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DEATH, be not proud, though some have called thee
Mighty and dreadful, for thou art not so:

For those whom thou think'st thou dost overthrow
Die not, poor Death; nor yet canst thou kill me.

From Rest and Sleep, which but thy picture be,

Much pleasure, then from thee much more must flow;
And soonest our best men with thee do go—

Rest of their bones and souls' delivery!

Thou'rt slave to fate, chance, kings, and desperate men,
And dost with poison, war, and sickness dwell;
And poppy or charms can make us sleep as well

And better than thy stroke. Why swell'st thou then?
One short sleep past, we wake eternally,
And Death shall be no more: Death, thou shalt dig!

John Donne (1573- 1631)
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RESUMO

Arias VEA. Cinética celular em lestes proliferativas pré—malignas e
malignas do epitélio mamério — papel da apoptose, proteina bcl-2,
produto de oncogene HER-2/neu, proteinas reguladoras do ciclo celular
e proliferacdo celular: um modelo de progressdo de doenca. Sdo Paulo;

2002. [Tese de doutorado — Fundacdo Antonio Prudente].

O equilibrio entre proliferagdo celular e apoptose tem um papel fundamental na
homeostasia tecidual e alteragdes nesse equilibrio sdo importantes no
desenvolvimento e progressdo de neoplasias. Evidéncias epidemiolégicas indicam
que o carcinoma invasor da mama pode ser resultado de um fenémeno de multiplas
etapas iniciando-se em estados hiperplésicos do epitélio, passando pelo carcinoma in
situ. O presente trabalho estudou retrospectivamente o tecido mamario de pacientes
submetidas a mastectomia parcial ou total com diagnésticos de hiperplasia ductal
tipica (HT-20 casos), hiperplasia epitelial atipica (HA-15 casos), carcinoma ductal in
situ (CIS-20 casos) e carcinoma ductal infiltrante (CA-20 casos) utilizando métodos
para avaliagdo e quantificacdo de apoptose (TUNEL), proliferagdo celular e
expressdo de genes ligados ao ciclo celular (imuno-histoquimica). Os resultados
mostraram que tanto o indice de proliferac@o celular (IP) quanto o indice de apoptose
(IA) aumentam com a progressdo da lesdo epitelial (p<0,00001). Os IP observados
na HA e no CIS ndo mostraram diferencgas estatisticas (p=0,26), assim como os IP do
CIS e do CA (p=0,68). Em relagdo ao IA, houve diferenca estatistica entre os valores
observados no CIS e na HT (p=0,0002), mas ndo quando comparamos os valores
observados na HT e na HA (p=0,21) ou na HA e no CIS (p=0,35). O quociente IP/IA
foi calculado para se ter uma nog¢do de como a cinética celular influencia no
potencial de crescimento da lesdo. Os resultados mostraram diferengas estatisticas
entre os grupos (p<0,00001). Nao houve diferencas estatisticamente significativas
entre o grupo de HA ¢ o de CIS (p=0,17). No que se refere ao papel modulador das
proteinas associadas ao ciclo celular no IA e IP, encontramos correlagcdo positiva
entre a expressdo de oncoproteina c-erbB-2 e o IP e correlagdo inversa entre a
expressdo de proteina bcl-2 e o IA nas lesdes associadas a progressdo histologica do
cancer de mama. Assim, nossos resultados permitem concluir que ha um aumento
progressivo no IP e no IA a medida que a lesdo ductal mamaria evolui em dire¢fo ao
cancer. E possivel dizer que 0 mesmo acontece com o indice de renovagdo celular
(quociente IP/IA), pelo menos na progressdo histolégica até o carcinoma in situ. A
HA relaciona-se ao CIS do ponto de vista de cinética celular. O indice de
prolifera¢do celular correlaciona-se positivamente com a expressdo do produto de
oncogene Her2/neu (proteina c-erbB-2) enquanto que o indice de apoptose
correlaciona-se inversamente a expressdo da proteina bcl-2 ao longo da progressdo
histolégica desde a hiperplasia tipica ductal até o carcinoma ductal invasor.



ABSTRACT

Arias VEA. Cinética celular em lestes proliferativas pré—malignas e malignas
do epitélio mamario — papel da apoptose, proteina bcl-2, produto de oncogene
HER-2/neu, proteinas reguladoras do ciclo celular e prolifera¢ido celular: um
modelo de progressio de doenga [Cellular Kkinetics in proliferative
premalignant and malignant lesions of the mammary epithelium — roles of
apoptosis, bcl-2 protein, HER-2/neu oncogene product, cell cycle associated
proteins and cell proliferation: a model for disease progression]. Sio Paulo;

2002. [Tese de doutorado — Fundagio Antonio Prudente].

The balance between cell proliferation and apoptosis plays a fundamental role in
tissue homeostasis. Disruptions in this balance are important in tumor development
and progression. Epidemiologic evidence indicates that invasive breast cancer may
result from a multiple stage phenomenon begining in hyperplastic states of the
epithelium, passing by in situ carcinoma. We studied retrospectively tissues with
usual breast duct hyperplasia (HT-20 cases), atypical ductal hyperplasia (HA-15
cases), in situ ductal carcinoma (CIS-20 cases) and invasive breast carcinoma (CA-
20 cases) using methods for evaluating and quantifying apoptosis (TUNEL), cell
proliferation and the expression of «cell cycle associated genes
(immunohistochemistry). The results showed that both cellular proliferation index
(TIP) and apoptosis index (TIA) increase with the progression of the epithelial lesion
(p<0,00001). The IPs observed in HA and in CIS did not show statistical differences
(p=0,26), as well as those seen in CIS and CA groups (p=0,68). Regarding the IAs,
there were statistically significant differences among the values observed in CIS and
in HT (p=0,0002), but not when we compared the values observed in HT and in HA
(p=0,21) or in the HA and in CIS (p=0,35). The IP/IA ratio was calculated in order to
evaluate how cell turnover affects the growth potential of the lesion. The results
showed statistically significant differences among the groups (p<0,00001). There
were not statistically significant differences between the HA group and the CIS
group (p=0,17). With regard to the modulating role of the cell cycle associated
proteins on the IA and IP, we found a positive correlation between the IP and the
expression of the c-erbB-2 and a inverse correlation between bcl-2 protein expression
and IA among the lesions associated with the histologic progression to breast cancer.
We conclude that there is a progressive increase of both the IP an IA as the epithelial
breast duct lesion evolves to invasive cancer. It is possible to say that the same
happens with the cell turnover (IP/IA ratio), at least in the preinvasive lesions. With
regard to cell kinetics both HA and CIS are related lesions. The IP correlates
positively with the expression of HER2/neu oncogene product (c-erbB-2protein)
while IA correlates inversely to the expression of the bcl-2 protein along the
histologic progression from usual ductal hyperplasia to invasive breast cancer.



1. INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

1.1. AS LESOES PROLIFERATIVAS BENIGNAS E PRE-MALIGNAS
DO EPITELIO DUCTAL DA MAMA, O RISCO RELATIVO PARA
DESENVOLVIMENTO DE CANCER, SUAS INTER-RELACOES
MORFOLOGICAS E EVIDENCIAS PARA UM MODELO DE

PROGRESSAO DE DOENCA

A necessidade de se melhorar acdes clinicas e laboratoriais para
a identificacdo das mulheres com alto risco de desenvolver cancer de
mama ¢ conseqiiéncia do aumento da freqiéncia desta doenca,
principalmente nos paises ocidentais (BODIAN et al 1993; SHIRLEY
1999). Dai, pode-se dizer que ¢ critica a necessidade de
desenvolvimento de métodos de estudo para melhor compreensio dos

mecanismos patogenéticos da doenca.

O termo lesdes proliferativas do epitélio mamario pode ser fonte
de confusido desde que ndao ha um sistema especifico e claro que as
classifique, havendo uma tendéncia a utilizacido de termos
exclusivamente descritivos. Um sistema de classificacdo destas lesoes

deveria considerar: 1) o risco histolégico de progressido para cancer



mamario associado a cada uma das lesdes benignas e pré-malignas, 2)
a correlacio com os aspectos radiologicos e 3) a decisdo terapéutica
inerente ao diagnostico (BODIAN et al. 1993; ZAFRANI e VINCENT-
SALOMON 2000). BODIAN et al. (1993) definiram que cada lesdo
proliferativa pode ser categorizada em padrdes diferentes de acordo
com sua apresentacao morfolégica, um padrido proliferativo e um
padrio diagnéstico. No primeiro, a lesdo ¢ considerada
quantitativamente em relacdo ao numero de células ou camadas
celulares que a compdem. No segundo, a lesdo é considerada segundo
critérios anatomopatologicos descritivos. Uma lesdo benigna do padrao
proliferativo, por exemplo, pode encaixar-se em qualquer das
categorias diagnosticas benignas do padrio diagnostico (tabelas 1 e 2).
No presente trabalho, as lesdes epiteliais ductais de interesse sdo a
hiperplasia ductal moderada e exuberante, a hiperplasia ductal atipica
o carcinoma intraductal e o carcinoma ductal infiltrante. Nesta parte
introdutéria serdo discutidos aspectos morfolégicos assim como o0s

modelos de progressio para malignidade.

Inicialmente, vale a pena comentar sobre as chamadas
alteracdes fibrocisticas do tecido mamario. Consideradas lesodes
minimas nio associadas ao desenvolvimento de cancer representam

respostas teciduais exageradas a altera¢oes hormonais (HUGHES et al.



1987). Tais alteracdes sido representadas pela transformacdo cistica
ductal, associada ou nfao a metaplasia apocrina, e pela adenose, que
corresponde a proliferacdo de um, varios ou todos os componentes do
l6bulo mamario, isto é, células epiteliais e mio—epiteliais dos 4cinos,
canaliculos intralobulares e tecido conectivo especializado. Nessas
alteracdes podem—se perceber aspectos de esclerose lobular, adenose
simples ou de metaplasia de células cilindricas (ELLIS et al 1998;
ZAFRANI e VINCENT-SALOMON 2000). Fibrose do tecido conectivo
especializado e ndo especializado pode ocorrer em variadas

proporc¢des.

Em relacdo aos estados hiperplasicos do epitélio mamario,
embora a classificacdo da Organizagdo Mundial da Saude em 1981
(W.H.O., 1982), tenha aceitado nomear hiperplasia dos lébulos e dos
ductos mamarios de acordo com localizacdo da lesio em uma ou outra
estrutura, mais recentemente, a literatura tem associado a
denominag¢do ao padrio de crescimento da lesdo (PAGE e ANDERSON
1987; TAVASSOLI e NORRIS 1990; ROSEN 1993, 1997; JENSEN e
PAGE 1998). Assim, o termo hiperplasia ductal refere—-se a um
aumento no numero de células com padrdo ductal que tende a dilatar

0s canais mamarios. Essas lesdes podem comprometer o tecido de



5. Carcinoma intraductal ou invasivo

4. Neoplasia lobular/ Carcinoma lobular in situ

3. Hiperplasia epitelial com atipia em l6bulos ou ductos
3c. atipia severa
3b. atipia moderada
3c¢. atipia discreta

2. Hiperplasia sem atipia em ductos ou lobulos mamarios

1. Auséncia de hiperplasia ductal ou lobular

Tabela 1 Padrdes de proliferacdo do epitélio mamario segundo Bodian ef al. Cancer
1993, 71: 3896-907.

V. Papiloma intraductal (solitario ou multiplos) e adenose (esclerosante, exuberante,
microglandular ou tumoral)

IV. Adenose
Ivb. Adenose esclerosante
Ive. Outros tipos de adenose
I1Ib. Papiloma intraductal solitario ou multiplos
[ITa. Papilomatose (esclerosante ou do mamilo)
I1. Cistos (cistos macro e microscopicos ou metaplasia apocrina)

I. Todas as outras lesdes (incluindo fibrose, ectasia ductal e metaplasia escamosa)

Tabela 2 Defini¢des dos padroes de diagnéstico das lesdes do epitélio mamario segundo
Bodian ef al. Cancer 1993, 71:3896-907.



forma focal ou extensa, apresentando inclusive microcalcifica¢des.
Para fins de classificacio, toma-se como referéncia o nimero de
camadas celulares. Desta maneira, hiperplasia ductal discreta refere—
se a uma lesdo proliferativa com 3 a 4 camadas de células, hiperplasia
ductal moderada a uma lesdo com 5 a 6 camadas de células
superpostas e hiperplasia exuberante a uma lesdo com mais de 6
camadas de células superpostas (PAGE e ANDERSON 1987; JENSEN e
PAGE 1998). Segundo os critérios de PAGE e ANDERSON, hiperplasia
ductal sem atipias ¢ representada por células com niuicleos ovoéides ou
alongados com cromatina finamente granulosa que se arranjam
irregularmente em formacdes vorticilares ou concéntricas (PAGE e
ANDERSON, 1987; FITZGIBBONS et al, 1998). Pode haver um
aspecto sincicial porque os limites citoplasmaticos sdo mal definidos e
os ntcleos tendem a se sobrepor. O crescimento celular se faz em
direcdo a luz ductal com formacdo de lumens secundarios em forma de
fenda localizados predominantemente na periferia dos ductos
envolvidos. Nas por¢des periféricas dos ductos envolvidos ha células
mio—epitelials que expressam os antigenos proteina S-100, actina
musculo-especifica (HHF-35) e actina a de musculo liso (RAJU et al.

1990; JENSEN e PAGE 1998). Ao exame imuno-histoquimico, as



células epiteliais hiperpléasicas se coram fraca, mas consistentemente,

para proteina S-100 (RAJU et al. 1990).

A definicdo de hiperplasia ductal atipica é fonte de discussdo e
se baseia em critérios qualitativos e quantitativos. PAGE et al (1985) a
definem qualitativamente como uma lesdo que “apresenta algumas das
caracteristicas das lesdes reconhecidas como carcinoma i Sifu, mas
nao todas”. Ainda, um critério quantitativo é utilizado caso todas as
caracteristicas de um carcinoma in situ estiverem presentes na lesdo.
Isto é, se estas caracteristicas estiverem presentes em até dois
espacos ducto—lobulares separados elas ainda devem ser classificadas
como hiperplasia atipica. Porém, se a lesdo for mais extensa, ela deve
ser classificada como carcinoma in situ. TAVASSOLI e NORRIS (1990)
descreveram hiperplasia ductal atipica como uma lesdo em que as
células proliferadas apresentam atipia citolégica semelhante as
apresentadas pelas células de uma das formas nido necrosantes de
carcinoma intraductal, porém sem o padrdo arquitetural observado
naquelas lesdes. O critério quantitativo minimo além do qual a lesio
seria considerada carcinoma in situ utilizado por esses autores nas
lesdes atipicas é um didmetro conjugado total de 2mm. Atividade
mitotica e hipercromasia nuclear nio foram incluidas na consideracio

dos critérios de hiperplasia epitelial ductal atipica. Necrose somente



teria importancia como critério para diferenciar hiperplasia atipica
ductal de carcinoma intraductal naquelas lesdes com aspecto geral de
carcinoma intraductal, mas com tamanho limitado. Assim, se estas
lesdes apresentam necrose, devem ser consideradas carcinoma
intraductal (LININGER e TAVASSOLI 1997; TAVASSOLI 1998). PAGE
e ROGERS (1992) publicaram critérios combinados, cito e histologicos
para o diagnoéstico de hiperplasia (_iu(:tal atipica do epitélio mamario.
Mais recentemente, os critérios sofreram alteracdes. PAGE ef al
(1996), utilizaram 3mm como tamanho minimo de carcinoma
intraductal. Os critérios do “Armed Forces Institute of Pathology”
(AFIP) foram atualizados, indicando que qualquer que fosse o tamanho
da lesdo, esta seria diagnosticada como carcinoma intraductal se
apresentasse alto grau citologico (LININGER e TAVASSOLI 1997;
TAVASSOLI 1998, 1999). Em resumo, hiperplasia ductal atipica do
epitélio mamario ¢ uma lesdo pouco freqiiente e pequena que pode
coexistir com outras lesdes proliferativas do epitélio mamario tais
como alteragdes fibrocisticas, lesdes esclerosantes ou papilomas
(ELLIS et al. 1998; SHIRLEY 1999) e que apresenta caracteristicas
citologicas de carcinoma intraductal de baixo grau localizada em meio
a uma proliferacdo epitelial exuberante e que tende a reter as
caracteristicas arquiteturais da hiperplasia epitelial ductal sem atipias,

ou entio uma lesio com todas as caracteristicas de um carcinoma



intraductal de baixo grau, mas quantitativamente limitada em extensao

(LININGER e TAVASSOLI 1997).

