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As mulheres que, corajosamente,
enfrentam o carcinoma de mama e
seguem suas vidas com dignidade.

Desejo que em breve possamos fazer

mais por vocés e evitar tanto sofrimento.
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RESUMO

INTRODUCAO: O carcinoma de mama é uma doenca heterogénea. Pode ser classificado em
fenotipos, com diferentes prognoésticos, com base na expressdo de determinadas proteinas. O
fenotipo basal, muito estudado, deve ter sua freqiiéncia conhecida em diferentes grupos
etarios.

OBJETIVO: Avaliar se ha diferenca na expressdo do fenotipo basal do carcinoma de mama
em dois grupos etarios distintos, utilizando o perfil duplo-negativo (RE negativo/HER2
negativo) e os marcadores basais (p63, CK5 e P-caderina).

METODOS: Foram estudados carcinomas de mama invasores de dois grupos etarios, através
da técnica de ftissue microarray, sendo classificados em fenotipos luminal A e B,
superexpressdo de HER2 e basal. Para o basal, usou-se o perfil duplo-negativo e p63 e/ou
CKS5 e/ou P-caderina positivo, ou apenas o perfil duplo-negativo.

RESULTADOS: As freqiiéncias do fenotipo basal (perfil duplo-negativo) e do grupo ndo-
basal em mulheres < 45 anos e mulheres > 65 anos foram, respectivamente: basal (29,3% e
13,6%) e ndo-basal (70,7% e 86,4%). Houve diferenca significativa. Quando os fendtipos
foram analisados individualmente nos dois grupos etarios: luminal A (50,8% versus 58,1%),
luminal B (15,4% versus 14,5%), superexpressao de HER2 (15,4% versus 19,4%) e basal
(perfil duplo-negativo e p63 e/ou CKS5 e/ou P-caderina positivo) (18,5% versus 8,1%), ndo
ocorreu diferenga significativa.

CONCLUSAO: O fenétipo basal (perfil duplo-negativo) foi mais freqiiente entre mulheres
mais jovens quando comparado ao conjunto dos demais fendtipos (grupo ndo-basal). Sera
importante definir em estudos posteriores se o fendtipo basal caracterizado pelo perfil duplo-

negativo se correlaciona com pior prognostico nesses dois grupos etarios.
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ABSTRACT

INTRODUCAO: Breast carcinoma is a heterogeneous disease. It can be classified into
phenotypes based on the expression of certain proteins, with distinct differences in prognosis.
The basal-like phenotype, very studied, needs to have its frequency known at distinct age
groups.

AIM: To assess if exists difference in expression of basal-like breast carcinomas in two
distinct age groups, using the double-negative surrogate (RE negative/HER2 negative) and the
basal markers (p63, CK5 and P-cadherin).

METHODS: Invasive breast carcinomas of two distinct age groups were studied using the
tissue microarray technique, being classified into phenotypes: luminal A and B, HER2
overexpression and basal-like. For the basal-like phenotype, double-negative surrogate and
p63 and/or CK5 and/or P-cadherin positive, or just double-negative surrogate was used.
RESULTS: The frequencies of basal-like phenotype (double-negative surrogate) and of non
basal-like group among women of age < 45 years and women of age > 65 years were,
respectively: basal-like (29.3% versus 13.6%) and non basal-like (70.7% versus 86.4%).
There was significant difference. When phenotypes were analysed individually among the
two age groups: luminal A (50.8% versus 58.1%), luminal B (15.4% versus 14.5%), HER2
overexpression (15.4% versus 19.4%) and basal-like (double-negative surrogate and p63
and/or CK5 and/or P-cadherin positive) (18.5% versus 8.1%), there was no significant
difference.

CONCLUSIONS: Basal-like phenotype (double-negative surrogate) was more frequent
among younger women when compared to the other phenotypes all together (non basal-like
group). It will be important define if the basal-like phenotype determined by double-negative

surrogate is associated with poor prognosis in this age groups.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma de mama, excetuando-se os carcinomas de pele ndo-melanoma, é o mais
freqliente entre as mulheres, constituindo 23% das neoplasias malignas que ocorrem nas
mesmas'. Esse dado se confirma entre as brasileiras, com 52,93 casos por 100.000 mulheres
em 2005 e 48.930 novos casos previstos pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA) para o ano
de 2006°. Nos Estados Unidos da América, também ocupa a primeira posi¢io entre as
mulheres, estimando-se que ocorram 178.480 novos casos de carcinoma de mama invasor
durante o ano de 2007°.

