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INTRODUGAO

O cancer de mama representa hoje o segundo tipo de cancer mais freqiente no
mundo, sendo o mais comum entre as mulheres. E uma das principais causas de
morte em mulheres nos paises ocidentais (BRASIL,2010; FREITAS-JUNIOR,2008).
No Brasil, ja € a principal causa de morte por mulheres com cancer, principalmente
na faixa etaria entre os 40 e 69 anos, com o numero de casos novos esperados, em
2011, de 49.240 casos e com um risco estimado de 49 casos a cada 100 mil
mulheres (BRASIL,2010; FREITAS-JUNIOR,2008). De acordo com a faixa etaria
tém-se diferentes taxas de incidéncia de cancer de mama, ocorrendo um aumento
continuo com a progressao da idade, aumento este que, em muitos paises, €
frequentemente seguido de uma redugdo apdés a menopausa (BRAY,2004;
SMIGAL,20086).

A vasta maioria dos tumores malignos de mama ¢é iniciada no epitélio da
juncéo ducto-lobular, e 5 a 10% sao originarios de linhagem n&o epitelial (sarcomas).
Os avancos em biologia molecular possibilitaram a descoberta de proteinas

especializadas tais como receptores hormonais e fatores de crescimento epiteliais,
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0s quais permitiram maior entendimento da oncogénese e maior individualizagao
das terapias correntes (SORLIE,2004; BRAY,2004; SMIGAL,2006).

Atualmente, além das classificacbes histopatolégicas usuais, novas
subclassificacbes tém surgido baseadas em estudos moleculares, os quais tém
permitido compreender evolugdes nido explicadas com as classificagdes usuais
(SORLIE,2004); entretanto, a associagdo dos marcadores moleculares e a
classificagdo bioldégica dos tumores ainda ndo tém uma relagdo bem definida,
necessitando de maior numero de estudos que possam esclarecer a evolugao clinica
dos tumores de mama. No Brasil, poucos sao os dados de prevaléncia dos subtipos
biolégicos dos tumores de mama, sendo mandatério que novos estudos sejam

realizados para informar o que ocorre no Nosso meio.

OBJETIVOS

Verificar a ocorréncia dos subtipos tumorais de mama: Luminal A, Luminal B,
Superexpressdo de HER2 e Basalbdides, segundo dois diferentes critérios de

subclassificagdo por imunofenotipagem.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de estudo retrospectivo, observacional e descritivo, que analisa
todos os casos de carcinomas ductais invasores de mama que deram entrada no
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias, no periodo de 2003 a 2007.

Foram levantados Iaminas e blocos de todos os casos incluidos no estudo.
Os critérios de inclusdo no estudo foram: diagndstico original de lesdo ductal
invasora de mama e disponibilidade de blocos para a reavaliagdo histologica
observando-se a representatividade da amostra para o estudo imunoistoquimico em
ldaminas obtidas de microarranjo de tecidos, ou tissue microarray (TMA). Foram
excluidos os casos cuja amostra do tumor fosse insuficiente para o processamento
do TMA. Durante a analise foram também excluidos os casos que nao permitiram o
estudo imunohistoquimico de todos os marcadores pela falta de células tumorais,
aqueles que descolaram da Iamina e os casos de HER2 duvidoso, por nao termos

como efetuar o exame confirmatério de hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH).
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Utilizando-se do equipamento manual Beecher Instruments®, modelo MTA-/
(Silver Spring, MD, USA), foi construido um bloco de TMA. Para a analise
imunoistoquimica foi empregado o kit de revelagdo a base de polimeros (MACH1
HPR-Polimero Kit® - Biocare Medical, EUA), utilizando-se para imunodetecgio
anticorpos primarios anti: receptor de estrogénio (RE), receptor de progesterona
(RP), oncoproteina HER2, antigeno Ki-67, citoqueratinas (CKs) 5 e 14, fator de
crescimento epidérmico tipo 1 (EGFR).

As secgdes submetidas a imunoistoquimica foram examinadas em
microscépio Optico e avaliadas para a subclassificagdo segundo os perfis de
imunomarcacéo descritos na tabela 1. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Médica Humana e Animal do Hospital das Clinicas da UFG (protocolo
n® 175/09).

Tabela 1 - Perfis imunofenotipicos para a subclassificagdo molecular por
imunoistoquimica dos tumores de mama.