A imprecisio dessas definicdes e a baixa prevaléncia de
hiperplasia ductal atipica, ie, 3,6% na era pré—-mamografica (PAGE et
al. 1985) e 10% na era pos—mamografica (RUBIN et al 1988), podem
ser responsaveis pelo baixo grau de concordancia diagnoéstica entre os
patologistas em relacdo a esta lesdo. Estudos desenhados para
verificar a variabilidade interobservador em relacdo a tal diagnoéstico
demonstraram indices de concordancia pouco aceitaveis, com valores
de teste kappa variando entre 0,25 e 0,38 (ROSAI 1991; SLOANE et al.
1994, 1999; PALLI et al 1996; ELSTON et al. 2000). Ao contrario
desses estudos, nos quais nido houve tentativa de padroniza¢do dos
critérios, SCHNITT et al (1992) estudaram a variabilidade
interobservador ap6s promover um treinamento prévio fazendo circular
entre os participantes os critérios adotados (tabela 3) e um conjunto
de laminas de estudo. Os resultados foram animadores com teste
kappa altamente significante (p<0,0001), demonstrando que é possivel
atingir-se boa concordancia entre patologistas no diagnostico de
hiperplasia ductal atipica ductal da mama desde que haja critérios
claros e treinamento adequado. Ainda, para tentar diminuir a

variabilidade interobservador no diagnoéstico de hiperplasia ductal
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atipica alguns autores descreveram utilidade do exame imuno-
histoquimico para pesquisa de citoceratinas de alto peso molecular
(clone 34BE12). Seus resultados demonstraram forte positividade para
esse marcador em virtualmente todos os casos de hiperplasia ductal
exuberante sem atipias. A maioria dos casos de hiperplasia ductal
atipica foram negativos ou fracamente positivos (RAJU et al 1990;

MOINFAR et al. 1999).

Carcinoma intraductal, ou carcinoma ductal in sifu, pode ser
definido como uma proliferacio epitelial com caracteristicas citologicas
de malignidade localizada no parénquima mamaério e que se diferencia
do carcinoma invasivo pela-auséncia de invasdo além dos limites da
membrana basal (ELLIS et a/ 1998; TAVASSOLI 1998). Na verdade
trata—se de um conjunto heterogéneo de lesdes com aspectos
morfologicos e comportamentos clinicos variados, que podem ser
medidos em relacdo ao indice de recidiva local como lesdo intraductal
ou como carcinoma invasivo. Requisitos minimos para diagnostico de
carcinoma intraductal s3o, segundo o AFIP, comprometimento
completo de pelo menos um ducto por uma proliferacdo celular de

padrdo papilifero ou cribriforme com valor agregado de no minimo

2mm (TAVASSOLI 1998).
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1. Hiperplasia exuberante sem atipia contém células em formagdes enoveladas com nucleos
de distribuigdo forma irregular. Os espagos intercelulares estdo distribuidos mais
centralmente.

2. Carcinoma ductal in situ (padrio nio comedocarcinoma) apresenta populagdo de células
regularmente distribuidas com nucleos uniformes, caracteristicamente monoclonal,
agrupadas dentro do espaco delimitado pela membrana basal.

3. Hiperplasia ductal atipica exibe a populagdo celular descrita acima para o carcinoma
ductal in situ de padrio ndo comedocarcinoma em pelo menos parte do espago ductal.
Geralmente a segunda populagdo de células estd constituida por células polarizadas como
aquelas vistas no epitélio mamario na posi¢do luminal logo acima da membrana basal.

4. Quando houver dividas entre a hiperplasia ductal atipica e o carcinoma intraductal, usar a
designacdo mais benigna.

5. Para qualificar-se como hiperplasia ductal atipica (para se contrapor ao diagnéstico de
hiperplasia epitelial tipica exuberante), a populagéo de células alteradas geralmente tem, mas
ndo sempre, nicleos hipercromicos.

6. Para caracterizar-se hiperplasia ductal atipica (para se contrapor ao diagnéstico de
hiperplasia epitelial tipica exuberante), uma “ponte” celular deve estar constituida por uma
populagdo pelo menos seis ou sete células alteradas. Esta é uma indicagdo do menor nivel
diagnostico de hiperplasia ductal atipica.

Tabela 3 Critérios de Page para avaliacdo de lesdes proliferativas do epitélio ductal da
mama. Schnitt et al. AJSP 1992, 16:1133-43.



Esta lesdo tem sido mais estudada na tultima década apés a
generalizacdo da utilizagdo da mamografia como teste de triagem
populacional. Assim, houve um aumento na sua incidéncia de
aproximadamente 1-5% de todos os tumores maméarios na era pré-
mamografica para 15 a 40% na era pos—mamografica (ELLIS et al

1998; TAVASSOLI 1998; SIGAL-ZAFRANI 2000).

A heterogeneidade morfologica do carcinoma intraductal torna
dificil a sua classificacio (LENNINGTON et al 1994).
Tradicionalmente utiliza-se o padrido arquitetural da lesdo para este
fim. Os tipos mais comuns sio o comedocarcinoma, o papilifero, o
micropapilifero e o so6lido. Outros padrdes como o carcinoma
intraductal de células claras, o de células em anel de sinete, o
intracistico, o neuroenddcrino e o cistico—hiperssecretor sdo raros
(ELLIS et al. 1998; SIGAL-ZAFRANI 2000). O valor deste tipo de
classificacdo tem sido posto a prova. BADVE et al (1998), em um
estudo caso—-controle utilizando 141 pacientes com até 20 anos de
seguimento apés resseccido local do tumor, ndo encontraram relacio
entre padrdo arquitetural da lesdo e a probabilidade de recidiva local.
Além disso, este tipo de classificagdo ¢ pouco reprodutivel. Enquanto o

diagnoéstico de carcinoma intraductal é relativamente imediato, com
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valores de teste kappa para concordancia interobservador variando
entre 0,69 a 0,87 (PALLI et al. 1996; SLOANE et al. 1999; ELSTON et
al. 2000), a subclassificacido do tumor utilizando-se o padrédo
arquitetural como critério atinge valores de kappa tdo baixos quanto

0,23 (SLOANE et al. 1994).

Outros critérios foram testados na busca por uma classificacdo
que tenha valor prognéstico e que seja reprodutivel. O grau nuclear, o
padrio de necrose, o padrio de polarizacio celular, fibrose,
circunscri¢do e tamanho foram considerados (LAGIOS 1990; OTTESEN
et al. 1992; HOLLAND et al. 1994; SILVERSTEIN et a/l 1995; LAGIOS
1995; TAVASSOLI 1999;). Alguns autores tentaram verificar ainda o
significado prognoéstico da associac¢do de alguns destes critérios com a
morfologia (POLLER et al 1994). LAGIOS (1995) estudou pacientes
tratadas com cirurgia conservadora, sem radioterapia, seguidas por 10
anos em média. Houve recorréncia local em 32% das pacientes cujo
tumor apresentou alto grau nuclear e em 10% daquelas cuja neoplasia
era constituida por células de grau nuclear intermediario. As doentes
com tumor de baixo grau nuclear ndo apresentaram recidiva tumoral.
Outro estudo (SILVERSTEIN et al. 1995) dividiu as pacientes em trés
grupos segundo o grau nuclear e o tipo de necrose da lesdo. O grupo

de pacientes com lesdes “ndo alto grau nuclear”, sem necrose,
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apresentou recidiva tumoral em 3,8% dos casos; No grupo de
pacientes com lesdes “ndo alto grau” que apresentavam necrose,
houve recorréncia local em 11,1% dos casos. Finalmente, no grupo das
pacientes com lesdes de alto grau nuclear, 26,5% apresentaram
recidiva local. O indice de sobrevida livre de doenca em 8 anos foi de
93% para o primeiro grupo, 84% para o segundo e 61% para o terceiro
grupo (p50,05). Estes resultados mostraram que o grau nuclear,
associado ao tipo de necrose, apresenta valor preditivo para
recorréncia local (SHOCKER e SLOANE 1999). Fatores como
arquitetura, polarizagdo celular e comedonecrose parecem nao
acrescentar utilidade ao grau nuclear. O tipo de recidiva, isto é, se
esta serd como carcinoma in Sifu ou como carcinoma invasor, ndo esta

relacionado ao grau nuclear (BADVE et al 1998).

A questdo sobre o risco de desenvolvimento de cancer a partir
de lesbes benignas do epitélio maméario tem sido objeto de amplo
debate na literatura (PAGE 1986; CARTER et al 1988; BODIAN et al.
1993). Historicamente, dois conceitos até certo ponto opostos tém sido
colocados (ROSAI 1991). O primeiro coloca uma linha diviséria nitida
entre as varias formas, demarcando precisamente hiperplasia e
carcinoma I situ, sem definir lestes intermediarias (AZZOPARDI

1979). A segunda linha de pensamento aceita o conceito de hiperplasia
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atipica como lesdo intermediaria, de gravidade fronteirica entre a
hiperplasia tipica e o carcinoma intraductal (PAGE 1986, TAVASSOLI

e NORRIS 1990).

Na reuniio do “Cancer Committee of the College of American
Pathologists” em 1985 (HUTTER 1986), lesdes chamadas de doenca
fibrocistica mamaria foram separadas em trés categorias, dependendo
do aspecto morfologico e do risco relativo de desenvolvimento de
neoplasia maligna em estudo caso-controle: categoria I, lesdo ndo
proliferativa do epitélio mamario, risco zero; categoria II, hiperplasia
exuberante, solida ou papilifera, risco baixo (1,5 a 2x); categoria III,
hiperplasia atipica ductal ou lobular, risco moderado (5x). Mais tarde,
foi adicionada uma categoria a mais (PAGE 1986), ou seja, o carcinoma
in situ lobular ou ductal, com alto risco (8-10x). Os dados foram
atualizados em 1998 (FITZGIBBONS et al 1998) tendo sido
acrescentados resultados de outros estudos que geralmente
endossaram este tipo de categorizacio (quadro 1). A nog¢fo de risco
histolégico de desenvolvimento de cancer mamario esta mais associada
a hiperplasia atipica como discutido a seguir. DUPONT et al (1993)
verificaram um risco relativo de 4,3 nas pacientes com hiperplasia
ductal atipica estudando uma coorte de 15.161 pacientes do “Breast

Cancer Detection Demonstration Project” (BCDDP) com seguimento
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de 5 anos e BODIAN et al. (1993) verificaram um risco relativo de 3,9

(p<0,02) em um grupo de 1799 pacientes e seguimento de até 20 anos.

Fatores como histéria familiar de cancer mamario, idade e lesdes
teciduais associadas podem modificar o risco relativo para cancer
mamario em mulheres com hiperplasia atipica ductal. Uma histoéria
familiar de cancer em parentes de primeiro grau praticamente dobra o
risco (DUPONT e PAGE 1985; FITZGIBBONS et al 1998). Por
exemplo, uma historia familiar positiva em paciente com hiperplasia
atipica ductal faz com que seu risco relativo para desenvolvimento de
cancer mamario seja semelhante ao de uma doente com carcinoma
intraductal. Em relacdo a idade, um estudo prospectivo encontrou um
risco relativo de 6 vezes em pacientes com hiperplasia ductal atipica e
menos de 46 anos, de 3,7 em pacientes na faixa etaria de 46 a 55 anos
e 2,3 em pacientes com idade maior que 55 anos, quando comparadas
a mulheres normais (CARTER et a/ 1988). Outro estudo prospectivo,
caso—controle, que incluiu 121 casos de pacientes com hiperplasia
ductal atipica e 488 controles verificou um risco relativo de 5,9 em
pacientes na pré-menopausa contra um risco relativo de 2,3 em
pacientes menopausadas (LONDON et al 1992). Quanto a presenca de
lesdes histologicas associadas na mesma biopsia, JACOBS et al. (1999)

demonstraram que a presenca de cicatriz radial praticamente dobra o
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risco de desenvolvimento de cancer quando é considerada qualquer
lesio proliferativa do epitélio mamario, o que ainda aumenta se houver
mais de uma area de cicatriz. Entre as mulheres com hiperplasia
atipica, a presenca de cicatriz radial aumentou o risco em 70%. Em
uma serie de 20 casos de papilomas intraductais com hiperplasia
atipica e/ou carcinoma intraductal, os autores verificaram que 12 eram
multiplos e, destes, 5 evoluiram para neoplasia maligna invasiva ou in
situ na mama ipsi ou contralateral e sugeriram que pode haver risco

aumentado de desenvolvimento de cancer mamaério nestas condicdes

(RAJU e VERTES 1996).

Considerando que o risco absoluto para desenvolvimento de
cancer mamario nas mulheres com hiperplasia ductal atipica do epitélio
ductal é de 10 a 15%, que esse risco se aplica a ambas as mamas e
que o mesmo cai 10 anos ap6s o diagnostico inicial, conclui—se que, do
ponto de vista epidemiolégico, hiperplasia ductal atipica deve ser
considerada mais como um marcador de probabilidade de
desenvolvimento de cancer do que uma doenca precursora verdadeira.
JA& o carcinoma intraductal, dadas as suas caracteristicas
epidemiologicas, a saber: risco absoluto de 25 a 40%, risco persistente

nos vinte anos subseqiientes ao diagnoéstico e o desenvolvimento de
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Sem Risco Aumentado
Mulheres que apresentam as seguintes lesdes ndo apresentam risco maior de
desenvolver cincer mamario em relagdo aquelas que nunca foram biopsiadas:

Adenose (outras que ndo adenose esclerosante)

Ectasia ductal

Fibroadenoma sem caracteristicas complexas

Fibrose

Mastite

Hiperplasia discreta sem atipias

Cistos comuns (macro ou microscopicos)

Metaplasia ap6crina simples (sem associagdo a hlperplasla ou adenose)
Metaplasia escamosa

Discreto aumento no risco relativo (1,5 a 2 vezes)
Mulheres que apresentam as seguintes lesdes apresentam discreto aumento no risco
de desenvolver cancer mamario em relagdo aquelas que nunca foram biopsiadas

Fibroadenoma com caracteristicas complexas
Hiperpasia moderada ou exuberante sem atipias
Adenose esclerosante

Papiloma solitario sem hiperplasia atipica associada

Moderado aumento no risco relativo (4 a 5 vezes)
Mulheres que apresentam as seguintes lesdes apresentam moderado aumento no risco
de desenvolver cancer mamadrio em relagé@o aquelas que nunca foram biopsiadas

Hiperplasia atipica ductal
Hiperplasia atipica lobular
Alto risco relativo (8 a 10 vezes)
Mulheres que apresentam as seguintes lesdes apresentam acentuado aumento no
risco de desenvolver cdncer mamario em relagfio aquelas que nunca foram biopsiadas

Carcinoma intraductal
Carcinoma lobular in situ

Quadro 1 Risco relativo para carcinoma invasivo da mama com base nos achados

histopatolégicos benignos do tecido mamario. Fitzgibbons ef al. Arch Pathol
Lab Med 1998, 122:1053-5.
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neoplasia invasora na mama ipsilateral, pode ser considerado um

precursor verdadeiro do cancer mamario (SHIRLEY 1999).

Dadas as evidéncias epidemiolégicas e os problemas clinicos
inerentes a conducdo de casos isolados de hiperplasia atipica e
carcinoma intraductal, parte da atencdo relativa a essas lesdes e as
neoplasias invasivas do epitélio mamario foi direcionada a elucidacdo
da histéria natural da doenca. Viarios autores, embora aceitem a
possibilidade de que pelo menos alguns exemplos de carcinoma
invasor do epitélio ductal da mama se origine de novo, testaram a
hipétese de que a carcinogénese ductal mamaéaria segue um continuo
passando de estados hiperplasicos do epitélio a transformacio
neoplasica pré—invasiva e finalmente ao carcinoma invasor plenamente
desenvolvido (MARIUZZI et al. 1994; DAWSON et al. 1996; GUPTA et
al. 1997; LAKHANI 1999; RUIZ et al. 1999; SHIRLEY 1999). Para tal,
diferentes metodologias, tais como métodos em animais de

experimentacdo, métodos morfométricos e de biologia molecular foram

utilizados (LAKHANI 1999).

