRCA1 nas mulheres mais jovens (<40
anos). Isso se deve ao fato principalmente a falta do correto preenchimento dos
prontuarios ¢ auséncia do material bioldgico no laboratério de patologia do HCP.
Porém nosso estudo foi realizado apenas com amostras oriundas da pega cirurgica,
minimizando vieses da representatividade do tumor, além das areas de tumor ter sido

selecionada por um patologista experiente.
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6 CONCLUSAO

Com o presente estudo, conclui-se:

o Existe associacdo positiva da caracteristica patologica Grau histologico I1I nos

tumores de mama triplo negativo nas mulheres com idade <40.

o A maior frequéncia de baixos niveis de expressio de BRCA1 (BRCA1Y) esta

associada as mulheres CMTN com idade <40 anos.

. As mulheres com diagnostico de cancer de mama TN com idade <40 anos,
apresentaram nesse estudo, uma associacdo com uma menor sobrevida global

em cinco anos e parecer estar associada a expressdo de BRCAI.

Com os resultados deste estudo, foi possivel mostrar que a idade <40 anos e a

expressdo de BRCA1 foram fatores de pior progndstico no cancer triplo negativo.
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Apéndice 1 - Dispensa do Termo de consentimento livre e esclarecido

MSPENSA D0 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDD

HOSFITAL DE CANCER DE FERNAMBUCO

DISPENSA DO TERMO DE CONSENTIMENTC LIVREE E ESCLARECTIN

Venho por melo desta informor oo Comité de Htien em Pesquism que o projelo de
pesquisa intitulodo: EXPRESSAD DO BRCAI EM CANCER DE MAMA TRIPLO
NEGATIVD E ASSOCIACOES  COM CARACTERISTICAS
CLINICOPATOLOGICAS, nfr uilimm o Termo de Consentimentn Livne @
Felarecido por que b pesquisa s renfiznds em preatudrio de poienizs. A antorn da
pesyuisn respuardi as dados pessoals dos pacienses ¢ infernar que cstes serio utilizados
npenns pirs alcanpar 08 ohistives do tmbhalbe exposto acima, inchuides s aplicacio na

lijeraturn chentificn especiatirdn ¢ apressmiaghio em oventos centlflcos,

Reciie, (5 s Moueo  deie
[}

Pesquisadior R-:q:m‘uﬁ.\'ci

cﬂﬂiﬁéﬂ
i s o 1




Apéndice 2 - Formulario Clinico

1. Identificacao:

N° do registro: N°

prontuario:

Idade ao diagnéstico: Data de nascimento: / /

Cirurgia:

2.Tratamentos:( ) Quimioterapia

() Radioterapia

3. Tempo de sobrevida:

Sobrevida livre de doenc¢a (dias): () Sim — tempo:

() Nao-tempo:

Recidiva local (ipsilateral): ( ) Sim

( )Nao Data:

Metastase a distancia: ( )Sim Data:

( )Nio Orgio:

Recidiva de cincer de mama contra-lateral: ( ) Sim Data:

Sobrevida Global (dias): Obito:

4.Aspectos do exame anatomopatologico - caracteristicas clincopatologicas.
Tipo histologico:
Grau histolégico
Staus linfonodal:
numero de linfonodos dissecados
numero de linfonodos com metastase
tamanho do linfonodo
Tamanho do tumor
Invasio angiolinfatica sim( ) nao( )

Invasao perineural sim( ) nao( )



5. Dados Imuno-histoquimico - expressao dos biomarcadores

Receptor de estrogeno Negativo () | Positivo () Intensidade ( %)

Receptor de progesterona | Negativo () | Positivo () Intensidade (%)

HER2 Negativo () | Positivo () escore (  )FISH:
Ki67 Intensidade ( %)
Pesquisadora:

Recife, de de 2017




Anexo 1 — Parecer consubstanciado do CEP/HCP

SOCIEDADE PERNAMBUCANA
DE COMBATE AO CANCER- W
spcc

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADCE DO PROJETO DE PESQUIZA

THulo da Pecquisa: Expressio Imuno-hisboguimica do BRCAT em cdncer de mama triplo negativo e
assoclagbes com caracteristicas clinicopaioidgicas.