Subclassificagao Classica

Subtipo Molecular Padrao de Imunomarcacio
Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2-
Luminal B RE+ e/ou RP+, HER2+
HER2 Superexpresso RE-, RP- e HER2+
Basaloide RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+
Triplo-negativos RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR-
Nova Subclassificagio’
Subtipo Molecular Padrao de Imunomarcacao
Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 <14%
Luminal B RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 214%
RE+ e/ou RP+, HER2+ (Luminal HER2)
HER2 Superexpresso RE-, RP- e HER2+
Basaldide RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+
Triplo-negativos RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR-
* Baseada na utilizagao do Ki-67 cut-off de 14%
Referéncias: .
RESULTADOS

O numero inicial de casos foi de 278 lesdbes mamarias. Para a analise dos

sete imunomarcadores pelo método convencional seriam necessarias 1946 laminas,
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que com o TMA, em duplicata, foram reduzidas para 14. Isso levou a um consumo
de reagentes cerca de 139 vezes menor e consequente economia de custos. O
tempo de leitura foi também acentuadamente reduzido. Apds o processo de
reavaliagdo histoldgica, permaneceram no estudo 234 casos de cancer de mama,
que foram destribuidas conforme dois critérios de subclassificacdo por
imunofenotipagem.

O percentual dos subtipos moleculares encontrados na populagédo estudada

esta apresentado na tabela 2.

Tabela 2 — Distribuicdo das pacientes segundo dois diferentes critérios de subclassificagao por
imunofenotipagem avaliados em tumores de tecido mamario.

Subclassificagao Classica Nova Subclassificagido’
Subtipo Mama (N=234) Mama (N=234)
n (%) n (%)
Luminal A
_ 136 (58,1%) 51 (21,8%)
Luminal B 19 (8,1%) 104 (44,4%)
HER2 Superexpresso 27 (11,5%) 27 (11,5%)
Basaldides 27 (11,5%) 27 (11,5%)
Triplo-negativo 25(10,7%) 25 (10,7%)
234 (100,0%) 234 (100%)

Total

e Baseado na utilizagao de Ki-67 cut-off de 14%

DISCUSSAO

A partir do sequenciamento do genoma humano, formalmente iniciado em
1990, diferentes perspectivas foram introduzidas no campo da investigacao
molecular e da analise de padrbes de expressédo génica (VENTER,2001). No ano
2000, Charles Perou et al., através da utilizagcao da técnica de microarranjos de DNA
complementar, “cDNA microarrays”, analisando mais de 8.000 genes,
caracterizaram diferentes perfis de expressdao génica para tumores mamarios
(PEROU,2000). Dois grupos moleculares maiores foram separados quanto a sua
origem epitelial, sendo eles: os basaldides e os luminais. E ainda, cinco subgrupos
moleculares foram identificados: luminal A, luminal B, superexpressdo de HER2,
basaldide e mama-normal (PEROU,2000; SORLIE,2001; SORLIE,2004).
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A partir da identificagdo dos subgrupos moleculares, identificou-se a
importancia dos fatores de proliferacdo e crescimento celular na evolugdo dos
tumores. A partir de entdo, novo enfoque foi dado a utilizacdo de marcadores do
indice mitdético e da superexpressao/amplificacdo do receptor do fator de
crescimento epidérmico tipo 2 (HER2) (REIS-FILHO,2006). Desde o advento de
anticorpos aplicaveis a tecidos fixados em formol e embebidos em parafina, muitos
marcadores moleculares progndésticos e preditivos foram idealizados. Contudo,
apenas os receptores hormonais de estrogénio e de progesterona e o HER2 foram
consolidados como marcadores clinicos de valor prognéstico para uso rotineiro no
tratamento do cancer da mama (CHEANG,2009; RAKHA,2010; VODUK,2010).

O conhecimento desses novos dados permitiu o desenvolvimento de terapias
alvo-especificas para os marcadores moleculares RE e HER2, e novas terapias
deverao surgir com o aprimoramento dos estudos.

O subtipo molecular Luminal A, que perfaz cerca de 60% dos casos dos
carcinomas de mama, apresenta com relagdo aos demais, o melhor prognostico. Na
sua maioria sdo RE positivos e histologicamente de baixo grau. (SORLIE,2001;
SORLIE,2003).

Os tumores de subtipo Luminal B tém maior proliferagdo e conseqientemente
pior prognostico do que tumores Luminais A. Eles expressam RE, podendo
expressar RP, e sdo muitas vezes de alto grau histologico. A expressao do receptor
de estrogénio, do receptor de progesterona, de HER2 e mais recentemente do
indice Ki-67 distinguem os subtipos Luminal A de Luminal B (CHEANG,2009).