DAWSON et al (1996) desenvolveram uma linhagem celular da
mama humana denominada MCF10AT, derivada da transfeccdo da
linhagem celular MCF10A com o oncogene c-Ha-ras, que apresenta

capacidade de reproduzir a provavel seqiiéncia da histéria natural do
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cancer mamario, desde hiperplasia epitelial tipica até carcinoma
invasivo, em camundongos atimicos. Em outro trabalho, no qual um
grupo de animais injetados com células MCF10AT foi tratado com
tamoxifen, os autores verificaram que nos camundongos que
desenvolveram carcinoma mamario, estes nido apresentavam lesdes
precursoras e concluiram que pode haver uma via alternativa de

desenvolvimento de cancer mamario (VISSCHER et al. 2001).

GUPTA et al (1997) estudaram trezentos casos de carcinoma
ductal infiltrante associados a carcinoma intraductal e observaram que
ha relagdo entre o grau nuclear do componente invasor e do
componente imn situ, e concluiram que, dos modelos de progressdao de
doenca existentes, o componente intraductal determina o grau nuclear
e o comportamento do componente invasor na maioria dos casos. Um
estudo utilizando métodos quantitativos (RUIZ et al. 1999) encontrou
que ha relacdo positiva progressiva entre area nuclear média e o
aumento do grau de atipia arquitetural e citolégica nas lesdes
representadas por hiperplasia epitelial ductal tipica e atipica e
carcinoma intraductal bem e pouco diferenciados (p<0,05). Estes
autores também verificaram que a 4rea nuclear média é semelhante na
hiperplasia ductal atipica e no carcinoma intraductal bem diferenciado.

Outro dado digno de nota neste trabalho foi o achado de que 15% das
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hiperplasias atipicas foram aneuploides. SKJORTEN et al (1991)
tinham achado conclusdes semelhantes no que se refere a area nuclear
média e a progressdo de atipia arquitetural e citologica das lesdes
mamarias epiteliais. MOMMERS et al. (2001) verificaram, utilizando
citometria digital, que as alteracdes nucleares na hiperplasia tipica
podem colocd-la como uma lesdo mais grave do que tem sido
considerada. Um trabalho, utilizando citogenética, estudou cinco casos
de lesdes hiperplasicas sem atipias do epitélio mamario e encontrou
alteragdes cromossodmicas clonais em dois deles, além de alteragdes
cromossodmicas qualitativas e quantitativas (BURBANO et al. 1996).
Ainda, MOMMERS et a/. (2001), quantificando por meio de citometria
digital paridmetros nucleares da célula, observaram que hiperplasia
atipica e carcinoma intraductal de baixo grau podem ser lesdes
relacionadas desde que ndo foram encontradas diferencas estatisticas
nos parametros estudados, reproduzindo os achados de MARIUZZI et
al. (1994). Nesse mesmo trabalho, MOMMERS et al. (2001) verificaram
que as caracteristicas nucleares do carcinoma intraductal bem
diferenciado s3do semelhantes as do carcinoma invasor bem
diferenciado, assim como os valores nucleares do carcinoma
intraductal pouco diferenciado se repetem no carcinoma invasor pouco

diferenciado e concluiram, assim como GUPTA et al/ (1997) e
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VISSCHER et al. (2001), que pode haver varios espectros de evolugdo

para carcinoma invasor da mama.

Estudos sobre perda de heterozigosidade e instabilidade de
microssatélites foram realizados nas lesdes hiperpladsicas e pré-
malignas do epitélio ductal maméario e geraram resultados
controversos. Alguns estudos concluiram que a hiperplasia ductal
atipica representa uma lesZo neoplasica mais que hiperplasica. Um
trabalho verificou perda de heterozigosidade em 5 casos para o
cromossomo 16q e em 2 casos para o cromossomo 17p ao estudar 14
casos de hiperplasia ductal atipica ap6s microdisseccdo (LAKHANI et
al. 1995). Outros estudos revelaram que 40-50% das hiperplasias
atipicas apresentam alteragdes monoclonais de microssatélites
(ROSENBERG et al 1996, 1997). Perda de heterozigosidade nos
cromossomos 16q e 17p sdo encontradas no carcinoma /n situ em até
50% dos casos (LAKHANI et al. 1995; FUIII et al. 1996, O'CONNEL et
al. 1998). FUJIl et al (1996) nido encontraram relacdo entre as
alteracdes por perda de heterozigosidade observadas nas areas de
carcinoma intraductal e carcinoma ductal infiltrante de uma mesma
lesdo. TSUDA et al. (2001), ao estudar sete casos em que hiperplasia
epitelial atipica e carcinoma ductal infiltrante foram diagnosticados na

mesma mama em intervalos que variaram de 2,7 anos a 16 anos,



23

verificaram que, embora as lesdes proliferativas atipicas
apresentassem alteracdes clonais por perda de heterozigosidade do
cromossomo 16q, estas diferiam no padrio em relacdo as alteracdes
observadas nas neoplasias invasivas. Por outro lado, O'CONNEL e¢ al.
(1998) ao estudar tecidos com carcinoma ductal infiltrante e lesdes
proliferativas ou lesdes pré—neoplésicas, detectaram o mesmo padrdo
de perda de heterozigosidade na neoplasia invasiva e na hiperplasia
ductal tipica em 37% dos casos, na neoplasia invasiva e na hiperplasia
ductal atipica em 45% dos casos e no carcinoma Invasor e em
carcinomas intraductais em 77% a 80% dos casos. Ao estudar perda de
heterozigosidade e instabilidade de microssatélites em 25 lestes de 8
pacientes diferentes acompanhadas por até 25 anos, KASAMI et al
(1997) nao acharam relacdo entre a presenca de alteragdes genéticas e
evolucdo para cincer, nem relacdo das alteracdes genéticas
observadas com atipias morfologicas. Outros estudos genéticos
detectaram amplificacdo da regido 20ql3.2 na hiperplasia tipica, na
hiperplasia atipica, no carcinoma intraductal e no carcinoma invasor e
postularam sua possivel participacdo na carcinogénese (WERNER et al.
1999). Finalmente, autores interessados em estudar a atividade da
telomerase nas lesdes proliferativlas do epitélio ductal da mama

(YASHIMA et al. 1998) verificaram que houve um aumento progressivo
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nos niveis médios de atividade da telomerase com o aumento

progressivo na severidade das alteracdes histopatologicas (p<0,05).
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1.2. O CICLO CELULAR E AS LESOES PROLIFERATIVAS DO

EPITELIO DOS DUCTOS MAMARIOS

O ciclo celular é o “programa” de crescimento e divisdo celular
(proliferacio). Nas células dos mamiferos é um processo complexo e
consiste em uma série de reacdes em cascata estimuladas
externamente por fatores de crescimento e mediadas por uma familia
de proteinas denominadas quinases dependentes de ciclinas que tém,
entre outras, a propriedade de adicionar moléculas de fosfato as
proteinas efetoras. Estas, por sua vez, tém por funcdo regular a
sintese da molécula de DNA. Divide-se o ciclo em quatro fases, a
saber, G1 (Gap 1), S (fase de sintese de DNA), G2 (Gap 2) e M (fase
de mitose), além de haver uma fase de quiescéncia denominada GO. E
nas fases G1 e G2 que a célula tem um periodo de tempo para crescer
e para corrigir eventuais erros na sintese de DNA. Ha pelo menos trés
momentos para a correc¢io de eventuais danos ocorridos na replicacio
do DNA, denominados pontos de checagem (“checkpoints”), isto &,
momentos nos quais a célula aborta ou continua o processo de
replicacdo (ALBERTS et al. 1983), localizados na parte final da fase
G1, na fase S e na porcio final da fase G2 (HARTWELL e WEINERT

1989; KASTAN et al 1991; O'CONNOR et al 1994). Uma vez
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ultrapassados esses pontos de checagem, a passagem a fase seguinte

é irreversivel.

O ciclo celular pode ser estudado utilizando-se vérios métodos.
Morfologicamente, podemos lancar mao da reac¢io imuno—histoquimica
para deteccdo de proteinas nucleares associadas ao ciclo celular como,
por exemplo, a proteina Ki-67 (CATTORETTI et al. 1992) e a enzima
topoisomerase lla. A determinacio do indice de proliferacdo celular
utilizando—se anticorpo anti-DNA topoisomerase Ilo merece um
paréntese. Esta enzima ¢ o alvo molecular da doxorrubicina, um
quimioterapico utilizado para o tratamento das neoplasias mamarias
(LYNCH et al. 1997). Sua expressido se faz preferencialmente nas
fases S, G2 e M do ciclo celular (WOESSNER et al 1991) sendo,
portanto, adequada para fornecer dados sobre o indice de proliferacio
celular. Além disso, LYNCH et al (1997), demonstraram sua utilidade
para a quantificacdo de células em replica¢io em tecido de neoplasia
maligna invasora primdria da mama estudando 30 espécimes de 20
pacientes por imuno-histoquimica, controlando as reacdes com MIB-1.
Os resultados mostraram resultados comparaveis no que se refere a
quantificacdo do indice de proliferacdo celular. Tais autores concluiram
que a imunomarcacdo para DNA topoisomerase Iloa se presta tanto

como elemento preditivo de resposta ao quimioterapico, quanto para
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medir o indice de proliferacio celular em carcinoma invasor primario
da mama. RUDOLPH et al (1999) também verificaram associa¢do
(r=0,93) entre os resultados obtidos na contagem do indice de
proliferacdo celular quando determinado tanto pelo Ki-67 (clone Ki-
S11) quanto pela topoisomerase Ila (clone Ki-S4). Nesse estudo, o
indice de proliferacio celular medido pela topoisomerase Ila foi fator
prognostico independente para sobrevida global e para sobrevida livre
de metastases. Ao estudar 184 casos de cincer de mama invasivo,
DEPOWSKI et al. (2000) verificaram que na analise univariada, a
expressio aumentada de topoisomerase Ila correlacionou-se com
diminui¢do da sobrevida global, estadio avancado do tumor, metastases
nodais e superexpressdo de Ki-67. Outro estudo (ROHR e HOLDEN
1999) demonstrou, utilizando topoisomerase Ilo como marcador de
indice de proliferacdo celular em casos de hiperplasia ductal,
carcinoma ductal /n sifu de baixo, intermedidrio e alto grau, que tal

indice se relaciona ao grau de atipia nuclear e, assim, a agressividade

da lesdo.

Ha evidéncias mostrando que a transformacio maligna celular
resulta da alteracio da expressio de proto—oncogenes e genes
supressores de tumor, que também sdo responsaveis pelo ciclo celular,

nas neoplasias mamadrias. A correlacio destas alteracdes com o
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comportamento clinico pode indicar que elas representam eventos
importantes e que podem ter um papel importante na tumorigénese e

na progressdo tumoral (MOMMERS et al. 1998).

As principais familias de proteinas que controlam o ciclo celular
sio as ciclinas (A a H), quinases dependentes de ciclinas (CDKs, p.ex
CDK4/6 e CDK2), proteinas inibidoras de quinases (CDK-i, p.ex.
p21Vafl p27%Pl & p1674) e produtos de genes supressores de tumores.
(p.ex. p53 e Rb). A atividade das CDKs ¢é regulada por mecanismos que
incluem fosforilacido e defosforilacdo da subunidade quinase
(SOLOMON 1993), ativacdo por ciclinas (SHERR 1994; MORGAN 1995)
e inibi¢io da atividade por proteinas inibidoras (REED et al/ 1994;
SHERR e ROBERTS 1995), estas tltimas com papel importante como
elementos supressores de tumor. Ha duas familias de proteinas
inibidoras de CDKs (REED et al. 1994; SHERR e ROBERTS 1995): a
familia KIP, constituida por p21%*!, p27""! e p57%** (EL-DEIRY et al.
1993; GU et al 1993; HARPER et al 1993; POLYAK et al. 1994a,
1994b; TOYOSHIMA e HUNTER 1994; LEE et al 1995; MATSUOKA
et al. 1995) e a familia INK4, constituida por p15™* , p16"™* | p18i"™* ¢
p19™* (SERRANO et al. 1993; HANNON e BEACH 1994; GUAN et al.

1994; CHAN et al. 1995; HIRAI et al. 1995).
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A proteina p53 atua na manutencio do genoma (LANE 1992),
impedindo a progressdo do ciclo celular caso algum dano do DNA seja
identificado, dando tempo de eventuais reparos (KASTAN et al 1991).
Caso estes nio sejam possiveis, a p53 induz a apoptose (CLARKE et
al. 1993), assegurando que tais alteracdes ndo sejam passadas as
células—filhas. Esta fun¢fo supressora de tumores é em parte mediada

por genes ativados pela proteina p53 como é o caso do p2 e do

1 watl
p275P1 A proteina p53 normal tem meia vida fugaz e ¢é dificilmente
detectada, porém a proteina derivada de um gene mutado tem
sobrevida longa e se acumula no nticleo celular sendo passivel de
deteccio por método imuno-histoquimico (BARBARESCHI 1996).
Proteina p53 normal pode se acumular no interior do ntcleo em casos
de dano do DNA (LANE 1994) ou como resultado de formacdo de
complexos com outras proteinas (MOMAND et al. 1992). Mutagdes no
gene pb3 sdo as mais freqiientemente observadas nas neoplasias
(LAKHANI 1999) e nos carcinomas mamadrios atingem uma freqiiéncia
que varia de 16% a 45% (CATTORETTI et al. 1988; THOR et al. 1992;
ALLRED et al 1993; FRIEDRICHS et al 1993). Estudos sobre a
expressdo de proteina p53 em lesdes proliferativas e lesdes pré-
malignas do epitélio mamario indicam alteracbes nas lesdes mais

avancadas. UMEKITA et al (1994) estudou 83 casos de carcinoma

ductal invasivo, 13 carcinomas intraductais, 16 hiperplasias atipicas do
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epitélio ductal e 39 hiperplasias tipicas ductais. Seus achados
demonstraram imuno-expressdo de proteina p53 em 28,9% dos casos
de carcinoma invasivo, 50% dos casos de carcinoma invasivo com
componente intraductal proeminente e 7,6% dos casos de hiperplasia
atipica ductal. No foi observado imuno—expressio de proteina p53 nas
lesdes hiperplasicas tipicas. Ainda, esses autores notaram que as
lesdes pré-invasivas de alto grau histoloégico apresentaram mais
expressdo de proteina pb53 e que esta alteracdo se mantinha no
componente invasor. CHITEMERERE et al (1996), embora tenham
encontrado acumulo de proteina p53 em 16% amostras de carcinoma
intraductal, ndo encontraram tal imunofenétipo em 75 hiperplasias
atipicas. O'MALLEY et al. (1994) pesquisaram expressdo da proteina
pb53 por imuno-histoquimica em 12 carcinomas intraductais com
padrio comedocarcinoma e em 27 carcinomas intraductais de baixo
grau histolégico, encontrando positividade em 33% das lesdes de alto
grau. Nenhuma lesdo de baixo grau foi positiva. Outro estudo mostrou
imuno—-expressdo de proteina p53 em aproximadamente 25,2% em 143
casos de carcinoma intraductal, sendo a maioria de alto grau
histolégico (POLLER et al 1993). Uma outra maneira de acessar o
problema seria estudando casos em que ha duas lesdes proliferativas
na mesma amostra tecidual. ALLRED et al (1994) citaram um exemplo

no qual hiperplasia epitelial ductal tipica e carcinoma intraductal
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sincronicos apresentam imunofenétipo diferente. Isto é, a hiperplasia
ductal tipica é receptor de progesterona positivo e proteina p53
negativa e o carcinoma intraductal, receptor de progesterona negativo
e proteina p53 positiva. DAVIDOFF et al. (1991) estudaram neoplasias
com componente invasor e in situ, assim como as lesdes metastaticas
correspondentes. Dessas lesdes, 17% expressaram proteina p53
alterada. A andlise da seqiiéncia do DNA dessa_s lesdes demonstrou a
mesma mutacdo puntual em ambos os componentes. Ainda, quando as
metastases foram seqiienciadas, o padrido da mutacdo se manteve,
sugerindo que a mutac¢io da proteina p53 pode ser um evento precoce

na carcinogénese mamaria e se mantém até as fases mais avanc¢adas.