Em relagdo a mortalidade, o carcinoma de mama ¢ a neoplasia maligna que mais leva
as mulheres a morte (14% das mortes por neoplasias malignas)'. A Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) mostra que essa também ¢ a realidade entre as brasileiras®, sendo que em 2003
o INCA registrou 9.342 mortes por carcinoma de mama (10,27 mortes a cada 100.000
mulheres)’. J4 nos Estados Unidos da América, estima-se que ocorram 40.460 mortes por
carcinoma de mama entre as mulheres no ano de 2007, ocupando o segundo lugar apos o
carcinoma de pulmao e bronquios’.

Esse cenario ainda sombrio, apesar dos esfor¢os para a detecgdo precoce, poderia ser
atribuido, pelo menos em parte, ao fato de o carcinoma de mama constituir um grupo muito
heterogéneo de neoplasias, com diferentes prognésticoss'g. Assim, com o objetivo de
descobrir tratamentos mais eficientes e racionais, vem-se estudando a biologia do carcinoma
de mama com base no seu perfil de expressdao génica, o que origina uma assinatura molecular

9-11 r A
. Com o propositto de encontrar novos alvos terapéuticos, e

para cada tipo de neoplasia
acreditando que se possa atuar nos diversos niveis de diferenciagdo do carcinoma de mama,
busca-se conhecer a hierarquia dos tipos celulares da mama e suas inter-relagdes no tecido
mamario normal e na doenca proliferativalz.

Para atender a tais metas, ¢ importante conhecer os produtos protéicos expressos pelos
tipos celulares distintos que compdem o tecido mamario normal € o neoplasico, o que pode
ser acessado através da técnica de imunoistoquimica (IHQ)13. Isso ajuda a estabelecer
correlagdes e entender de que tipos celulares se originam as neoplasias'> e porque algumas
sd0 mais agressivas que outras. Assim, ndo ha duvida sobre a importancia dos estudos do

grupo de Stanford, que baseado em pesquisas de c¢DNA microarrays, impulsionou a

classificacio dos carcinomas de mama ao introduzir conhecimentos sobre o perfil molecular’.



Dessa forma, Perou et al.’ foram os primeiros a classificar as neoplasias de mama em
fenotipos luminal, basal, superexpressao de HER2 e normal breast-like. Para isso, estudaram
amostras de tecido mamario humano normal e maligno’. Observaram que as neoplasias que
ndo expressavam receptor de estrogeno (RE negativo) representavam um grupo clinicamente
distinto daquelas neoplasias que expressavam receptor de estrogeno (RE positivo)’. Através
de expressdes génicas semelhantes dentro desses grupos gerais RE positivo e RE negativo,
definiram os quatro fenétipos do carcinoma de mama’.

O fenotipo luminal foi denominado dessa forma porque as neoplasias RE positivo
expressavam outros genes que sdo expressos por células luminais da mama e isso levava a
supor que os carcinomas de mama RE positivo poderiam ter origem a partir desse tipo
celular’. J4 as neoplasias RE negativo foram divididas naquelas que superexpressavam o
oncogene HER2 (fenotipo superexpressdo de HER2) e naquelas que ndo expressavam altos
niveis do oncogene HER2 (fendtipo basal)’.

O fendtipo superexpressao de HER2 (RE negativo/HER2 positivo) expressa um
conjunto de genes especificos’. Ja o fenotipo basal (RE negativo/HER2 negativo) foi suposto
como tendo origem a partir das células basais da mama (também conhecidas como
mioepiteliais'?), pois expressava genes expressos por células basais do epitélio mamario’. E o
quarto fenotipo foi aquele com expressao génica semelhante ao tecido mamadrio normal, com
alta expressdo de genes caracteristicos das células basais e células adiposas, e baixa expressao
de genes caracteristicos das células luminais, sendo denominado como normal breast-like’.