Fecguisador: CIMTIA MARLS DA SILVA DUTRA
Arsa Tematioa:

Verclo: I

CAMAE: &52217T17.1.0000.5205

Inﬂl‘ll.llq!tl Proponsnis: 20CIE0ADE PERMAMELUCAMA DE COMBATE AQ CANCER -2PCC
Pabroolmsdor Prinolpal: Financiaments Sroprio

DADCE DO PARECER

Hamars do Parsoar: 2.06E. 717

Aprecentagdo do Projedo:

cancer de mama & a neoplasia de malor oComenda entre a5 mubenss &m palses desenvolvidos ou em
desenvoliimenio & pods levar a altas taxas de morbimordaldade. A dassHcacso molecular do carcnoma de
mama segunde o Pl manc-hisioguimios = baseada na avalacae dos seguinéss bloracadores:
recepiores de estmogens (RE) recephores de progesterona (AP SupEeypressas ou amplfcacso do fakor de
oresciments humana epidermico receptor-2 (HER2) & Indice de proifferacac celular K-67. Mulheres
diagnesticadas com cancer de mama tripic negative com Idade ate 40 anos apresentam uma malor
probabliidads de mutacap germinativa do BRCAT alem de cutes evenios somaticos que poder lewar
disfuncag do gene BRCAT, como o slenclaments genics devido a hipermesiacao do promodor deste gene
comparande com mulheres adma de 40 anos. O pressni= rabalhe =m come objetivo: avallar a assodacao
da =xpressac por Imunc-hilsoquimica da profelna BRCAT = as caracieristicas clinicopatologlcas =m
muikeres oom carcinoma de mama do subbpo molecular tripio negathive. © =stido Sera composto par
mulheres oo CANCEr 35 Mama friplo negativo. 3em realizads anailse de pronhiarios para oolets dos dados
cinicopatologicos & exame imunc-histoquimico. Em segulda, semd seiecdonados oS biecos de paina no
aboratoric de paloiegia do Hospkal de cdnosr de Pemambuco &

Enderegn: Ay e Cebugs, TouE

Halire:,  Bardn Amsao CEP. 30 D8=-0N
uf: PE Munisige: REGFE
Telwione: (BN 18008 Fax: (8121 P50 E-mall: copfhop orglb

g 71 38 (8



SOCIEDADE PERMAMBUCANA
DE COMBATE AO CANCER- W
SPCC

Corsrasls de Fecsar 208 T

encaminhados a0 laboratorio de Anatomia Patologica do AC Camargo Cancer Cenier pars revisao dios
casos. Nas amostras confirmadas como iriplc negative serSo reallzadas 35 Marcacoss por imuns -
hisioguimica para ERCA1. Dos aspecios morfologkos anali=sdos foram o graw hisiologlos, o status da
cadeia Infonodal, Invasao Infovascular & Invasao perineural & tamanho do famor.

Objetivo da Pecquica:

Cibjesivo Primario:

Avallar 3 assoclacac da expressac por Imunc-hilsioguimica da prot=ina BRCAT = as caracieristicas
clinicopatalogica em mulheres com carcinoma de mama do subtipo molecular triplo Regativo.
Cibjetivo Secundarioc

wAaliar 3 assocacas da expressao da proteina BRCAY &m mulherss com cartinomas d= mama tripio
negatvo ate 40 anos & acima de 40 ances;® Assoclar & expressa por Imunc-hisioquimica da proteina BRCA T
rom imdicadiores oinicopatoiogicos, tals comar tpo hishologico, grau Rishologico, Invasao angiolntatica,
tamanino do umor & stabes do gangllc Infalico em mulenes com carcinomas de mama riple eegative aie 40
anos & acima de 40 anos;" Anallsar a assoclacso do k=mpo de sobnevida Ihvre de doenca &m muleres com
cancer de mama tripio Regabivo com a expressao da proteina BRCAT &m mulheres abe £0 anos & makones
de 40 ances;* Anallsar & assodacac do tampo die sobrevida global em malenes com cancer de mamas riplo
negathmo com @ sYpressas da profeina BRCAT em mulher=s ais 40 anos = malores de 40 anos.