O gene p27"P! cuja expressio é regulada por contato célula a
célula e por fatores de crescimento especificos, tais como o TGF-B e
progesterona (GROSHONG et al 1997; LLOYD et al 1999), esta
localizado no cromossomo 12pl13. A proteina p27*"! foi inicialmente
identificada em células cuja progressido do ciclo celular fora inibida
pelo TGF-B (POLYAK et al. 1994a) e atua durante a fase G1 inibindo
os complexos Ciclina D1/CDK4 e Ciclina E/CDK2 (TOYOSHIMA e
HUNTER 1994), funcionando provavelmente como supressor de tumor
(CHEN et al 1996; FERO et al 1996; KIYOKAWA et al. 1996;

NAKAYAMA et al. 1996) e promotor de apoptose (KATAYOSE et al
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1997; LEVKAU et al. 1998). Os niveis de p27"*! sdo altos em células
quiescentes e diminuem ap6s estimulacdo com  mitdégenos.
Anormalidades estruturais do gene p27%"! sio raras e carcinomas
priméarios da mama apresentam varios graus de perda desta proteina.
Neoplasias de tecidos endoécrinos, outros epitélios, tecido linfoide e
tecido glial apresentam diminui¢do da expressido de p275P1 qurante sua
progressdo (LLOYD et al 1999; KORSHUNQV e GOLANOV, 2001).
Trés trabalhos da literatura que avaliaram os niveis de proteina p27%irl
em neoplasias mamarias merecem destaque. O primeiro (TAN et al
1997) avaliou tumores com didmetro <lcm e observaram que baixos
niveis de p27¥"' conferem um risco relativo de recidiva de 3,4
(p=0,03). O segundo (PORTER et al 1997) mostrou que p27°°! tem
valor preditivo para baixa sobrevida geral por analise multivariada com
um risco relativo de 2,7 (p=0,01) em pacientes com menos de 45 anos.
Finalmente, CATZAVELOS et al (1997), estudando a populacdo geral
atingida pelo cancer da mama mostrou que baixos niveis de p27 tem

valor preditivo para sobrevida livre de doencga, com risco relativo de

2,14 (p=0,017).
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1.3. APOPTOSE E AS LESOES PROLIFERATIVAS DO EPITELIO DOS

DUCTOS MAMARIOS

O termo apoptose ou morte celular programada foi cunhado por
KERR e WILLIE (KERR et al 1972; WYLLIE et al, 1980) na década de
1970 para designar um tipo especial de morte celular caracterizada
por ser um processo bioquimicamente ativo, dependente de energia e
geneticamente controlado, responsavel na manutencdo do equilibrio
quantitativo dos tecidos adultos e da morfogénese nos tecidos
embrionarios. Os aspectos ultra—estruturais caracteristicos séo
diminui¢cdo do volume citoplasmético, ﬁxarginacéo da cromatina,
formacio de bolhas nas membranas, condensacdo e fragmentacido
celular, com formagdo dos corpos apoptéticos que serdo
posteriormente fagocitados (WYLLIE et al 1980; MAJNO e JORIS
1995). Embora o método padrido para o estudo da apoptose seja a
identificacdo de células morfologicamente alteradas e sua quantificacfo
(PARTON et al. 2001), essas alteracdes morfologicas sdo de dificil
deteccdo a microscopia Optica convencional (JONES e GORES 1997),
sendo mais facilmente identificadas com o auxilio de coloracdes mais
ou menos especificas (GAVRIELI et al. 1992; ANSARI et al. 1993), tais

como coloracdes para a identificacio de nucleos condensados
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utilizando-se corantes fluorescentes e a deteccdo de DNA
fragmentado pela marcacdo das extremidades dos segmentos da
molécula com dUTP-biotina mediada pela transferase terminal (TdT)

(ALISON 1999; RENEHAN et al. 2001; PARTON et al. 2001)

Do ponto de vista bioquimico, o mecanismo de apoptose ¢ levado
a cabo por um conjunto de interagcdes moleculares que sdo
denominadas eventos efetores terminais (WYLLIE 1997) regulados por
uma teia bioquimica altamente preservada durante a evolucdo,
semelhante a cascata da coagulacio sangiiinea ou a ativacao do
complemento (JONES e GORES 1997), requerendo uma série de

.....

fatores estimulatérios e inibitéorios.

Os eventos efetores terminais (WYLLIE 1997) sdo, em ultima
analise, guiados por proteases que tém em comum um sitio ativo que
contém cisteina e quebra peptideos no extremo carboxi—terminal um
residuo aspartico acido e sdo chamadas coletivamente de caspases
(“cisteine—containing asp-ases”). Um dos fatores estimulatorios
iniciais mais bem conhecidos ¢ a proteina de membrana CD95/apo-
1/Fas, membro da familia dos receptores de TNF que estimula o
mecanismo de apoptose de modo nio transcricional. Mecanismos

transcricionais de ativacdo de caspases incluem a ativacio pelo proto—
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oncogene c-myc (EVAN et al 1992; EVAN 1997) e a mediada pela

proteina p53 (LYONS e CLARKE 1997; AGARWAL et al. 1998).

A base genética da apoptose foi estabelecida a partir de estudos
realizados no nematodo Caenorhabditis elegans (HENGARTNER e
HORVITZ 1994) Este verme contém trés genes que regulam a morte
celular, denominados ced-3, ced-4 e ced-9 (PETER et al. 1994). Os
dois primeiros induzem a apoptose e o ultimo, relacionado a proteina
bcl-2, inibe o fendmeno. O gene ced-3 codifica uma caspase, cuja
funcdo foi acima descrita, e o gene ced-4 codifica uma proteina

promotora de apoptose, que funciona como uma ponte entre os genes

ced-3 e ced-9.

A familia de proteinas bcl-2 (BROWN 1997; REED 1997) ¢
representada por 14 peptideos que ou inibem a apoptose (Bcl-XI, Mcl-
1, Al/Bfl-1, etc.), ou a estimulam (Bax, Bcl-Xs, Bad, etc.). O
mecanismo de apoptose pode ser dividido em trés fases, ou seja,
iniciacdo, inducdo e execucdo, sendo que a acdo do proto—oncogene
bcl-2, bloqueando ou permitindo a morte celular, deve-se dar em
algum ponto na segunda fase (REED 1997). O gene bcl-2 codifica uma
proteina que bloqueia a apoptose e foi originalmente descrito na
translocacio cromossomal t(14;18) que ocorre em linfomas foliculares

(BROWN 1997; REED 1997). Sua expressio foi observada em uma alta
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quantidade de tumores mamarios e é associada com bom prognostico
(ZHANG et al 1998; SIONSTRON e BERGH 2001), além de ser
inversamente proporcional a expressdo da proteina p53 (ZHANG et al.
1997). No entanto, parece nao haver relacio genética entre esses
marcadores, desde que a analise das mutagdes do gene p53 nos exons
5-9 nio se correlaciona com os niveis de expressdo da proteina bcl-2

(DUENAS-GONZALEZ et al. 1997).

No estudo das lesdes mamarias, no que diz respeito a
progressdo para neoplasia, o assunto apoptose tem tido diferentes
tipos de abordagem na literatura especializada. Alguns trabalhos
tentam quantificar -0 nimero de células morfologicamente apoptéticas e
comparam os resultados obtidos entre as véarias lesdes e com outros
parametros quantitativos obtidos (ALLAN et al. 1992; LIPPONEN et al.
1994; MOMMERS et al. 1999). Outros autores descrevem os achados
qualitativos resultantes do estudo das proteinas relacionadas aos
mecanismos de apoptose no tecido mamario (ZHANG et al 1997;
PAPADIMITRIOU et al 1997; MOMMERS et al. 1998). Finalmente, ha
estudos que tentam relacionar os achados quantitativos com os
achados qualitativos referentes a apoptose (HARN et al/ 1997;
MUSTONEN et al. 1997; GANDHI et al. 1998; ROCHAIX et al 1999;

VAKKALA et al. 1999a, 1999b).
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Ao estudar a relacio entre o numero de células apoptoticas com
indices de proliferacio celular, ALLAN et al (1992), demonstraram
que ha um numero relativo menor de células epiteliais apoptéticas no
tecido associado a alteragdes fibrocisticas e no carcinoma mamario
(p<0,001) e assim ¢é possivel considerar—-se que apoptose pode estar
associado tanto ao desenvolvimento da mastopatia fibrocistica quanto
do cancer mamario. O indice de apoptose em uma série de 288
carcinomas invasores do tecido mamério correlacionou-se com alto
grau histologico do tumor (p<0,0001), aneuploidia celular (p=0,049) e
alta taxa mitotica (p<0,0001) (LIPPONEN et al 1994). MOMMERS et
al. (1999) mostraram diferencas entre os indices de atividade
mitotica/apoptoética no carcinoma invasor e nas lesdes pré-—invasivas.
Também, baseados nesses achados, propuseram que tais indices sdo
semelhantes nas lesdes de mesmo grau nuclear. Além disso, em lesdes
de baixo grau nuclear, o acimulo de células parece ser conseqiiéncia
da alta taxa de proliferacdo celular, enquanto que nas lesdes de alto

grau nuclear, a diminui¢io relativa do indice de apoptose parece ter

importancia.

ZHANG et al. (1997) estudaram a expressido das proteinas bcl-2
e pb3 em tecido mamario normal, no carcinoma intraductal e no

carcinoma invasivo da mama. Eles encontraram que a expressio de



38

proteina bcl-2 é mais freqilente no tecido normal que nas lesdes
neoplasicas (P<0,0001) e também mais freqiiente no carcinoma
intraductal que no carcinoma invasivo (p<0,05). Além disso, houve uma
relacdo inversa entre a expressio de proteina p53 e a de proteina bcl-
2. Assim, a expressio de proteina bcl-2 diminui durante a
carcinogénese e a de proteina p53 torna—-se mais freqiiente nas lesdes
de grau histologico mais avancado. Ainda, entre os carcinomas
invasivos, a expressdo de proteina bcl-2 é mais freqiiente nas lesdes
multifocais e nos carcinomas de tipo lobular (PAPADIMITRIOU et al.
1997). MOMMERS ef al. (1998) estudaram a expressdo das proteinas
p21, p27, p53 e bcl-2 na hiperplasia ductal sem atipias e encontraram
alteracdes em alguns casos, o que os levou a concluir pela
possibilidade de, em pelo menos alguns casos, essas lesdes
hiperplasicas fazerem parte do espectro de progressdo do carcinoma

mamario.

HARN et al (1997) encontraram correlacdo positiva entre
expressdao andmala de proteina p53 e apoptose no carcinoma ductal in
situ, mas ndo no carcinoma invasor ou em metastases e chegaram a
conclusdo de que, para adquirir o fen6tipo invasor e metastatizante, a
célula do carcinoma in situ deveria perder a capacidade de apoptose e

que tal caracteristica deve estar associada ou regulada pelo gene p53.
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MUSTONEN et al. (1997) correlacionaram a expressdo de proteina
becl-2 com a quantificacio de figuras de apoptose no tecido,
considerando lesdes mamarias benignas, pré—-malignas e malignas. O
indice de apoptose foi baixo em lesdes benignas como hiperplasia
ductal tipica e adenose esclerosante (0,15% e 0,07%), moderado na
hiperplasia atipica e no carcinoma in situ (0,20 e 0,40%) e alto no
carcinoma invasor (0,75%). A expressio de proteina bcl-2 foi medida
utilizando—-se um sistema semiquantitativo que considerou tanto a
intensidade da imunocolora¢io quanto o numero de células positivas.
Os resultados mostraram em todos os casos uma relacdo inversa
(p<0,0004), indicando assim o papel antiapoptoético da proteina bcl-2.
No carcinoma intraductal, hd diferenca estatistica tanto no indice de
apoptose, quanto na expressio de proteina bcl-2 nas lesdes de alto e
baixo grau nuclear. Nestas ultimas o indice de apoptose é alto e a
expressdo de proteina bcl-2, menos freqiilente (GANDHI et al. 1998).
No carcinoma invasor, o indice de apoptose cresce com o grau
histologico (MUSTONEN et al. 1997; ROCHAIX et al. 1999). Nesses
tumores um alto indice de apoptose correlaciona—se com um alto grau
nuclear, superexpressdao de proteina p53, expressio da proteina pro-
apoptotica Bak e baixa expressdo de proteina bel-2 (ROCHAIX ef al
1999). No que se refere ao prognostico da lesdo maligna invasiva, o

indice de apoptose é mailor nas lesdes recorrentes quando comparadas
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com lesdes primarias. Nestas, a sobrevida das pacientes cuja lesdo
apresenta um indice de apoptose >0,50% foi significantemente menor
(p=0,015), no estudo de VAKKALA et al (1999a). Finalmente, ¢é
importante citar o estudo de VAKKALA et al (1999b), no qual foi
estudada a expressdo das caspases 3, 6 e 8 por método imuno-
histoquimico e sua associacio com o indice de apoptose nas lesdes
pré—neoplasicas e neoplasicas da mama. Seus resultados
demonstraram que a intensidade da imunocolora¢do para caspases € o
indice de apoptose aumentam com o grau histolégico da lesdo,
refletindo a importancia dessas moléculas para o mecanismo de

apoptose.
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1.4. A ONCOPROTEINA C-ERBB-2 (PRODUTO DO ONCOGENE
HER2/NEU) E AS LESOES PROLIFERATIVAS DO EPITELIO

DUCTAL DA MAMA

O gene HER2/neu (c-erbB-2) é um membro da familia dos
receptores do fator de crescimento epidérmico e se localiza no
cromossomo 17q. Codifica uma proteina transmembranosa de 185kd
(oncoproteina c-erbB-2) que tem atividade tirosino—quinase
intrinseca. Ndo ha substancias conhecidas que se ligam diretamente a
este receptor. A ativacdao da proteina c—erbB-2 pode ser conseqiiente
a uma mutacdo pontual no seu dominio transmembranoso ou a uma
superexpressio do gene e caracteriza-se por um estado permanente
de atividade tirosino—quinase e, portanto, mitogénica. Esta via de
ativacdo parece estar relacionada a transformacido neopléasica e
crescimento tumoral (HUNG e LAU 1999; VINCENT-SALOMON et al.

2000).

Estd demonstrado que ha correlacio entre a superexpressio do
gene HERZ/neu no carcinoma mamario e a sua agressividade biol6gica
(MARX et al 1990; SCHIMMELPENNING et al. 1992; SCHMITT et al.

1995; STAL et al. 1997; HUNG e LAU 1999). A expressio da proteina
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c—erbB-2 correlaciona-se com a sobrevida, especialmente em
pacientes com metastases (TSUDA et al 1989, 1990; TANDON et al.

1989; PAVELIC et al. 1992; DE POTTER e SCHELFHOUT 1995).

H4a varios métodos para o estudo da expressdo do gene HER-
2/neu em células neoplasicas. Métodos utilizados para identificacdo da
amplificacio do gene s@o o Southern blot ou a Hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH). A técnica mais utilizada para a determinacido do
status do c-erbB-2, no entanto, ¢ a pesquisa da proteina por reacao
imuno-histoquimica. Esta tem vantagens pela possibilidade de ser
realizada em material fixado e processado rotineiramente (RAVDIN
1999). Estudos identificaram alto indice de correlacdo entre os
resultados obtidos na pesquisa de amplificacio do gene c—erbB-2 por
FISH e por imuno-histoquimica (JIMENEZ et al 2000; RIDOLFI et al
2000). Um estudo que utilizou 750 casos consecutivos de carcinoma
mamario invasor mostrou que houve concordancia entre os dois
métodos em 98,7% dos casos quando considerados os casos positivos
e negativos e em 95% dos casos quando considerados somente os
casos positivos (RIDOLFI et al. 2000). Outro trabalho que utilizou 100
casos de carcinoma mamario ductal verificou concordancia completa
entre os dois métodos em 98% dos casos (COUTURIER et al 2000).