Com os estudos subseqiientes foi possivel uma melhor caracterizagao dos fenotipos do
carcinoma de mama™'®'""*!8 As neoplasias luminais passaram a ser distinguidas em luminal
A (RE positivo/HER2 negativo) e luminal B (RE positivo/HER2 positivo)lo’”’M. Ja Carey et
al.”® afirmam que, apesar do perfil RE positivo/HER2 positivo ser frequentemente usado para
identificar o fenotipo luminal B, e eles proprios o usaram em seu estudo, essa definicdo nao
identifica todas as neoplasias luminal B, porque apenas 30% a 50% dessas sao HER2
positivo, mesma impressio de Perou et al’, que diziam que o fenétipo luminal ndo
expressava altos niveis do oncogene HER?2. E o fenotipo normal breast-like passou a integrar
o grupo de neoplasias RE negativo, junto com os fenétipos basal e superexpressdo de
HER2?",

Outras descobertas foram que as neoplasias que superexpressam HER2 s3o em sua
maioria esporadicas € que o fenotipo basal, em mais de 80% das vezes, consiste em uma
neoplasia familiar’. Isso condiz com o conhecimento atual de que as neoplasias com mutagdes

no gene BRCAI (hereditarias) apresentam um fenotipo basal'"'***%°_ J4 os carcinomas de



mama com mutagdes no gene BRCA2, apesar de apresentarem grau histologico elevado,
demonstram mais frequentemente fen6tipo luminal®. Por fim, fica definido que o progndstico
de cada fenotipo difere bastante, estando os fendtipos basal e superexpressio de HER2
associados com tempo de sobrevida menor'*! 41627,

O fendtipo basal ¢ particularmente enigmatico, pois 0s genes que sao responsaveis por
sua agressividade ndo sdo bem entendidos, o que consiste na principal barreira ao
desenvolvimento de terapias-alvo™. A necessidade urgente de se encontrar novas opgdes
terapéuticas se faz pelo fato de os carcinomas de mama de fendtipo basal serem RE
negativo/HER2 negativo (perfil duplo-negativo) e, portanto, tipicamente refratarios a terapia
enddcrina e ao fraztuzumab, este Gltimo um anticorpo monoclonal humanizado que tem como
alvo HER2**>%%%,

Por isso, o fenotipo basal tem merecido especial ateng@o na literatura, inclusive do
grupo de pesquisa do qual se origina a presente linha de pesquisa (ANEXO 1). Este fen6tipo ¢
caracterizado por um padrio especifico de expressdo de proteinas, sendo que ¢ negativo para a
expressdo de RE e de HER2 e frequentemente expressa pelo menos um marcador basal, entre
0s quais citoqueratinas basais (por exemplo, CK5) ou o receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR ou HER])>®%!16:1820222430 " Dontre o5 diversos marcadores basais
conhecidos, as proteinas p63, CKS5 e P-caderina tém sido amplamente pesquisadas quando se
quer caracterizar as neoplasias de mama como sendo de fendtipo basal™®!¢-1#:22:24:30-40

Mesmo diante das varias proteinas com expressao relacionada ao fendtipo basal, ndo
existe atualmente nenhum consenso internacional sobre um conjunto preciso de marcadores
que defina esse fendtipo na imunoistoquimica®’. Ndo ha duvida de que a maneira mais
confidvel de se identificar o fenotipo basal seria através da assinatura de expressdo gé€nica das
neoplasias, porém tal método ndo pode ser rotineiramente aplicado em tecidos fixados por
formalina, embebidos em parafina, clinicamente disponiveis™.

Por esse motivo, linhas de pesquisa estdo contribuindo para elucidar o melhor perfil
imunoistoquimico (IHQ), a partir da expressdao de proteinas, que identifique o fenotipo basal
do carcinoma de mama, incluindo o perfil duplo-negativo (RE negativo/HER2 negativo), o
perfil triplo-negativo (RE negativo/receptor de progesterona negativo/HER negativo), € o
perfil em que se associa o duplo ou o triplo-negativo com a expressdo de pelo menos um
marcador basal/mioepitelial (p63, P-caderina, CK5/6, CK14, CK17, vimentina, EGFR ou
HERI, entre outros)5’6’9’16’18’19’21’28’30.