wAvallar a assoclacao da expressac da proteina BRCA1 em mulieres com cancinomas de mama ripio
negafivo abe 40 anos & acka de 40 ancss Assoclar a sxpresssn por manc-hisioguimics da profsina BRCAT
com indicadores clinlcopatoiogicos, tals coma: Hpo Risiologico, graw histalosgico, invasac anglolinf®atica,
tamaniho do umor & status 9o ganglio Infalico em mulfenes COM carcinomas de mama tripio negativo ate 40
anos e adma de 40 anos;" Anallsar a assoclacso do Empo de sobrevida e de doenics &m muleres com
cancer de mama tripio Regativo com a expressan da proteina BRICAT &m mulheres abe £0 anos & miakones
de 40 ancs;* Anallsar & assodacan do t=mpo de sobrevida global em malenes com oanosr de mama iphe
negathmo com @ sYpressas da profeina BRCAT em mulher=s ais 40 anos = malores de 40 anos.

Endenegn: Ay Unus Cebugd, TR0

Balinz. Herio Ao CEF. S0 D&-00
uf: PE Munisige: REGFE
Telsione: (g2 78008 Fax: [HI[30 2008 Eemall. cepliep op i
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SOCIEDADE PERNAMBUCANA
DE COMBATE AO CANCER- W
SPCC

Condraslc do Fecsar 20 7T

Avallapdo doc Ricooc & Banafloloc:

Riscos:

O presente =studo I/ anallsar os resultados dos exames de imunc-hisiogquimica & Risiopatologicos das
amosirs dos tumones do Gpo de cancer de mama Tripho Megativo. Portanio, o iscos senso minimos pars
35 pacianies, que SR o constrangiments quanio 3 lekura dos dados cliados & evenbusl parda ou SxTAVD
de laminas & blooos d= parafing &m sey desiocamenio do labomiono de paioiogls do Hosplal de cancer die
Pemambuco para o aborstcnio de Anatomila Fatologica do AC Cancer Cenber. Para minimizar tals dsoos o
maberiyl sers snviaco peio pesquisador responsavel. Respaiando os precelos aticos, sendo estes utizsdos
para = de pesquisa, nao haverdo publicacac do nome do pacients, ou gualsquer cutras formas de
denbficacas. Ficando estabelecido com 05 pesquisadorss a assinaturs do Termo de Confdenclalidsde dos
Pesquissdones, eyistindo ainda o risco de quebra deste por parke de alguns pesquisadons epoividos.
Eenefidos:

A presente pesgulss fem ocomo beneficlo, deteckar 3 expressac do BERCA1 & comslacionar com as
caracheristicas clinicopaiologicas &m mulisnes gue ADrEsEntam Carcinoma de mama do tpo riphs negatho
com ldade at= £0 anos & acima de 40 ancs usando @ tecnica de muno-histoguimica, a 9m do

mesma ser utiizado como robdna em Instiulcoes que abusm s snsa g onoologla. Compresndendo com
lzzo, o comportamanto biologics do tumor na defeccao do grau de agressividade & progrostcoo de
metashse agregando conhecimento cendfios sandindo como neferencls pars estudos posteriorss. E, atrawves
de eshudics fufturos anallsy a sobrevida Ihre de doenca.