Ainda, RIDOLFI et al (2000) encontraram que nos tumores em que
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houve positividade forte para c—erbB-2 na imuno—-histoquimica o FISH
também mostrou amplificacdo génica. Esses trabalhos também
recomendam que nos casos duvidosos na imuno-histoquimica, seja

sempre realizado FISH.

Varios trabalhos pesquisaram a importancia da expressdo do
oncogene c—erbB-2 na carcinogénese mamaria. Um estudo
experimental utilizou um modelo que consistia em introduzir o
oncogene em células de camundongo alterando-as geneticamente.
Estas células eram implantadas em animais, reconstituindo a arvore
epitelial m vivo. Os resultados mostraram varios padroes de
crescimento anormal do epitélio que lembravam lesdes proliferativas
encontradas no tecido mamario humano, tais como adenose
esclerosante, hiperplasia tipica e atipica e carcinoma invasor. Em
todas as areas anormais, os autores encontraram imunoexpressido da
oncoproteina neu/erbB-2 (BRADBURRY et al 1993). MACK et al
(1997) encontraram correlacdo entre a expressio imuno-histoquimica
de proteina p53, produto de oncogene c—erbB-2 (Her2/neu) e Ki-67
(como indice de proliferagio celular) e carcinoma in situ de alto grau
histoloégico. LODATO et al (1990) mostraram que ha diferenca na
expressdo de oncoproteina c-erbB-2 em padrdes diferentes de

carcinoma intraductal. Comedocarcinomas expressaram
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consistentemente a proteina, enquanto somente um de 14 casos de
carcinomas intraductais de padrio papilifero ou cribriforme foi positiva
para c—erbB-2. Nesse trabalho, 10% das hiperplasias atipicas foram
positivas para a oncoproteina. Outros autores estudaram a relagdo
entre ploidia de DNA e expressdo de c-erbB-2. Dois achados foram
importantes. O primeiro, que os tumores com contetido anormal de
DNA expressaram c—erbB-2 mais freqiientemente e, o segundo, que
tanto o carcinoma intraductal quanto o carcinoma invasor pouco
diferenciado expressam mais intensa e freqiientemente o c—erbB-2
(VISSCHER et al. 1991). MAGUIRE et al. (1992) demonstraram que ha
tendéncia do carcinoma invasor reter o imunofen6tipo do componente
n situ, quando este esti presente, no que se refere a oncoproteina c—
erbB-2. Mais recentemente, JIMENEZ et al. (2000) verificaram que
superexpressio da proteina c—erbB-2 sem amplificagdo génica ¢ mais
fregiiente no carcinoma intraductal e postularam um possivel papel

diferente desse gene na biologia dessas lesdes.



45

15. O PAPEL DO EQUILIBRI0O APOPTOSE/PROLIFERACAO
CELULAR E O CICLO CELULAR NA CARCINOGENESE

MAMARIA

Nas secdes precedentes, pudemos verificar que os modelos de
tumorigénese mamaria sdo, em sua maioria, derivados dos conceitos
baseados em evidéncias epidemiologicas e experimentais. Tais
modelos aceitam que a carcinogénese mamaria se faz em etapas
multiplas e seqiienciais. Eventos reconheciveis morfologicamente,
porém nao bem compreendidos, que culminam no céancer. Isto é,
progressiao da lesido desde a hiperplasia tipica ductal, passando pela

hiperplasia atipica e carcinoma intraductal até o carcinoma invasor.

Mecanismos de transformacdo neoplédsica compreendem ativagio
de proto—oncogenes, perda de moléculas supressoras de tumores ou
alteracdes de moléculas associadas ao reparo de DNA (EVAN 1997,
STAHL 2000). No entanto, o crescimento da neoplasia, assim como a
velocidade do crescimento tumoral, esta ligada ao conceito de cinética
celular tumoral. Estudos sobre fatores que influenciam o crescimento
da neoplasia indicam que este depende do grau de desvio do balanco

entre o numero de células que entram no ciclo celular, aquelas que
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morrem, queira por necrose ou apoptose, e aquelas que permanecem

quiescentes (COTRAN et al. 1994; EVAN 1997).

Nos tecidos normais, a homeostasia tecidual reflete um
equilibrio delicado entre proliferacdo e morte celular (McDONNELL
1993). Classicamente, o desenvolvimento de cancer tem sido encarado
como conseqiiéncia de estados hiperproliferativos do epitélio. Porém,
mais recentemente, com o reconhecimento da apoptose como processo
de morte celular programada, assim como o de seus mecanismos
basicos, ficou mais claro que a transformacédo neoplasica pode ocorrer
em células que perderam o potencial de entrar em apoptose. Assim,
qualquer alteracio no equilibrio proliferacdo celular/apoptose, pode

potencialmente ter um papel no desenvolvimento de neoplasias.

Em trabalho ja citado previamente, MOMMERS et al (1999)
determinaram o indice de apoptose e o indice mitético nas lesdes
carcinomatosas e pré-invasivas da mama. A razdo entre os dois
pardmetros deu uma i1déia do comportamento da lesio em relagdo &
cinética celular. Interessantemente, os autores verificaram que o
crescimento tumoral nas lesdes bem diferenciadas se da
principalmente em func¢do da taxa de proliferacdo celular enquanto que
nas lesdes pouco diferenciadas, o crescimento celular se da as custas

tanto do aumento da taxa de proliferacio celular quanto da diminuicio



47

do indice de apoptose. Por outro lado, HARN et a/ (1997)
demonstraram que no carcinoma intraductal o indice de apoptose ¢
maior e o indice de proliferacio celular, menor em relacdo ao
carcinoma invasor. Ainda, ALLAN et al. (1992) encontraram indices de
proliferacio celular e de apoptose mais altos no tecido carcinomatoso

do que no epitélio normal.

Questdes pendentes na literatura referentes a carcinogénese
mamaria estio relacionadas a pergunta sobre como cada fase da
progressio tumoral no modelo mais aceito se comporta do ponto de
vista de cinética celular, assim como dos mecanismos a ela associados.
Qual a importancia dos fendmenos apoptose e proliferacdo celular em
cada fase da carcinogénese? Qual o fendmeno associado a
transformacdo neopldsica que mais influencia o equilibrio cinético? E
em relacdo as proteinas reguladoras do ciclo celular, qual o peso de

cada uma neste equilibrio?

O presente estudo foi desenhado para tentar responder, pelo

menos em parte, a estas questoes.



2. OBJETIVO
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2. OBJETIVO

Avaliar o indice de apoptose pela quantificacdo de nucleos
celulares marcados pelo método TUNEL, o indice de proliferacdo
celular através da quantificacdo de células marcadas por reacdo
imuno-histoquimica para DNA topoisomerase Ila e a expressido de
proteinas associadas ao ciclo celular (p27¥P!, p53, bcl-2 e c—erbB-2)
em lesdes proliferativas pré—-malignas e malignas do epitélio ductal
mamario (hiperplasia tipica, hiperplasia atipica, carcinoma in situ e
carcinoma invasivo) em material de arquivo a fim de estudar a cinética

celular tumoral em um modelo de progressio de doenca neoplésica da

mama.



3. MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. CASOS E CRITERIOS MORFOLOGICOS

Foram separadas e revistas as laminas de 2046 exames
anatomo-patologicos de tecido mamario referentes ao periodo
compreendido entre maio/1997 e dezembro/2000 perténcentes ao
arquivo do Departamento de Anatomia Patolégica do Centro de
Tratamento e Pesquisa do Cancer Hospital A.C. Camargo. Desses,
foram escolhidos 60 blocos de parafina representativos de tecido com
hiperplasia ductal tipica, carcinoma ductal in situ e carcinoma ductal
infiltrante (20 casos de cada categoria). Foram separados 15 casos (13
provenientes do material de arquivo do Hospital do Cincer e 2 de
laboratoérios de patologia privados) de hiperplasia epitelial atipica que
se encaixam nos critérios descritos por PAGE et al (1985). A amostra
foi completada com 20 blocos de tecido mamario com alteracdes
minimas que serviram para controle, escolhidos dentre pecas
cirargicas provenientes de mastoplastias redutoras ou biopsias devido
a espessamento do tecido mamario, oriundos dos dois laboratoérios de

patologia privados acima citados.
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Alteracdes como adenose simples, metaplasia apocrina e algum
grau de dilatacdo ductal foram aceitas no grupo denominado como
tecido mamario com alteracdes minimas. Foram excluidos casos com
qualquer grau de proliferacio epitelial com tendéncia a superposi¢ao
das células em mais de duas camadas. Os 20 casos de hiperplasia
tipica incluiram lesdes que ocupavam mais de dois ductos e se
caracterizavam por proliferacdo epitelial obliterati_va total ou parcial
com formacio de luzes secundérias. Os nicleos apresentavam discreto
pleomorfismo, mas ndo havia alteracdo da relacdo nucleo-
citoplasmatica. Outras lesdes proliferativas benignas associadas no
tecido, como papiloma intraductal, ndo foram critérios de exclusio.
Dos quinze casos de hiperplasia atipica que foram selecionados para
estudo, a maioria (13) estava associada com hiperplasia tipica. Dois
casos estavam associados a neoplasias no mesmo corte. Um a
carcinoma intraductal e o outro estava localizado na periferia de um
carcinoma ductal infiltrante. Dos 20 carcinomas intraductais
selecionados, 2 correspondiam a carcinoma ductal de baixo grau, 8 de
grau Intermediario e 10 de alto grau, segundo os graus histologicos do
sistema de LAGIOS (1990, 1995), baseado no grau nuclear, indice
mitotico e presenca de comedonecrose (quadro 2). Os 20 casos de

carcinoma ductal infiltrante selecionados representavam carcinoma
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ductal infiltrante grau II do sistema proposto por RICHARDSON E

BLOOM (1957).
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Alto grau Histolégico. Nicleos grandes (com didmetro maior que duas hemicias)
com cromatina vesiculosa, um ou mais nucléolos e um alto indice mitdtico

(>2mitoses/10 CGA). Presenga de necrose do tipo comedocarcinoma.

Grau  histolégico  Intermedidrio. Nicleos de tamanho intermedidrio
(aproximadamente o diAmetro de 1 a 2 hemadcias), com cromatina grosseira e raros
nucléolos. Indice mitético de 1 a 2 mitoses/10 CGA. Necrose puntual pode estar

presente.

Baixo grau histolégico. Nucleos pequenos (com didmetro do tamanho igual ou 1,5
vez maior que o de uma hemadcia), com cromatina difusa, sem nucléolos evidentes.

Indice mitético menor que 1/10 CGA. Auséncia de necrose.

Quadro 2 Sistema de Lagios para graduacio histolégica do carcinoma ductal in situ.
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3.2. REACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

A reacio imuno-histoquimica para pesquisa de proteina bcl-2,
proteina p53, produto de oncogene c-erbB-2, p275Pl ¢ DNA
topoisomerase llo foi realizada utilizando-se anticorpos da marca
DAKO por técnica descrita previamente, com pequenas modificacdes
(GORCZYCA et al. 1995). Brevemente, cortes histologicos de tecido
mamario (5p) fixado em formol a 10% e emblocado em parafina foram
montados em laminas previamente silanizadas (3~
aminopropiltrietoxisilano, marca Sigma). Apés desparafinizagdo e
rehidratacdo, foram imunocorados utilizando—-se o método do complexo
streptavidina—biotina-peroxidase (kit LSAB+, DAKO). O bloqueio da
peroxidase endogena foi alcancado lavando-se as ldminas com &gua
oxigenada a 3% e a recuperacdo antigénica por calor iimido em forno
de micro-ondas, por dois ciclos de 9 minutos em tampio citrato 10mM,
pH 6,0 na poténcia maxima (1400W). Os anticorpos primarios utilizados
foram anti-receptor de proteina p53 (clone DO7, monoclonal, DAKO)
diluido a 1/300, anti-proteina p27%*! (monoclonal, DAKO) diluido a
1/100, anti-oncoproteina c—erbB-2 (policlonal, DAKO) diluido a 1/200
e anti-topoisomerase Ila (clone Ki-S1, monoclonal, DAKO) diluido a

1/50. Cortes histolégicos de amigdalas palatinas serviram de controles
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positivos para topoisomerase Ila e proteina bcl-2. Carcinomas
mamarios com positividade conhecida para proteina p53, oncoproteina
c-erbB-2 e p27¥P! foram utilizados como controles positivos para
essas reacoes. Os controles negativos foram obtidos substituindo—se o

anticorpo primario por solucfo salina tamponada.
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3.3. DETECCAO DE APOPTOSE IN SITU

A deteccdo de apoptose in situ através da marcacdo de pontos
de quebra de DNA por DUTP-biotina mediada por deoxinucleotidil
terminal-transferase (TUNEL) foi realizada utilizando-se o kit Apop-—
Tag Plus Pero.xidase (Intergen Company), através de técnica descrita
previamente, com pequenas modificacdes (GAVRIELI et al 1992Z;
ANSARI et al. 1993). Brevemente, os cortes histologicos de tecido
mamario (5p) fixado em formol a 10% e emblocado em parafina foram
montados em laminas previamente silanizadas (3-
aminopropiltriétoxisilano, marca Sigma). Apoés desparafinizagio e
rehidratacfo, as laminas foram lavadas em PBS pH 7,2. Os cortes
histologicos foram entio submetidos a digestdo em solucdo de tripsina
(Sigma) a 0,25mg% em estufa a 37°C por 2 minutos e entdo lavados em
dgua deionizada. O bloqueio da peroxidase endoégena foi alcancado
lavando—-se as laminas com agua oxigenada a 3%. Apo6s a aplicacdo de
um tampdo de equilibrio (fornecido pelo fabricante), as ldminas foram
incubadas com solucdo contendo a enzima deoxinucleotidil terminal-
transferase (TdT) e nucleotideos conjugados a digoxigenina por 1h a
37°C. A reacdo fol interrompida incubando-se as laminas em um

“tampio de interrupcdo” fornecido pelo fabricante por 10 minutos a
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temperatura ambiente. Apo6s lavar as ladminas em PBS, passamos a
identificacdo dos nucleotideos incorporados. Para tal, incubamos os
cortes com anticorpo antidigoxigenina conjugado a peroxidase e
revelamos a reacdo com diaminobenzidina (DAB). A contra-coloracgio
foi feita com hematoxilina de Harris. O controle positivo utilizado foi
tecido endometrial em fase pré—menstrual. O controle negativo foi
obtido substituindo-se a solucdo de enzima TdT e nucleotideos
conjugados a digoxigenina por tampdo fosfato. O resultado do controle

positivo da reac¢do pode ser observado na figura 1.
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Figura 1 Fotomicrografia representativa do tecido controle utilizado para a reagio pelo
método TUNEL (kit ApoptagPlus, marca Intergen). As setas indicam alguns exemplos de
elementos celulares apoptoéticos. Endométrio, 400x
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3.4. MENSURACAO DOS RESULTADOS

A analise dos resultados para os marcadores nucleares (p53,
p27KPl & DNA topoisomerase Ila) e para apoptose foi realizada por
quantificacdo direta. Brevemente, captou—-se a imagem de campos
microscopicos através de camara (marca Sony) acoplada a microscopio
trinocular com auxilio de microcomputador utilizando—-se o programa
Citoviewer 2.0. A seguir procuramos as areas com maior nimero de
células ou nucleos marcados e, com o auxilio de uma tela gradeada de
contagem, contamos pelo menos 1000 células de cada corte. Para
avaliacdo de apoptose, também foram considerados elementos
apoptoticos ndo corados, mas que sSe enquadravam nos critérios
morfolégicos previamente descritos. Nos casos de hiperplasia tipica,
onde pudemos identificar com maior facilidade a arquitetura da lesio,
foi dado preferéncia a contagem de cortes seqiienciais da mesma area
para marcadores diferentes. Os resultados foram expressos como
indices de positividade (quociente entre o numero de nfcleos
marcados e o numero total de ntcleos contados). O indice de
positividade para DNA topoisomerase lla foi denominado indice de
proliferacdo celular (IP). O indice de positividade para células

apoptoticas foi denominado indice de apoptose (IA). O quociente IP/IA
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também foi calculado para cada caso. Para considerarmos positiva uma
reacdo para proteina p53, pelo menos 30% dos nticleos das células
epiteliais deveriam estar fortemente corados no tecido. Positividade
para bcl-2 foi analisada com base no sistema de pontuacdo proposto
por VAKKALA et al. (1999a) segundo a intensidade e o numero de
células marcadas. A intensidade de coloracdo citoplasmatica separou
os casos em 4 grupos: l1=intensidade fraca, 2=intensidade moderada;
3=intensidade forte e 4=intensidade muito forte. A quantidade de
células marcadas podia obter as seguintes notas: O=auséncia de
coloracdo; 1=<25% de células marcadas; 2=25-50% de células
marcadas; 3=50-75% de células marcadas e 4=>75% de células
marcadas. A soma das duas categorias indicava a nota final:
O=auséncia de imunorreatividade, 2-4: imunorreatividade fraca; 5-8:
forte imunorreatividade. A avaliagdo dos resultados para oncoproteina
c—erbB-2 também seguiu um sistema de pontuacdes (“scores”). Assim,
O: nenhuma célula positiva ou positividade em menos de 10% das
células; (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 10% das
células. (3+): imunorreatividade de membrana, com forte intensidade,

em pelo menos 10% das células. Foram considerados positivos casos
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com nota 2+ e 3+. Os outros foram considerados negativos. Exemplos

de cada “score” podem ser visualizados na figura 2.
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Figura 2 Fotomicrografia mostrando resultado negativo para reacdo imuno-
histoquimica para oncoproteina c-erbB-2 (a), rea¢do com positividade 1+ (b), positividade 2+ (c)
e positividade 3+ (d).