Cabe destacar que as citoqueratinas (CK), proteinas dos filamentos intermediarios, sdo

12,22,24

amplamente usadas como marcadores para definir os tipos celulares epiteliais . Perou et



al’ ja haviam observado que as neoplasias de fenotipo basal expressavam mRNA de
citoqueratina 5 (CK5) e de citoqueratina 17 (CK17). Os estudos de Fadare et al™!
encontraram que as CK5/6 e CKl14 sdo expressas em células mioepiteliais do epitélio
mamario normal.

Além das citoqueratinas, existem outros marcadores que tém sido usados para
diferenciar os tipos celulares epiteliais, como a proteina do gene P63 (p63), que ¢ expressa
pelas células mioepiteliais™. Yang et al.*® ja sugeriam isso quando estudaram diferentes tipos
de tecidos epiteliais e a técnica de imunoistoquimica mostrou forte marcacdo nuclear para p63
concentrada nas células basais do epitélio. A expressdo de p63, ao apresentar correlagdo com
grau histologico elevado e RE negativo™, confirma esta proteina como um bom marcador
basal’, pois estas sdo caracteristicas compativeis com aquelas apresentadas por neoplasias de
fenotipo basal.

Outro marcador usado para identificar os tipos celulares que compdem o tecido
mamario ¢ a P-caderina, uma glicoproteina implicada na adesdo celular, que foi identificada
inicialmente como uma molécula abundante na placenta de camundongos e denominada,
portanto, Placental Cadherin®. No tecido mamério normal, a P-caderina ¢ um marcador
altamente sensivel de células mioepiteliais®’. O estudo de Kovécs et al*® mostrou uma
associacdo clara, em carcinomas de mama invasores, entre a expressao de P-caderina e
neoplasias com grau histologico elevado e RE negativo, além da presenca de EGFR (ou
HERI1). Os autores sugeriram que tais carcinomas apresentavam graus varidveis de
diferenciagdo mioepitelial, j& que a presenca de P-caderina e de EGFR ¢ uma caracteristica
das células mioepiteliais38. Além dessas associagdes, Arnes ef al.*’ encontraram relagio entre
P-caderina e expressdo de CK5/6 e mutagdes em BRCAI, apontando que a P-caderina ¢ mais
freqiientemente expressa em neoplasias que apresentam um fenotipo basal.

O gene ERBB2 (ou HER2), que ndo ¢ expresso por neoplasias de fendtipo basal, ¢
amplificado em aproximadamente 20% das neoplasias de mama®. Ele codifica um receptor
tirosina quinase da familia ERBB, que desempenha um importante papel na biologia da
glandula mamaria®. Parece que quando HER?2 ¢ ativado em neoplasias da mama, ele impede
a diferenciacio terminal de células na linhagem luminal e sustenta a proliferagdo celular®.

Esse conhecimento sobre os marcadores moleculares relacionados ao carcinoma de
mama deve ser associado a fatores epidemioldgicos conhecidos, como idade ao diagnostico,
que também influencia a apresentacdo ¢ o comportamento do carcinoma de mama**’,

Apesar de até hoje ndo se ter conseguido estabelecer definitivamente se a idade jovem é um



fator independente de pior prognostico, sabe-se que as mulheres mais jovens apresentam um
conjunto de caracteristicas que as distinguem das mulheres mais velhas**°,

Os carcinomas de mama que ocorrem em mulheres < 45 anos e mulheres > 65 anos
representam dois grupos etarios hormonalmente distintos, até mesmo opostos’’. O interesse
pelo estudo desses dois grupos etarios especificos, ndo selecionados por etnia, pode ser
justificado também pelos resultados encontrados por Themelandu e al’, que avaliaram
mulheres afro-americanas com carcinoma de mama e mostraram que nesta etnia a distribui¢cao
da idade ao diagnoéstico revelou um padrdo bimodal, com picos de incidéncia préximos as
idades de 42 anos e 72 anos. Especificamente em relagdo ao fenotipo basal do carcinoma de
mama entre mulheres afro-americanas, caracterizado pelo perfil triplo-negativo, encontrou-se
uma distribuicdo em idade jovem com pico de incidéncia perto dos 30 anos e uma distribuicdo
em idade mais velha com pico de incidéncia em torno dos 58 anos’.