O subtipo Superexpressdo de HER2 possui elevada expressdo de HER2,
porém apresenta negatividade para os receptores hormonais. Sua amplificagdo é
encontrada em aproximadamente 12% dos tumores invasores de mama e esta
associada a doenca de pior prognéstico (BULL,2004; WOLFF,2007). Esse subgrupo
possui 0 segundo pior prognostico em relagado aos demais (SORLIE,2001). Estudos
apontam que pacientes com diagndéstico primario de carcinoma de mama e com
Superexpressao de HER2, que ndo recebem qualquer terapia adjuvante sistémica,
possuem uma sobrevida reduzida e um aumento da taxa de recorréncia em relagao
aos pacientes que nao apresentam a amplificagdo génica de HER2 (WOLFF,2007;
VODUK,2010); entretanto, a utilizagdo de terapias alvo-especificas (Trastuzumab),

melhora acentuadamente o prognéstico dessas pacientes (RAKHA,2010).
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A lesao de subtipo Basaldide demonstra padrdo progndstico mais reservado,
associado a menor sobrevida livre da doenca e a menor sobrevida global
(HAFFTY,2010). Morfologicamente, é caracterizado por alto grau histologico, por
elevado indice mitdtico, pela presenca de areas de necrose central e pelo destacado
infiltrado linfocitario (VODUC,2010). Apresenta-se como triplo negativo, porém com
positividade para queratinas basais.

Utilizando-se a subclassificagado por imunofenotipagem classica, encontramos
em nosso estudo maior prevaléncia do subtipo Luminal A (58,1%), seguido pelos
subtipos Superexpressdo de HER2 e Basaldide (11,5%). Quando utilizada a nova
subclassificacdo, encontramos variacdo deste perfil biolégico, com predominio do
subtipo Luminal B (44,4%), seguido por Luminal A (21,8%) e pelos subtipos
Superexpressdo de HER2 e Basaldide (11,5%), que ndo apresentaram variagao
percentual quando comparada a subclassificacio classica.

Estudo realizado por Voduc e cols. encontrou, em uma amostra com 2.985
pacientes, 44% de Luminal A, 24% de Luminal B, 10% de Basaldides, 9% de Triplo-
negativos, 8% de HER-2 Superexpresso e 6% de Luminal HER2 (VODUC,2010).
Salles e cols., em estudo realizado com 979 casos de cancer de mama, encontraram
prevaléncia de 60,2% de Luminal A, 21,8% do subtipo Triplo Negativo, 9% de
Luminal B e 9% de HER-2 Superexpresso. Estes dados reforcam a variagao
existente entre diferentes populagcdes analisadas e as diferengcas de prevaléncia
surgidas em decorréncia da utilizagdo de diferentes parametros classificatérios.
(SALLES,2009).

N&o foi possivel estimar um perfil regional de prevaléncia de subtipos
biolégicos dos carcinomas ductais de mama, visto que a distribuicdo encontrada
neste estudo é referente apenas aos casos que deram entrada no HC/UFG, no
periodo entre 2003 e 2007, ndo permitindo, portanto, que suas caracteristicas sejam

extrapoladas a populagao regional.

CONCLUSOES

Quando utilizada a subclassificagdo por imunofenotipagem classica, houve
predominio do subtipo Luminal A. Quando utilizada a nova subclassificagdo, houve

predominio do subtipo Luminal B, evidenciando alteragcao na distribuicido percentual
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dos subtipos de cancer de mama de acordo com a classificagdo utilizada. Isso
podera explicar padroes de evolugao anteriormente nao bem esclarecidos.

Em paises com recursos limitados, como o Brasil, torna-se necessaria a
utilizacao de técnicas menos complexas e financeiramente mais viaveis que possam
identificar os subtipos moleculares de estudo génico. Para tal finalidade, a anatomia
patologica, associada ao teste de imunoistoquimica, tem se tornado um substituto
acessivel e eficiente.

Tumores mamarios com histologia e clinica semelhantes podem apresentar
diferentes progndsticos e diferentes respostas terapéuticas. Desta forma, o
tratamento individualizado é cada vez mais aplicado, tendo por base os novos
conhecimentos moleculares que permitem a seleccdo de doentes e de terapias
efetivas com menores efeitos adversos. Todavia, mais estudos e ensaios clinicos

sdo necessarios para determinar os seus reais beneficios.
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