3.5 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Todos os calculos foram realizados utilizando-se o pacote
estatistico BIOESTAT 2.0 (AYRES et al. 2000). Os dados obtidos foram
submetidos a analise nio—paramétrica pelo teste de soma de postos de
Kruskal-Wallis para avaliarmos as diferengas entre o IP e [A, assim
como o quociente IP/IA, nos diferentes grupos. Para se determinar
qual grupo é diferente dos outros, segundo os dados analisados, todos
os pares foram comparados de acordo com o procedimento de
comparac¢des miultiplas de Dunn, baseado nos resultados do método de

Kruskal-Wallis.

Para testar correlacio entre os IA e IP e destes com os vérios
marcadores pesquisados, nos cinco grupos, procedemos ao céalculo de

correlacdo pelo teste de Spearman.

As rela¢des de dependéncia ou independéncia entre as proteinas
associadas ao ciclo celular nos grupos foram estudadas utilizando—se o

teste exato de Fisher.
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As influéncias das variacdes das proteinas associadas ao ciclo
celular estudadas sobre os IA e [P foram investigadas utilizando-se o

teste de regressdo linear simples ou multipla.



4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. PROLIFERACAO CELULAR E APOPTOSE

Em relacdo a coloracdo com anticorpo anti—-DNA Topoisomerase
[lo. para determinacio do indice de proliferacdao celular, notamos
células positivas irregularmente distribuidas sem predilecdo por
localizacdo nos carcinomas invasivos e intraductais da mama. Nos
casos de hiperplasia ductal tipica e atipica, as células em proliferacédo
estavam preferencialmente distribuidas na porcdo basal do epitélio.
N3io houve grande variacdo na intensidade da coloracdo de célula para
célula quando individualizados os casos e ndo identificamos

positividade em células com morfologia que lembrasse apoptose.

A coloracio pelo método TUNEL foi heterogénea e tanto o
nimero quanto o aspecto dos niicleos marcados variava de corte
histologico para corte histologico. Somente foram contadas figuras que
se encaixavam na descri¢ao morfologica classica de apoptose, isto é,
nucleos condensados, fragmentados, com vitrificacdo citoplasmética ou
halo pericelular caracterizando corpos apoptéticos. Figuras com tal
aspecto, porém nao marcadas, também foram contadas. Nao houve

dificuldades em se diferenciar células apoptoticas das necroéticas.
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As meédias dos indices de apoptose e proliferacdo celular sao
melhor observados na tabela 4. Verificamos que ambos apresentam
tendéncia a aumentar com a progressio da lesdo epitelial (p<0,00001).
Este aumento ¢ mais patente quando estudamos o indice de
proliferacdo celular (p<0,00001). Observamos, no entanto, no po6s-—
teste pelo método de comparacdes miultiplas de Dunn que ndo ha
diferenca estatisticamente significativa no indice de proliferacdo
celular entre o tecido normal e a hiperplasia tipica (p=0,093) e entre
as lesdes pré—malignas e malignas (hiperplasia atipica e carcinoma in

situ; p=0,26 e carcinoma in situ e carcinoma ductal infiltrante, p=0,68).

As diferencas estatisticas do indice de apoptose nos cinco
grupos também foram altamente significativas (p<0,00001), inclusive
quando observamos os resultados no poés—-teste pelo método de
comparacdes miultiplas de Dunn. Nio houve diferenca estatistica
significativa entre hiperplasia tipica e atipica (p=0,21) e hiperplasia
atipica e carcinoma intraductal (p=0,35), embora haja diferenca
estatisticamente significativa entre carcinoma intraductal e hiperplasia
tipica (p=0,0002). Os resultados dos indices de apoptose e de

proliferacdo celular podem ser melhor observados nos graficos 1 e 2.
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4.2. RAZAO IP/IA

Para se ter uma noc¢do de como a cinética celular influencia no
potencial de crescimento da lesdo, a razdo entre o indice de
proliferacio celular e o indice de apoptose foi calculada para cada caso
individualmente. Casos com contagem nula de apoptose nio foram
considerados paro calculo do quociente IP/IA. Os resultados das
médias e medianas estdo representados na tabela 5. A comparacdo dos
quocientes IP/IA pelo método de Kruskal-Wallis, foi obtido diferenca
altamente significativa entre os grupos (p<0,00001). O pos—teste pelo
método de comparagoes miiltiplas de Dunn evidenciou que ndo ha
diferenca estatistica entre as lesdes benignas (p=0,65). Em relacio as
lesdes pré—-malignas e malignas, notamos que nfo ha diferenca
estatisticamente significante entre hiperplasia atipica e carcinoma
intraductal, (p=0,17), mas ha diferenca entre o a hiperplasia atipica e a
hiperplasia tipica (p=0,0254). Finalmente, houve diferenca estatistica
entre o carcinoma intraductal e o carcinoma invasor (p=0,023), com
caracterizacdo de queda deste indice no ultimo grupo. Os resultados
das médias do indice de proliferacio celular, indice de apoptose e o

quociente IP/IA sdo mostrados no grafico 3 para melhor visualizacio.
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Diagnéstico n I Pto [Atc
(mediana) (mediana)
Alteragdes minimas 20 0,18+0,17 0,09+0,18
0,1) 0)
Hiperplasia tipica 20 0,56+0,42 0,35+0,23
(0,43) (0,33)
Hiperplasia atipica 15 18,44+53.42 0,1540,04
3;1) (0,14)
Ca in situ 20 21,65£15,36 0,4110,57
(20,5) (0,21)
Ca invasor 20 26,1+18,87 2,01+1,44
(20) (1,55)
Tabela 4 Valores médios e desvio padrio dos indices de proliferacio celular e de

apoptose segundo a lesio mamaria (valores expressos em %). Os valores entre parénteses
indicam a mediana. Ca in situ: Carcinoma ductal in situ; Ca invasor: Carcinoma ductal invasor;

o: desvio padrio.

Diagnostico n indice IP/IA+c
(mediana)
Alteragdes minimas 20 2,1443.43
0,37)
Hiperplasia tipica 20 2.9113.72
(1,54)
Hiperplasia atipica 15 13,0246,50
(13,75)
Ca in situ 20 63,061+55,52
(52,31)
Ca invasor 20 19,15+20,39
(10,84)
Tabela 5 Valores médios e desvio padrio dos quocientes IP/IA segundo a lesdo mamaria.

Os valores entre parénteses indicam a mediana. Ca in situ: Carcinoma ductal in situ; Ca
invasor: Carcinoma ductal invasor; o: desvio padrio.
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Grifico 1 Boxplot mostrando mediana e quartis dos indices de proliferacdo celular para
cada grupo.
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Grifico 2 Boxplot mostrando mediana e quartis dos indices de apoptose para cada grupo.
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Grafico 3 Grifico mostrando as médias dos indices de proliferagio celular e de apoptose
segundo a progressio histolégica para o carcinoma invasor da mama.
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Grifico 4 Grifico mostrando o quociente indice de proliferacio celular/indice de
apoptose (IP/IA) segundo a progressio histolégica para o carcinoma invasor da
mama.
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4.3. CORRELACAO ENTRE OS

PROLIFERACAO CELULAR

Uma correlacido positiva pelo teste de Spearman entre os indices
de apoptose de proliferacdo celular (r=0.64, p<0,00001) foi obtida

quando todos os casos foram levados em consideracdo (Grafico 5).

INDICES DE APOPTOSE E

Grifico 5 Diagrama de dispersiio mostrando correlagfio entre indice de apoptose e indice
de proliferagdo celular (r=0,64, p<0,00001).
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4.4. PROTEINA P27%F1 PROTEINA P53, PROTEINA BCL-2 E

ONCOPROTEINA C-ERBB-2

A coloracio imuno-histoquimica para proteina p27¥P! & proteina
p53 demonstrou positividade nuclear para ambos os antigenos. Nas
lesdes hiperplasicas do epitélio ductal notamos uma tendéncia a
positividade para p275%"' nas células apicais. Nio houve variacio
significativa na coloracdo em um caso individual. Houve claramente
positividade para proteina p53 em um numero reduzido de casos e,
dentro de um caso individual, nimero reduzido de células, no tecido
mamario com alteracdes minimas. NZo notamos tais caracteristicas tdo
marcantes nos outros grupos. Os resultados para proteina bcl-2
mostraram homogeneidade com forte positividade nas lesdes benignas
e na hiperplasia atipica. No carcinoma intraductal e no carcinoma
invasor a coloracdo foi heterogénea com varios graus de positividade
(Carcinoma in situ - média: 3,2; desvio padrdo: 2,76 e carcinoma
invasor — média: 1,3; desvio padrido: 1,59). Chamou a atencdo o fato de
que quando observamos somente os carcinomas intraductais de grau
intermediario e baixo, estes tendem a reproduzir o padrdo observado
nas lesdes benignas e na hiperplasia atipica (resultados nZo

mostrados). Em relagcdo a expressio de oncoproteina c-erbB-2
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observamos diferenca estatisticamente significante (p<0,00001)
quando separamos as lesdes em dois grupos, ie, lesdes de baixo grau
histologico (tecido mamério com lesdes minimas, hiperplasia ductal
tipica e hiperplasia ductal atipica) e lesdes neoplésicas (carcinoma in
situ e carcinoma invasor). Pelo método exato de Fisher, quando os
indices de expressdo das proteinas associadas ao ciclo celular (p27*!,
p53, oncoproteina bcl-2 e produto de oncogene c-erbB-2) foram
comparados aos pares, nio obtivemos resultados estatisticos

significativos. Estes dados estdo mostrados na tabela 6.



Diagnéstico  n [P+o [Ato p27+c p53to be I-2t0 c-erbB-2
(mediana) (mediana) (mediana) (mediana) (mediana)
Alteragdes 20 0,18+0,17 0,09+0,18 42,35+18,60 5,4+10,21 810
minimas (0,1) (0) (40,5) (0) (8) 0
Hiperplasia 20 0,56+0,42 0,35+0,23 38,9+16,95 16,75431,21 8+0
tipica (0,43) (0,33) (35) 0) 8) 0
Hiperplasia 15 18,44£53,42 0,15+0,04 49,92+34,70 19,61+32,15 8+0
atipica (3,1) (0,14) (44) 0) (8) 0
Ca in situ 20 21,65+15,36 0,41+0,57 40,8+19,07 17,754£27,06 3,2£2,76
(20,5) (0,21) (41,5) (©) 3) 2,5
Ca invasor 20 26,1+18,87 2,01+1,44 40,05+15,95 32,95+38,78 1,3£1,59
(20) (1,55) (39,5) (18,5) (0,5) 2
Tabela 6 Valores médios e desvio padrio dos indices de proliferacfio celular, de apoptose e das proteinas associadas ao ciclo celular (p27, p53 e bel-

2) segundo a lesdio mamadria (valores expressos em %). Os valores entre parénteses indicam a mediana. Os valores relativos a quantificagfio da proteina c-
erbB-2 (varidvel discreta) indicam a mediana.

9L
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4.5. CORRELACAO ENTRE INDICE DE PROLIFERACAO CELULAR E

PROTEINAS ASSOCIADAS AO CICLO CELULAR

Uma correlacido positiva pelo teste de Spearman entre o indice
de proliferacdo celular e a positividade para oncoproteina c—erbB-2
(r=0.63, p<0,00001) e uma correlacdo negativa entre o indice de
proliferacdo celular e a positividade para proteina bcl-2 (r=-0.64,
p<0,00001) foram obtidas quando todos os casos foram levados em
consideracdo. Ao colocarmos estas varidveis num teste de regressdo
linear multipla, verificamos que a variacdo no indice de proliferacédo
celular é mais influenciada pela variacido na positividade da
oncoproteina c—erbB-2 (p=0,0002). O modelo linear para a predicdo de
Y (variacdo no indice de proliferacdo celular) é representado pela

equacao

Y= -0,0170 + 0,0827X ; onde X ¢ a variacdo na
positividade de oncoproteina c—

erbB-2.
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4.6. CORRELACAO ENTRE INDICE DE APOPTOSE E PROTEINAS

ASSOCIADAS AO CICLO CELULAR

Uma correlagdo negativa pelo teste de Spearman entre o indice
de apoptose e a imunoexpressio de proteina bcl-2 (r=-0,42,
p<0,00001) foi obtida quando todos os casos foram levadqs em
consideracdo. Ao colocarmos estas varidveis num teste de regressao
linear simples, verificamos que a variacdo no indice de proliferacio
celular ¢ influenciada pela variacdo na imunoexpressido da proteina
bel-2 (p=0,0005). O modelo linear para a predicio de Y(variacdo no

indice de apoptose) é representado pela equacio

Y= 0,0129 - 0,0012X ; onde X é a variacdo na
imunoexpresssio de proteina

bel-2
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Fotomicrografias mostrando exemplos de reacdes positivas na

hiperplasia ductal tipica. A seta na figura de apoptose

apoptético.

Figura 3




Figura 4 Fotomlcrograﬁas que mostram exemplos de cortes hlstologncos casos classnficados como hlperplasm ductal atipica. As
figuras (a), (b) e (c) mostram laminas de trés casos diferentes coradas por HE (200x). As ldminas (d), (e) e (f) referem-se ao caso (c) e
mostram, respectivamente, corpo apoptotico (seta) em regido periférica do ducto (ApoptagPlus, Intergen), nicleo marcado com anticorpo
anti-DNA topoisomerase Ilo. em situag@o apical (seta) e reagdo positiva para proteina bel-2.

08
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Figura § Fotomicrografias mostrando exemplos de reacdes posiﬁvas no

carcinoma intraductal. As setas no quadro de apoptose indicam corpos
apoptdticos.
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Figura 6 Fotomicrografias mostrando exemplos de reacdes positivas no
carcinoma ductal invasivo, SOE. A seta na figura de apoptose indica um corpo
apoptoético.
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5. DISCUSSAO

O equilibrio entre proliferacdo celular e apoptose tem um papel
fundamental na homeostasia tecidual. Alteracoes nio fisiologicas nesse
equilibrio, geralmente secundarias a alteracdes nos genes envolvidos
na regulacdo do ciclo celular, tendem a reSL_ﬂtar em acumulo de células
no tecido, queira por aumento no numero de células em proliferacdo,
queira por diminui¢io no nimero de células que entram em apoptose
possibilitando a transformacio neopléasica celular, assim como o
crescimento tumoral. Ainda, é sabido que o fendmeno da invasido
estromal pela neoplasia relaciona—-se diretamente ao aumento no

namero de células tumorais (COTRAN et al. 1994).