As mulheres mais jovens apresentam neoplasias com caracteristicas de maior

. 44-49
agressividade

e mais frequentemente exibem grau histologico elevado e RE
negativo’>>>>>, Mesmo quando se compara mulheres de mesmo grau histologico em dois
grupos etarios, aquelas com 45 anos ou menos apresentam maior propor¢ao de neoplasias RE
negativo quando comparadas aquelas com 65 anos ou mais™. Ainda, as mais jovens

. s ~ AL 52,54
apresentam maior frequen01a de mutagoes genicas™™

, sendo a idade jovem a apresentacao
um dos indicadores de susceptibilidade genética ao carcinoma de mama®>*. A rigor, isso leva
a pensar que poderia haver maior nimero de casos de fendtipo basal entre o grupo etario mais
jovem.

O estudo recente de Fulford ez al.>® encontrou que o fenétipo basal, definido por casos
CK14 positivos, ocorreu em idade média discretamente mais jovem do que outras neoplasias
de grau elevado, mas com diferenca estatisticamente significativa. Houve uma média de idade
de 49,9 anos para a ocorréncia do fendtipo basal versus 53,9 anos para a ocorréncia dos
demais fenotipos agrupados como ndo-basal (casos CK 14 negativos)™.

Entre mulheres afro-americanas, a prevaléncia dos fenotipos do carcinoma de mama
foi significativamente influenciada por grupos etarios especificos, com a maior prevaléncia do
fenotipo basal, definido pelo perfil triplo-negativo, ocorrendo no grupo abaixo de 35 anos’*.
Entre mulheres ndo selecionadas por etnia, os carcinomas também definidos pelo perfil triplo-
negativo tiveram maior probabilidade de serem diagnosticados abaixo dos 40 anos’’.

O grupo de mulheres com 65 anos ou mais, apesar de pequeno, deve ser olhado com
atencdo. Um dos motivos seria 0 aumento progressivo da expectativa de vida, principalmente

entre a populacdo feminina. Outro seria a constatagdo que entre mulheres norte-americanas



mais velhas (= 70 anos) ndo se observa declinio significativo na mortalidade para as
neoplasias RE negativo, enquanto isso ocorre naquelas RE positivo™. Portanto, ¢ importante
conhecer a freqiiéncia do fenotipo basal, que ¢ RE negativo, também nestas mulheres mais
velhas.

Por fim, o estudo recente de Fulford et al.>® com carcinomas ductais invasores de grau
histologico elevado encontrou sobrevida global e sobrevida livre de doenga menores em
mulheres com menos de 35 anos ou com mais de 65 anos de idade ao diagnostico, o que
reforca o interesse por esclarecer a freqiiéncia do fenotipo basal em grupos etarios como o de
mulheres < 45 anos ¢ > 65 anos. Ainda, so poucos os estudos comparando a ocorréncia dos
fenotipos do carcinoma de mama nesses dois grupos etarios, especialmente o fenotipo basal,

sem selecionar por etnia.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar se ha diferenca na expressao do fendtipo basal do carcinoma de mama em dois
grupos etarios distintos, utilizando o perfil duplo-negativo (RE negativo/HER?2 negativo) e os

marcadores basais (p63, CK5 e P-caderina).

2.2 Objetivos Especificos

1. Calcular as freqiiéncias dos fenétipos luminal A, luminal B, superexpressao de HER2 e
basal em dois grupos etdrios distintos (mulheres < 45 anos e mulheres > 65 anos),
comparando a presenga ou auséncia de marcador basal junto ao perfil duplo-negativo para

caracterizar o fen6tipo basal.

2. Calcular as freqiiéncias dos grupos basal e ndo-basal em dois grupos etarios distintos
(mulheres < 45 anos e mulheres > 65 anos), comparando a presenga ou auséncia de

marcador basal junto ao perfil duplo-negativo para caracterizar o fenotipo basal.