Comentirioc o Conclderagdec cobne a Fecguica:
-4 pesquisa aborda um e abeal sobre 0 subfpo tripio Regativo do cnoer de mama = a possiblidace da
mum-;-h do BRCA1, abrindo fefura possblilidade de ra@amemnio

Conclderagdec cobra of Termos de aprecantagdo obrigabaria:
s barmos de apresenta; o obrigattna foram fomeckdos & conbenio:

Enderegn: Ax. U Cabugd, 1207

Halrme.  Hanin Amseo ICEPF 30 D400
uF: PE Munksige, HEOFE
Tebslore: (g1 s T-S008 Fax: (BTS00 E-mall: osptap oeg e
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SOCIEDADE PERNAMBUCANA

DE COMBATE AO CANCER- m"’“\“
SPCC

Coninuscic 43 Pamcer 1 000 797

~Tamna e autcrtzagio 0o U0 de ados 0o HCR,

-Temna de autcrtzagio do laboratono HOP & Hospital AC Camango,
-Tema de comflabildage dos pesquisadonss,

-Carta de anwencia HCP & AC Camamo, dspensa oo TCLE, Flcha da tiagem,
-Cronograma,

-Dmamenta.

Recomenda;iog:

3= recomendagies foram atendidas, conforme soilditagio do relaton.
CROMOGRAMA FOI ALTERADO

TERMO D@ PATOLOGIA APRESENTADD

MA METCDOLOGLA, FOI ESCLARECIDA O ENVIO DAS AMOSTRAS
RISCOS TAMBEM ESCLARECIDD

Cionciusies ol Pencdne3s & Lista de Inadequagies:

SEM PEMDEMNCIAS

Consloerajias Finals a critério do CEP:

2 Protocoio fol avallado na reunido oo CEP e esla APROVADD para nidar a
coleta g d300s. ITTOMTEmos Emoem que 3 APROVACAD DEFINITIVA do projetn 50 sard
dada apts 0 emvio da Molifcaglo com o Relabdno Final da pesquisa. ©
pesquisador deverd fazer o download do modslo de Relatoro Final pam

emdaHo via "Moffleagio”, pala Platafema Brasil,

Apis apreciagio dessa reiaidno, o CEP emitid novo Parecer Consubsianclado
definiivo peln sisiema Platalonma Brasll.

Informamos, alnda, que 0 pReqUisAtor deve SEsEMVOIVEr 3 pesquisa
CORFOMME delnaaca Nests protocold Sprovacky, excetn qUandD parcebear fs ou
dano no previsio 20 oluntano partispants fiem V.3, da Resoug o CHSMS
e 4EE1Z).

Endarogy: G Cabugd, 1567

Badrre St A CEF: oy (s (360

UF: PE Miifcdpla: RECIFE

Tebefone: & 7-E00E Fax: [B1)CHT-E008 E-mmall: ol L

Fgrm cace ®



SOCIEDADE PERMAMBUCAMNA,

DE COMBATE AQ CANCER- {w

SPCC

Contrusclc do Fececer 084 757

Ecte parsasr fol slaborads bacsado noG dosumentos abalio nelaolonados:

Tipo Dooumenin Arou e Aufor Siuagio
InformagBes Basicas| F8_| '\.IFDH.".'.'L",:EEE_E.‘!E ICAS DO_P Aredio
do Projeto ROJETO _SS5304.pd
Cutos. REESFOSTACEF pdf CINTIA MARLA DA Apsito