A literatura recente aceita, baseada em evidéncias
epidemiolbgicas, que o carcinoma invasor da mama pode ser resultado
de um fendmeno de miultiplas etapas iniciando-se em estados
hiperplasicos do epitélio, passando pelo carcinoma in situ (DUPONT et
al. 1993; TAVASSOLI 1998, 1999). Assim, alguns modelos de
progressdo de doenca foram propostos baseados na morfologia das
lesdes (DAWSON et al. 1996; GUPTA et al. 1997). O presente trabalho

teve como objetivo tentar validar a hipétese de evolugdo seqiiencial do
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carcinoma mamario estudando os indices de proliferacdo celular e de
apoptose através do espectro de lesdes pré-invasivas do epitélio
ductal e em carcinomas ductais mamarios. Também estudamos a
expressio de proteinas associadas ao ciclo celular, tentando verificar
a influéncia de cada uma delas nos fendmenos de proliferacdo e morte

celular.

Tecnicamente, para termos acesso ao indice de apoptose,
utilizamos um método de marcacio de pontos de quebra da molécula
de DNA (TUNEL), desde que a fragmentacido do DNA nuclear ¢ um dos
fendmenos terminais da apoptose e passiveis de identificacdo
morfologica (GAVRIELI et al, 1992; GORCZYCA et al, 1992; ALISON
1999). E importante notar que, embora este método contribua em
aumentar a sensibilidade do observador em relacdo a identificacdo de
células em apoptose, a simples coloracio positiva ndo é suficiente para
caracterizar o fendmeno. Isto se deve ao fato de que o processamento
(principalmente fixa¢ido em formol) e o corte histolégico, pode levar a
fragmentacdo da molécula de DNA, o que sera reconhecido pelo
método de deteccdo. Assim, é importante que o observador tenha
consciéncia do fato e considere as células marcadas que apresentam
caracteristicas morfolégicas compativeis com apoptose, ou seja,

ntcleos condensados, fragmentados, com vitrificagcdo citoplasmatica ou
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halo pericelular caracterizando corpos apoptoticos (SLOOP et al

1999).

Em relacio a determinacio do indice de proliferacdo celular,
preferimos utilizar a expressdo da proteina DNA topoisomerase Ila
por duas razdoes. E uma proteina que participa da replicacdo da
molécula de DNA e, portanto, essencial para a divisdo celular (ROCA e
WANG, 1994). Também nZo esta envolvida na resposta celular ao dano
do DNA (SLOOP et al, 1999). Além disso, trabalhos na literatura
demonstram que a pesquisa da enzima por método imuno—histoquimico
¢ confiavel e reprodutivel para determinag¢io do indice de proliferacao
celular tanto no tecido mamario (LYNCH et al, 1997; DEPOWSKI et
al., 2000), quanto em outros tecidos (HOLDEN et al., 1995; ITO et al.,

1997; TURLEY et al., 1997; KORSHUNOV e GOLANOV, 2001).

Outros marcadores de prolifera¢do celular bastante utilizados
sdo a proteina Ki—-67 e o PCNA. Alguns autores descreveram que tanto
um como outro podem ser observados em células apoptoticas (BAI et
al. 2001), o que seria um viés potencial para o nosso estudo. Outros
nio observaram este fendmeno, o que poderia, em parte, sugerir que o

mesmo ¢é tecido—especifico (COATES et al 1996).
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Algumas condi¢des inerentes ao tecido estudado fugiram do
escopo deste projeto, principalmente pelo fato de termos escolhido
realizar um estudo retrospectivo em material retirado em
procedimentos cirurgicos e, portanto, sem a possibilidade de controle
mais rigido. Por exemplo, sabemos que as alteracdes morfologicas do
processo de apoptose duram aproximadamente 3 horas e que o status
pré—apoptético menos ainda (SLOOP et al 1999). Assim, o indice de
apoptose é tio somente uma expressido relativa do nimero células em
apoptose e ndo um numero absoluto. O mesmo ocorre com o indice de
proliferacdo celular em menor extensdo. Além disso, no caso de haver,
em um caso individual, aumento da duracdo do fendmeno, isto pode se
refletir em um aumento da contagem de células. Finalmente, em
tecidos que respondem a influéncia de horménios, como o endométrio
e a mama, os indices de proliferacdo celular e de apoptose dependem
tanto da fase do ciclo menstrual, quanto do sfafus hormonal da
paciente, se pré ou pés—menopausa (IQBAL et al 2001). Isto também

pode influenciar a expressio das proteinas associadas ao ciclo celular.

Os nossos resultados indicam que tanto o indice de proliferacio
celular, quanto o indice de apoptose aumentam em relacdo a
progressiao da lesdo do epitélio ductal. Estudos sobre atividade

apoptotica e proliferacdo celular realizados em outros tecidos
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mostraram resultados semelhantes. Em lesdes displédsicas e carcinoma
invasor do epitélio bronquico e da mucosa oral a atividade apoptotica
aumenta com a progressio da lesio (TORMANEN ef al 1999;
MACLUSKEY et al 2000). HAO et al. (1998) também encontraram
aumento no indice de proliferacdo celular na progressio de adenoma
para carcinoma invasor da mucosa colo-retal. O indice de apoptose
apresentou tendéncia a aumentar, mas ndo alcancou niveis de
significancia estatistica. BIRCHALL et al (1996) demonstraram que, na
mucosa oral e na mucosa orofaringea, o indice mitético tende a
aumentar enquanto que o indice de apoptose permanece o mesmo na
progressiao desde o epitélio normal ao carcinoma invasor, passando
pelas lesoes displasicas. No nosso material, o aumento do quociente
IP/IA ao longo do espectro das lesdes pré-invasivas reflete
indiretamente o aumento da renovacdo de células com desvio em
dire¢do ao actmulo de células na unidade de éarea. Poderiamos
especular que tal acimulo celular no tecido aumentaria a probabilidade
de eventos mutagénicos que levariam aos processos de transformacio

neoplasica, invasido e metastase.

A queda do quociente IP/IA observada no grupo dos carcinomas
invasores em rela¢do ao grupo dos carcinomas 7 situ é conseqiiéncia

do grande aumento no indice de apoptose daquele grupo em relacio a
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este (grafico 3). O indice de proliferacio celular aumentou
aproximadamente em 20% do carcinoma in Situ para o carcinoma
invasor, enquanto que o indice de apoptose sofreu um aumento de
quase 5 vezes. Em relacdo a estes resultados a literatura ¢ algo
controversa. Enquanto MUSTONEN et al (1997) chegaram a
resultados semelhantes aos nossos, mostrando que o carcinoma
invasor apresenta um indice de apoptose aproximadamente 2 a 4 vezes
maior que o carcinoma intraductal, HARN et al (1997), utilizando
métodos similares, verificaram, em seu material, que apoptose ¢ mais
freqiiente no carcinoma intraductal. Os primeiros autores identificaram
que o baixo indice de expressdao da proteina bcl-2 pode estar
relacionado ao aumento do indice de apoptose, enquanto HARN et al
(1997) implicam a diferenca de expressio de proteina p53 no
carcinoma intraductal e no carcinoma invasor como responsavel para
as diferencas entre os indices de apoptose entre as lesdes. Ainda,
ROCHAIX et al. (1999) demonstraram que hé diferenca entre os indices
de apoptose de carcinoma ductal invasor da mama de diferentes graus
histologicos. Outras hipoteses para explicar 0s mecanismos
patogenéticos envolvidos na diferenca observada neste trabalho entre
os IA no carcinoma intraductal e no carcinoma ductal infiltrante da

mama, fato aparentemente contraditorio, incluem a heterogeneidade
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das neoplasias infiltrativas do epitélio ductal da mama, além da

interacio das células neoplasicas com a matriz extracelular.

O carcinoma mamario compreende uma variedade de lesdes
diferentes na apresentacio histologica com diferentes graus de atipia
celular, formacfo tubular e até na resposta do estroma a invasdo do
tecido. E natural pensar que esta heterogeneidade também se reflita
no indice de renovacio celular do parénquima neopléasico. No presente
estudo, nos preferimos selecionar amostras de carcinoma ductal
infiltrante grau histolégico II (RICHARDSON e BLOOM, 1957) na
tentativa de homogeneizar os resultados. MOMMERS et al. (1999)
estudaram o balanco entre o indice mitotico e o indice de morte celular
em lesdes pré-invasivas e no carcinoma mamario, separando as lesdes
bem diferenciadas das pouco diferenciadas e encontraram padrdes
diferentes no quociente entre esses indices nos grupos estudados.
KAJIWARA et al. (1999) verificaram que tanto o indice de apoptose,
quanto o indice de proliferacio celular s3o mais elevados no carcinoma
medular da mama do que no carcinoma ductal infiltrante, padrdo ndo
medular. BAI et al. (2001) também estudaram o balanco entre apoptose
e proliferacdo celular na progressido para o carcinoma mamario e
encontraram que o indice de proliferacdo celular tende a crescer em

maior grau do que o indice de apoptose ao longo da progressdo
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histologica das lesdes. Embora os trabalhos citados tenham abordado
diferentemente o problema, todos chegaram a resultados que indicam
uma tendéncia ao actimulo de células e alto indice de renovacédo celular
em direcio ao carcinoma mamario. No nosso estudo, apesar de
isoladamente o carcinoma mamario apresentar indice de renovacdo
celular na direcio do actmulo de células neoplédsicas, em relagdo ao
carcinoma in situ, h4 uma queda no indice de renovacido celular, as

custas do grande aumento no indice de apoptose verificado.

A caracterizacdo da hiperplasia atipica ductal quanto ao indice
de proliferacdo celular e de apoptose ndo é tarefa facil. No presente
estudo, ¢ uma lesdo cujo indice de apoptose se assemelha tanto ao
observado para o carcinoma intraductal, quanto para a hiperplasia
atipica, enquanto que, quanto ao indice de proliferacdo celular esta
mais préxima ao carcinoma intraductal. No entanto, o quociente IP/IA
sugere um indice de renovacdo celular semelhante ao do carcinoma
intraductal, indicando que do ponto de vista de cinética celular a
hiperplasia atipica pode estar mais relacionada ao carcinoma ductal in
situ do que as lesdes benignas do epitélio ductal. BAI et a/ (2001)
encontraram utilizando métodos semelhantes aos utilizados neste
trabalho que os indices de apoptose e de proliferacdo celular sio

estatisticamente semelhantes na hiperplasia atipica e no carcinoma
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intraductal e também sugeriram que ambas as lesdes podem estar
relacionadas do ponto de vista de cinética celular. Alguns estudos
moleculares e genéticos detectaram monoclonalidade nas hiperplasias
atipicas, sugerindo que na verdade, elas sdo proliferacdes neoplésicas,

podendo representar pequenos carcinomas intraductais (LAKHANI ez

al. 1995; ROSENBERG et al. 1996, 1997).

Proliferacdo celular e apoptose sdo fendémenos provavelmente
relacionados do ponto de vista molecular. Embora os dois fenomenos
parecam antagonicos, ha evidéncias moleculares até certo ponto
contraditorias que podem indicar sua correlacdo. Estudos
demonstraram ativacio de proteinas dependentes de ciclinas em
células apoptoticas (GAZIT e ERDOS 1994; MEIRKANZ et al. 1994) e
sugeriram que para uma célula entrar em apoptose, teria que
inicialmente entrar no ciclo celular, denotando uma via comum de
ativacdo para os dois processos. A demonstracio, pelo menos em
alguns tecidos, de que células em apoptose expressam marcadores de
proliferacdo celular parece uma evidéncia a mais neste sentido (SHI et
al. 1994; EVAN 1997; BAI et al 2001). COATES et al (1996), no
entanto, ao estudar diferentes marcadores de proliferacio celular em
neutrofilos em cultura, ndo chegaram a tais resultados. Pelo contrario,

seus resultados parecem indicar que a entrada no ciclo celular nido é
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uma condicdo sine gqua non para que a célula progrida para apoptose.
Neste trabalho, identificamos correlacdo positiva entre as atividades
proliferativas e apoptoticas das lesdes em relacdo ao grau de
progressdo histologica. Outros autores haviam identificado tal
correlacio tanto no tecido mamario (PILLAI et al. 1998), quanto em
outros tecidos (BARETTON et al. 1996; DIEBOLD et al. 1996; HAO et

al. 1998).

A questdo da modulacio dos processos de proliferacido celular e
apoptose na progressdo do cincer de mama foi abordada no presente
estudo. Nossos resultados mostraram que ha uma correlagdo positiva
linear entre o aumento do indice de proliferacdo celular e a expressio
de proteina c-erbB-2 e uma correlacdo linear negativa entre o
aumento do indice de apoptose e a expressido de proteina bcl-2 ao
longo do espectro das lesdes pré-invasivas e carcinoma mamario.
Embora nido tenhamos conhecimento de algum estudo que tenha
abordado este aspecto utilizando a carcinogénese maméria como
modelo, encontramos na literatura um trabalho que identificou
resultados semelhantes abordando tumores invasivos da mama em
relacdo ao indice de apoptose e a expressido de proteina bcl-2 (PILLAI
et al. 1998). Dos estudos que utilizaram a progressio para o cancer

colo—-retal como modelo, um verificou correlacio negativa entre o
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indice de apoptose e a expressdo da proteina bcl-2 nos carcinomas
(BARETTON et al. 1996) e o outro nos adenomas, mas ndo nos

carcinomas (HAO et al. 1998).

A literatura contém trabalhos que demonstram papel modulador
das proteinas pb3 tanto no processo de apoptose, quanto na
proliferacdo celular (LANE, 1992; LYONS e CLARKE, 1997; AGARWAL
et al. 1998). Um estudo mostrou correlacio inversa da expressido desta
proteina com a expressdo de proteina bcl-2 tanto nos adenomas
quanto no carcinoma do epitélio colo-retal (HAO et al 1998), mas
BARETTON et al. (1996) ndo encontraram tal correlacio. No nosso
caso, nido observamos papel modulador potencial da proteina p53 no
que se refere a progressido ao carcinoma mamario invasor. Em relacio
a proteina p27¥P!, ¢ conhecido o seu papel regulador do ciclo celular
(TOYOSHIMA e HUNTER 1994). Até onde sabemos, ndo ha relatos na
literatura que tentaram estudar o seu papel na progressdo para o
cancer de mama. Os nossos resultados ndo encontraram nenhuma
relacdo matematica entre a expressido dessa proteina e o indice de

proliferacado celular ou o indice de apoptose.

Em resumo, nossos resultados permitem concluir que hd um
aumento progressivo dos indices de proliferacdo celular 4 medida que

a lesdo ductal mamaria evolui em direc¢do ao cancer. E possivel dizer
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que o mesmo acontece com o indice de renovagdo celular (quociente
IP/IA), pelo menos na progressdo histologica até o carcinoma in situ,
havendo um desvio em direcdo ao actimulo de células no tecido. A
hiperplasia atipica ductal relaciona—-se ao carcinoma intraductal do
ponto de vista de cinética celular. O indice de proliferacdo celular
correlaciona—se positivamente com a expressio do produto de
oncogene Her2/neu (proteina c—erbB-2) enquanto que o indice de
apoptose correlaciona-se inversamente a expressdo da proteina bcl-2
ao longo da progressio histologica desde a hiperplasia tipica ductal até

o carcinoma ductal invasor.

Os resultados obtidos neste trabalho abrem perspectivas no
estudo da carcinogénese mamaria lancando novas questdes a respeito
da cinética celular tumoral. O papel modulador das moléculas
reguladoras do ciclo celular necessita ser melhor estudado, talvez com
aumento da casuistica nos diferentes grupos e métodos de biologia
molecular com microdisseccdo das lestdes. Finalmente, as implicagcoes
das alteracdes da cinética celular no carcinoma in situ e no carcinoma
invasor de alto e baixo grau histolégico também devem ser estudadas
e correlacionadas com as alteracdes das proteinas envolvidas na
regulacdo do ciclo celular e da apoptose a fim de se estabelecer um

modelo mais preciso da carcinogénese mamaria.
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CONCLUSOES

. Ha um aumento progressivo dos indices de proliferacido celular a

medida que a lesdo ductal mamaria evolui em direcdo ao cancer.

. O indice de renovacio celular (quociente IP/IA) aumenta, pelo
menos na progressio histologica até o carcinoma i situ, havendo

um desvio em direcio ao acimulo de células no tecido.