SALYVA DUTRA
Cutros TERMOPATOLOGIAHCR Jpg 02/0S2017 | CINTIA KARLA D A
155530 | BLVA DUTRA
Cronograma CRONOGRAMADAFES QUISA pd 02MSZ017 | CINTIA MARLA DA Aredio
15:84:14 | BLVA DUTRA
DEcIﬂ'ﬂ;HE de TERMOGONFIDENCIALIDADE pdf ZEMZ01T | CINTIA MARLA DA Aot
Pesguisadores 18:4551 | BLVA DUTRA
Cutos. CARTAAMUENC IAAC CAMAR GO pd! 2EMZ01T | CINTIA MARLA DA Apsito
18:4522 | BLVA DUTRA
Cutros TERMOLABHTP pdf 030272017 | TINTIA KARLA D A
181145 | 3LVA DUTRA
Ourtros TERMOLABACCAMARGD pdf 03372017 | CINTIA MARLA DA Aredio
181022 | SLVA DUTRA
Orcamento ORCAMENTC pdl 030372017 | CINTIA MARLA DA Apsito
73504 | BLVA DUTRA
Cutros FICHATRIWSEM. ot 030272017 | TINTIA KUARLA D A
11:38:15 | BLVA DUTRA
Feolha de Rosio FOLHARDSTO padf 020372017 | CINTIA MARLA DA Aredio
20:3533 | 3LVA DUTRA
Projeto Detalhado /| | FROJETODETALHADC g0y 02032017 | CINTIA MARLA DA Aot
EBrochura 20:28:49 | BLVA DUTRA
n :=r—nmr
TCLE F Termos de | DIEPEMEATCLE pdf 020372017 | CINTIA MARLA DA Aredio
AzzserEmenio |/ 202823 | BLVA DUTRA
Jusificatva de
Ausincia
Cutos CARTAAMUENCIAHCE pof 19002017 | CINTIA MARLA DA Areito
O0:28:14 | BLVA DUTRA
Coutros TERMOAUTUZODADDS Jog 18012047 | CINTIA MARLA DA At
181535 | BLVA DUTRA
Efuagdo do Parsoer:
Aprovado
Heoscclia Apreolagdo da FONEF:
LG
Enderegn: Ax. Unur Cabugs, 1287
Balme: Hanin Amo GEP: 50 045505
uF: FE Munisige:  RECIFE
Talwlone: (G030 T-5002 Fiis: [ 71 TS0 [ Tap—ra———

“ngraE ¢ (0




Anexo 2 — Parecer Consubstanciado do CEP/AC Camargo

AC.Camargo
Chictr Clrhar HOSPITAL A.C. CAMARGD — ™ Platalorma
CANCER CENTER

PARECER COMSUBSTANCIADO DO CEP
Elabarado pala Incittulpda Copartiolpants

DADCE DO PROJETD DE PEEQUIBA

Thuks da Pecquica: Evpressio imumo-histoguimica do SRCAT &m cARCEr d= mama tiplo nagathed &
assoclagles com caracheristicas clinicopaloiagicas.

Pecguicador: CIMTIA MASLA DA SILVA DUTRA

Arsa Temdtoa:

Vercho: I

CAAE: e5221717.1.3001.5432

Indrl:ul-}!n Proponsnies: FUNDACAD ANTONID PRUDENTE
Fabroolnedor Prinolpal: Financlamanto Erdprio

DADCE DO PARECER

Hamero do Parsoar: Z.6687.7T83

Aprecentagdo do Projedo:

Ver Parecer andetor nomens 2. 454,753 de 14 de feverein d= 2018
C'hjeiivia da Pecquica:

Ver Parecer andetor nomens 2. 454,763 de 14 de fevereim de 2018.
Avallagho doe Rico0s & Benaflolos:

Ver Parecer andetor nomens 2. 454,763 de 14 de fevereim de 2018.

Comentirios & Conclderaglas cobre 3 Fecguica:

Og pecquisadorss apresentaram as resposiys das pemndéncias cbservadas mo panscer anberior

1- Fol Informado gue a fonie fimanciadores sed & FAPEEP

2- Esclarecimento de que nlo serlo ulllizadas amostras do banco de tumores.,

3- Dab prevista para iniclo fol afieads para abril de 2018.

4 - O Hens resuitydos prefendides & previsio de ressarcimento - snconfrar al:emp!-:s- na sxpressio da
proieina BRCA &m mulheres oom ca de mama riplo negativo & associy-o com sobrevida. Sem previsho de
ressarcimento para os participaniss.

5 - ComeqSo do objeto de estudo - BRCA 1

& -.*.h..lalza;ln do documenio de c¥nca & compromeimenio da Anatomia Patolagica.

7 - Apresentagio do dooumento de aprovaclo peio CEF de Pemambuco.

B- Apresentado ongamenko Snancein esdmando o custo iotal em RE 2592,00.

oo Fousf Arriieia F 1
Balme:  Lierdade CEP: & Siea0d

P g Musnbchple:  HAD PALLD

Tlaiona |10 =500 Faxl [11E7E-00 E-mall: oep_hcanos@socemerge aeg b

Sangar U1 e 8



AL Camargo

ana®  HOSPITAL A.C. CAMARGO = Platbaformg
CANCER CENTER

Cantrumlc do Facear 8T 11

3- Expicacio de que esta pesquisa se consttul no projeto die mestrado da aluna, & QUE 0 MESMO0 &St &M
andarmento

10- Todos o5 ermos obrigatdrios foram revisados & reapreseniados.

14- O soores de HER I foram coemigidics: conforme obserasdo no parecsr anisrior

12- & cronograrma Tol ajusiado = reapresenizdo - a paiologsia responsdel Bm mnossy hsﬂtul-;iu serd a Dma
Mariana De Erod Andrade.

13-Esclarecimento de gue as rewisles das [Aminas Ja foram reallzadas pelo HCF & peio laborataro
Diagnostik em Sao Faulo.

14 - o5 criterios para classicacio dos tumores laminals B foram atualirzadios conforme a recomendagio do
parecer anenor.

15~ a palavra "ganglo™ iol subsifulda por Infiomoco.

1E- Esclar=cimanio de que os blocos ubizades serfo da blopsia ou da pErs orungla, confomm: a r:alln-;!u
de guimiofzrapia ne-adjuvante.

17 - O tempos verbals foram padronizados.

18- Afuakzrada a referdéncia confemplamdo a oliava Eﬂl;.h da AMCC.

Concideragdss cobre ob Termos de aprecantagdo obrigatara:
Vier Farecer anisnor aimen 2.454. 763 de 14 de fevereio de 2018.

Reoomsndagies:
Hio ha recomendapbes

Conolusies ou Pendénolas o Licta de Inadequagles:
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Anexo 2 — Classificagao TNM 8* edigao/AJCC

422 Pathological N (pN)
v

N Category N Criteria
pNX Regional lymph nodes cannot be assessed (e.g., not removed for patheological study or previously removed)
pNO No regional lymph node metastasis identified or ITCs only
pMNO{i+) ITCs only {malignant cell clusters no larger than 0.2 mm) in regional lymph node(s)
pMNO{mol+) Pasitive molecular findings by reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR); no ITCs detected
pN1 Micrometastases; or metastases in 1-3 axillary lymph nodes; and/or clinically negative internal mammary nodes
with micrometastases or macrometastases by sentinel lymph node biopsy
pM1mi Micrometastases (approximately 200 cells, larger than 0.2 mm, but none larger than 2.0 mm)
pMla Metastases in 1-3 axillary lymph nodes, at least one metastasis larger than 2.0 mm
pN1b Metastases in ipsilateral internal mammary sentinel nodes, excluding ITCs
pN1c pN1a and pN1b combined
pN2 Metastases in 4-9 axillary lymph nodes; or positive ipsilateral internal mammary lymph nodes by imaging in the
absence of axillary lymph node metastases
pN2a Metastases in 4-9 axillary lymph nodes (at least one tumor deposit larger than 2.0 mm)
pMN2b Metastases in clinically detected internal mammary lymph nodes with or without microscopic confirmation; with
pathologically negative axillary nodes
pN3 Metastases in 10 or more axillary lymph nodes;
or in infraclavicular (Level |1l axillary) lymph nodes;
or positive ipsilateral internal mammary lymph nodes by imaging in the presence of one or more positive Level |, 11
axillary lymph nodes;
or in more than three axillary lymph nodes and micrometastases or macrometastases by sentinel lymph node biopsy
in clinically negative ipsilateral internal mammary lymph nodes;
or in ipsilateral supraclavicular lymph nodes
pM3a Metastases in 10 or more axillary lymph nodes (at least one tumor deposit larger than 2.0 mm);
or metastases to the infraclavicular (Level Il axillary lymph) nodes
pM3b pMNla or pN2a in the presence of ctN2b (positive internal mammary nodes by imaging);
or pN2a in the presence of pN1b
pN3c Metastases in ipsilateral supraclavicular lymph nodes
Note: (sn) and (f) suffixes should be added to the N category to denote confirmation of metastasis by sentinel node biopsy or FNA/core needle
biopsy respectively, with NO further resection of nodes.