. A hiperplasia atipica ductal relaciona—se ao carcinoma intraductal

do ponto de vista de cinética celular.

. O indice de proliferacdo celular correlaciona—-se positivamente com
a expressio do produto de oncogene Her2/neu (proteina c—erbB-2)
enquanto que o indice de apoptose correlaciona—se inversamente a
expressdo da proteina bcl-2 ao longo da progressdo histologica

desde a hiperplasia tipica ductal até o carcinoma ductal invasor.
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8. ANEXOS
Anexo 1 Resultados obtidos para os tecidos controle (tecido mamirio com alteracdes
minimas):
Caso p53 P27 c-erbB-2 | Proliferacdo | Indice de | Bcl-2
celular apoptose

C-1 negativo 0. {7 negativo 0,001 0,082 8
C-2 negativo 0,28 negativo 0,007 0,0014 8
C-3 negativo 0,26 negativo 0,001 0,0016 8
C-4 negativo 0,43 negativo 0 0,0012 8
C-5 negativo 0,60 negativo 0 0,0210 8
C-6 negativo 0,18 negativo 0 0,0010 8
Cc-7 0,22 0,63 negativo 0.003 0,0011 8
C-8 0,17 0,32 negativo 0 0,0011 8
C-9 negativo 0,58 negativo 0 0,0012 8
C-10 negativo 0,27 negativo 0 0 8
C-11 negativo 0,36 negativo 0.002 0 8
C-12 negativo 0,39 negativo 0.006 0 8
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Caso p53 P27 c-erbB-2 | Proliferagao | Indice de | Bcl-2
celular apoptose
C-13 negativo 0,17 negativo 0.003 0 8
C-14 0,14 0,42 negativo 0 0 8
C-15 negativo 0,67 negativo 0 0 8
C-16 negativo 0,65 negativo 0 0 8
C-17 negativo 0,58 negativo 0 0 8
C-18 0,21 0,28 negativo 0 0 8
C-19 0,34 0,16 negativo 0 0 8
C-20 negativo 0,47 negativo 0 0 8




Anexo 2

Resultados obtidos para os casos de hiperplasia ductal usual.
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Caso p53 P27 | c-erbB-2 | Proliferagdo | indice de | Bcl-2
celular apoptose
HT-1 | negativo 0,49 negativo 0,0086 0,0049 8
HT-2 0,98 0,71 negativo 0,0042 0,0006 8
HT-3 0,22 0,24 negativo 0,0030 0,0030 8
HT-4 0,87 0,70 negativo 0,0025 0,0120 8
HT-5 | negativo 0,56 negativo 0,0086 0,0057 8
HT-6 0,48 0,26 negativo 0,0013 0.0054 8
HT-7 | negativo 0,21 negativo 0,0016 0,0016 8
HT-8 0,62 0,23 negativo 0,0027 0,0044 8
HT-9 | negativo 0,34 negativo 0,0147 0,0010 8
HT-10 | negativo 0,42 negativo 0,0008 0,0084 8
HT-11 | negativo 0,21 |negativo 0,0072 0,007 8
HT-12 | negativo 0,52 |negativo 0,0031 0,0014 8
HT-13 0,18 0,23 |negativo 0,0120 0,0041 8
HT-14 | negativo 0,31 |negativo 0,0017 0,0013 8
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Caso p53 P27 | c-erbB-2 | Proliferagdo | indice de | Bcl-2
celular apoptose
HT-15 | negativo 0,27 |negativo 0,0044 0,0077 8
HT-16 | negativo 0,56 |negativo 0,0140 0,0028 8
HT-17 | negativo 0,31 |negativo 0,0027 0,0017 8
HT-18 | negativo 0,34 |negativo 0,0082 0,0062 8
HT-19 | negativo 0,48 |negativo 0,0065 0,0041 8
HT-20 | negativo 0,22 |negativo 0,0051 0,0036 8




Anexo 3

Resultados obtidos para os casos de hiperplasia ductal atipica.
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Caso P53 P27 | c-erbB-2 | Proliferagéo | indice de | Bcl-2
celular apoptose
HA -1 | negativo 0,44 negativo 0,031 0,014 8
HA -2 0,60 0,68 &7 0,72 0 8
HA -3 | negativo 0,39 [negativo 0,01 0,0012 8
HA -4 | negativo 0,92 |negativo 0,024 0 8
HA -5 | negativo 0,47 |negativo 0,016 0 8
HA -6 0,012 0,37 |negativo 0,22 0 8
HA -7 negativo 0,52 |negativo 0,01 0 8
HA -8 | negativo | 0,98 [negativo 0,14 0 8
HA -9 0,77 0,012 + 0,032 0,0018 8
HA -10 0,92 0,42 negativo 0,94 0,0013 8
HA -11 0,22 0,99 + 0,54 0 8
HA -12 | negativo 0,39 + 0,022 0,0016 8
HA -13 0,42 0,47 |[negativo 0,017 0,0011 8
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Caso P53 P27 c-erbB-2 | Proliferacdo | indice de | Bcl-2
celular apoptose
HA -14 | negativo | 0,016 |negativo 0,013 0,0024 8
HA -15 | negativo 0,42 |negativo 0,032 0,001 8




Anexo 4

Resultados obtidos para os casos de Carcinoma intraductal.
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Caso P53 P27 | c-erbB-2 | Proliferagdo | indice de | Bcl-2
celular apoptose
cis-1 | 0,39 0,34 3+ 0,30 00062 | 0
cis2 | 0,36 0,43 3+ 0,22 0,0011 | ©
CIS-3 negativo 0,37 3+ 0,51 0,0253 1
CIS-4 | negativo | 0,29 |negativo 0,01 0,0004 | 6
CIS-5 | negativo | 027 |negativo 0,02 0,0008 | 5
CIS6 | negativo | 0,38 |negativo 0,05 0.0005 | 7
cis7 | 056 0,18 2+ 0,06 00010 | 8
CIS-8 | negativo | 0,54 2+ 0,016 0,0039 | ©
cls9 | 048 0,36 3+ 0,24 0,0013 | 6
CIS-10 | negativo 0,51 negativo 0,18 0,0018 6
CIS-11 | negativo 0,42 + 0,09 0,0016 5
CIS-12 | negativo | 043 |Negativo 0,03 0,0031 2
CIS-13 | negativo | 0,04 |negativo 0,37 0,0041 0
CIS-14 | negativo | 041 |negativo 0,11 00019 | 6
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Caso P53 P27 | c-erbB-2 | Proliferacdo | indice de | Bcl-2
celular apoptose
CIS-15 0,30 0,48 2+ 0,09 0,0009 0
CIS-16 0,22 0,60 3+ 0,03 0,0023 4
CIS-17 1,00 0,98 3+ 0,40 0,0042 1
CIS-18 0,24 0 3+ 0,11 0,0078 1
CIS-19 0 0,18 Sk 0,045 0,0112 2
CIS-20 0 0 2+ 0,07 0,0030 4




Anexo 5
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Resultados obtidos para os casos de Carcinoma ductal infiltrante da mama.

Caso p53 P27 c-erbB-2 | Proliferagao | indice de | Bcl-2
celular apoptose
CDI-1 0,15 0,28 3+ 0,14 0,048 4
CDI-2 0 0,07 3+ 0,12 0,018 0
CDI-3 0,92 0,55 3+ 0,37 0,046 3
CDI-4 0,66 0,38 negativo 0,09 0,012 0
CDI-5 0 0,21 negativo 0,07 0,015 0
CDI-6 0 negativo | negativo 0,14 0.013 0
CDI-7 0,22 0,78 2F 0,12 0,009 1
CDI-8 0 0,38 2+ 0,07 0,016 0
CDI-9 0,24 0,41 3+ 0,06 0,021 1
CDI-10 0,33 0,34 0 0,09 0,014 3
CDI-11 0,92 0,41 1+ 0,22 0,007 0
CDI-12 0 0,28 negativo 0,49 0,052 0
CDI-13 0 0,42 negativo 0,18 0,004 4
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Caso P53 P27 | c-erbB-2 | Proliferacdo | indice de |Bcl-2
celular apoptose
CDI-14 0 0,17 negativo 0,44 0,029 3
CDI-15 0,94 0,57 2+ 0,27 0,004 “
CDI-16 0 0,03 3+ 0,57 0,021 1
CDI-17 0 0,52 3+ 0,38 0,031 0
CDI-18 0,97 0,32 3+ 0,22 0,009 2
CDI-19 0,92 0,14 3F 0,55 0,024 0
CDI-20 0,42 0,21 2+ 0,63 0,009 0




	Scanned-image_22-05-2017-170839-1
	Scanned-image_22-05-2017-170839-2
	Scanned-image_22-05-2017-170949-1
	Scanned-image_22-05-2017-170949-2
	Scanned-image_22-05-2017-170949-3
	Scanned-image_22-05-2017-170949-4
	Scanned-image_22-05-2017-170949-5
	Scanned-image_22-05-2017-170949-6
	Scanned-image_22-05-2017-170949-7
	Scanned-image_22-05-2017-170949-8
	Scanned-image_22-05-2017-170949-9
	Scanned-image_22-05-2017-170949-10
	Scanned-image_22-05-2017-170949-11
	Scanned-image_22-05-2017-170949-12
	Scanned-image_22-05-2017-170949-13
	Scanned-image_22-05-2017-170949-14
	Scanned-image_22-05-2017-170949-15
	Scanned-image_22-05-2017-170949-16
	Scanned-image_22-05-2017-170949-17
	Scanned-image_22-05-2017-170949-18
	Scanned-image_22-05-2017-170949-19
	Scanned-image_22-05-2017-170949-20
	Scanned-image_22-05-2017-170949-21
	Scanned-image_22-05-2017-170949-22
	Scanned-image_22-05-2017-170949-23
	Scanned-image_22-05-2017-170949-24
	Scanned-image_22-05-2017-170949-25
	Scanned-image_22-05-2017-170949-26
	Scanned-image_22-05-2017-170949-27
	Scanned-image_22-05-2017-170949-28
	Scanned-image_22-05-2017-170949-29
	Scanned-image_22-05-2017-170949-30
	Scanned-image_22-05-2017-170949-31
	Scanned-image_22-05-2017-170949-32
	Scanned-image_22-05-2017-170949-33
	Scanned-image_22-05-2017-170949-34
	Scanned-image_22-05-2017-170949-35
	Scanned-image_22-05-2017-170949-36
	Scanned-image_22-05-2017-170949-37
	Scanned-image_22-05-2017-170949-38
	Scanned-image_22-05-2017-170949-39
	Scanned-image_22-05-2017-170949-40
	Scanned-image_22-05-2017-170949-41
	Scanned-image_22-05-2017-170949-42
	Scanned-image_22-05-2017-170949-43
	Scanned-image_22-05-2017-170949-44
	Scanned-image_22-05-2017-170949-45
	Scanned-image_22-05-2017-170949-46
	Scanned-image_22-05-2017-170949-47
	Scanned-image_22-05-2017-170949-48
	Scanned-image_22-05-2017-170949-49
	Scanned-image_22-05-2017-170949-50
	Scanned-image_22-05-2017-170949-51
	Scanned-image_22-05-2017-170949-52
	Scanned-image_22-05-2017-170949-53
	Scanned-image_22-05-2017-170949-54
	Scanned-image_22-05-2017-170949-55
	Scanned-image_22-05-2017-170949-56
	Scanned-image_22-05-2017-170949-57
	Scanned-image_22-05-2017-170949-58
	Scanned-image_22-05-2017-170949-59
	Scanned-image_22-05-2017-170949-60
	Scanned-image_22-05-2017-170949-61
	Scanned-image_22-05-2017-170949-62
	Scanned-image_22-05-2017-170949-63
	Scanned-image_22-05-2017-170949-64
	Scanned-image_22-05-2017-170949-65
	Scanned-image_22-05-2017-170949-66
	Scanned-image_22-05-2017-170949-67
	Scanned-image_22-05-2017-170949-68
	Scanned-image_22-05-2017-170949-69
	Scanned-image_22-05-2017-170949-70
	Scanned-image_22-05-2017-170949-71
	Scanned-image_22-05-2017-170949-72
	Scanned-image_22-05-2017-170949-73
	Scanned-image_22-05-2017-170949-74
	Scanned-image_22-05-2017-170949-75
	Scanned-image_22-05-2017-170949-76
	Scanned-image_22-05-2017-170949-77
	Scanned-image_22-05-2017-170949-78
	Scanned-image_22-05-2017-170949-79
	Scanned-image_22-05-2017-170949-80
	Scanned-image_22-05-2017-170949-81
	Scanned-image_22-05-2017-170949-82
	Scanned-image_22-05-2017-170949-83
	Scanned-image_22-05-2017-170949-84
	Scanned-image_22-05-2017-170949-85
	Scanned-image_22-05-2017-170949-86
	Scanned-image_22-05-2017-170949-87
	Scanned-image_22-05-2017-170949-88
	Scanned-image_22-05-2017-170949-89
	Scanned-image_22-05-2017-170949-90
	Scanned-image_22-05-2017-170949-91
	Scanned-image_22-05-2017-170949-92
	Scanned-image_22-05-2017-170949-93
	Scanned-image_22-05-2017-170949-94
	Scanned-image_22-05-2017-170949-95
	Scanned-image_22-05-2017-170949-96
	Scanned-image_22-05-2017-170949-97
	Scanned-image_22-05-2017-170949-98
	Scanned-image_22-05-2017-170949-99
	Scanned-image_22-05-2017-170949-100
	Scanned-image_22-05-2017-170949-101
	Scanned-image_22-05-2017-170949-102
	Scanned-image_22-05-2017-170949-103
	Scanned-image_22-05-2017-170949-104
	Scanned-image_22-05-2017-170949-105
	Scanned-image_22-05-2017-170949-106
	Scanned-image_22-05-2017-170949-107
	Scanned-image_22-05-2017-170949-108
	Scanned-image_22-05-2017-170949-109
	Scanned-image_22-05-2017-170949-110
	Scanned-image_22-05-2017-170949-111
	Scanned-image_22-05-2017-170949-112
	Scanned-image_22-05-2017-170949-113
	Scanned-image_22-05-2017-170949-114
	Scanned-image_22-05-2017-170949-115
	Scanned-image_22-05-2017-170949-116
	Scanned-image_22-05-2017-170949-117
	Scanned-image_22-05-2017-170949-118
	Scanned-image_22-05-2017-170949-119
	Scanned-image_22-05-2017-170949-120
	Scanned-image_22-05-2017-170949-121
	Scanned-image_22-05-2017-170949-122
	Scanned-image_22-05-2017-170949-123
	Scanned-image_22-05-2017-170949-124
	Scanned-image_22-05-2017-170949-125
	Scanned-image_22-05-2017-170949-126
	Scanned-image_22-05-2017-170949-127
	Scanned-image_22-05-2017-170949-128
	Scanned-image_22-05-2017-170949-129
	Scanned-image_22-05-2017-170949-130
	Scanned-image_22-05-2017-170949-131
	Scanned-image_22-05-2017-170949-132
	Scanned-image_22-05-2017-170949-133
	Scanned-image_22-05-2017-170949-134
	Scanned-image_22-05-2017-170949-135
	Scanned-image_22-05-2017-170949-136
	Scanned-image_22-05-2017-170949-137
	Scanned-image_22-05-2017-170949-138
	Scanned-image_22-05-2017-170949-139
	Scanned-image_22-05-2017-170949-140
	Scanned-image_22-05-2017-170949-141
	Scanned-image_22-05-2017-170949-142
	Scanned-image_22-05-2017-170949-143
	Scanned-image_22-05-2017-170949-144
	Scanned-image_22-05-2017-170949-145
	Scanned-image_22-05-2017-170949-146
	Scanned-image_22-05-2017-170949-147
	Scanned-image_22-05-2017-170949-148
	Scanned-image_22-05-2017-170949-149
	Scanned-image_22-05-2017-170949-150
	Scanned-image_22-05-2017-170949-151
	Scanned-image_22-05-2017-170949-152
	Scanned-image_22-05-2017-170949-153
	Scanned-image_22-05-2017-170949-154
	Scanned-image_22-05-2017-170949-155
	Scanned-image_22-05-2017-170949-156