4212 Pathological N (pN)
v

N Category N Criteria
pNX Regional lymph nodes cannot be assessed (e.g., not removed for pathological study or previously remowved)
pNO No regional lymph node metastasis identified or ITCs only
pNO{i+) ITCs enly (malignant cell clusters no larger than 0.2 mm) in regional lymph node(s)
pNO(mol+) Positive melecular findings by reverse transcriptase pelymerase chain reaction (RT-PCR); no ITCs detected
pN1 Micrometastases; or metastases in 1-3 axillary lymph nodes; and/or clinically negative internal mammary nodes
with micrometastases or macrometastases by sentinel lymph node biopsy
pM1mi Micrometastases {approximately 200 cells, larger than 0.2 mm, but none larger than 2.0 mm)
pMla Metastases in 1-3 axillary lymph nodes, at least one metastasis larger than 2.0 mm
pN1b Metastases in ipsilateral internal mammary sentinel nodes, excluding ITCs
pMN1lc pN1la and pN1b combined
pN2 Metastases in 4-9 axillary lymph nodes; or pesitive ipsilateral internal mammary lymph nodes by imaging in the
absence of axillary lymph node metastases
pM2a Metastases in 4-9 axillary lymph nodes (at least one tumeor deposit larger than 2.0 mm)
pMN2b Metastases in clinically detected internal mammary lymph nodes with or without microscopic confirmation; with
pathologically negative axillary nodes
pN3 Metastases in 10 or more axillary lymph nodes;
or in infraclavicular (Level [l axillary) lymph nodes;
or positive ipsilateral internal mammary lymph nedes by imaging in the presence of one or more positive Level |, Il
axillary lymph nodes;
or in more than three axillary lymph nodes and micrometastases or macrometastases by sentinel lymph node biopsy
in clinically negative ipsilateral internal mammary lymph nodes;
or in ipsilateral supraclavicular lymph nodes
pM3a Metastases in 10 or more axillary lymph nodes (at least one tumor deposit larger than 2.0 mm);
or metastases to the infraclavicular (Level 11l axillary ymph) nodes
pN3b pMN1iz or pN2a in the presence of cN2b [positive internal mammary nodes by imaging);
or pN2a in the presence of pN1b
pMN3c Metastases in ipsilateral supraclavicular lymph nodes
Note: (sn) and [f) suffixes should be added to the N category to denote confirmation of metastasis by sentinel node biopsy or FNA/core needle
biopsy respectively, with NO further resection of nodes.




4.3 Definition of Distant Metastasis (M)
The terms pMO and MX are NOT valid categories in the TNM system.

Assignment of the M category for clinical classification may be ¢cMO, cM1, or pM1. Any of the M categories (cMO0, cM1, or pM1) may be used
with pathological stage grouping.

v | M Category M Criteria
cMO No clinical or radiographic evidence of distant metastases*
cMO(i+) No clinical or radiographic evidence of distant metastases in the presence of tumor cells or deposits no larger than
0.2 mm detected microscopically or by molecular technigues in circulating blood, bone marrow, or other
nonregional nodal tissue in a patient without symptoms or signs of metastases
cM1 Distant metastases detected by clinical and radiographic means
pM1 Any histologically proven metastases in distant organs; or if in non-regional nodes, metastases greater than 0.2 mm

* Note that imaging studies are not required to assign the cMO category
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included for prognostic staging with T2 N1, T3 N1 and T4 N1, respectively.
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2.  The prognostic value of these Prognostic Stage Growps is based on populations of persons with breast cancer that hawve been offered

and mostly treated with appropriate endocrine andior systemic chemotherapy (incleding anti-HER2 therapy).