3. Analisar a associacdo do fenotipo basal com os dois grupos etéarios distintos (mulheres
< 45 anos e mulheres > 65 anos), comparando a presenga ou auséncia de marcador basal

junto ao perfil duplo-negativo para caracterizar o fen6tipo basal.



3 SUJEITOS E METODOS

3.1 Desenho do Estudo

Este foi um estudo observacional, analitico, do tipo corte transversal, o qual faz parte
da linha de pesquisa “Mecanismos celulares e moleculares envolvidos na patogénese e na
progressdo do cancer ginecologico ¢ mamario” do grupo CAGIMA, cadastrado no CNPq"

(ANEXO 1).

3.2 Selecao de Sujeitos e Tamanho da Amostra

A amostra consistiu de 165 mulheres que tiveram diagndstico de carcinoma de mama,
selecionadas consecutivamente em trés centros: 1) Servigo de Anatomia Patoldgica (SAP) do
Hospital Universitario (HU) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), no periodo
de janeiro de 1994 a dezembro de 2004, 2) Centro de Atencdo Integral a Saude da Mulher
(CAISM) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Sao Paulo, e 3) Hospital Sao
Jodo, Universidade do Porto, Portugal, os dois ltimos no periodo de 2002 a 2004.

Todos os registros médicos das mulheres que foram submetidas a procedimentos
ciriirgicos na mama e cujo material foi enviado aos servicos de anatomia patologica dos
centros envolvidos no estudo foram vistos por pesquisadoras que fazem parte da linha de
pesquisa “Mecanismos celulares e moleculares envolvidos na patogénese € na progressao do
céncer ginecologico e mamario” do grupo CAGIMA, em sua tese de doutorado (RMD)> ¢ em
sua dissertagao de mestrado (DSCV)40. Essas mesmas pesquisadoras também revisaram e
separaram os laudos andtomo-patoldgicos, laminas e respectivos blocos de parafina contendo
material de carcinoma de mama e que estavam arquivados nos servicos de anatomia
patologica de cada centro, bem como revisaram os prontuarios médicos das mulheres que

foram incluidas no estudo.

* O presente trabalho foi realizado com o apoio do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico — CNPq — Brasil (ANEXO 2).



3.2.1 Critérios de inclusao

- Mulheres com diagndstico histologico de carcinoma de mama invasor.

- Mulheres com idade < 45 anos € mulheres com idade > 65 anos.

3.2.2 Critérios de exclusio

- Casos que nao apresentaram condi¢des para a avaliacdo da expressdo das proteinas através

do método imunoistoquimico.

Assim, foram obtidos inicialmente 165 casos para este estudo, sendo 14 excluidos,

restando 151 casos que preencheram os critérios propostos.

3.3 Variaveis e Conceitos

3.3.1 Variaveis

1) Idade.
2) Fenotipos do carcinoma de mama (fendtipo luminal A, fenotipo luminal B, fendtipo
superexpressdao de HER2, fendtipo basal).

3) Casos indeterminados.

3.3.2 Conceitos

- Idade
Idade da mulher, em anos completos, quando do diagnostico histolégico de carcinoma

de mama invasor.

- Fenotipos do carcinoma de mama
Os fenotipos do carcinoma de mama seguiram a classificagio de Perou et al’,
- . 10,11 S . : s
modificada por Sorlie et al.'™"!, ¢ a caracterizagdo do fenotipo basal foi segundo critérios de

Matos et al.’ e Perou et al.’.
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e Fenétipo luminal A quando houve positividade para RE e negatividade para HER2 (RE
positivo/HER2 negativo)'*'".

¢ Fenoétipo luminal B quando houve positividade para RE e positividade para HER2 (RE
positivo/HER2 positivo)'*'.

e Fenotipo superexpressio de HER2 quando houve negatividade para RE e positividade
para HER2 (RE negativo/HER?2 positivo)”'*!".

e Fenétipo basal quando houve perfil duplo-negativo (RE negativo/HER2 negativo) e
positividade para pelo menos um dos marcadores basais (p63 e/ou CKS5 e/ou P-caderina),

s .. . 45 . Sy
em uma andlise inicial”, ou apenas perfil duplo-negativo, em uma segunda analise, como

proposto por Perou et al.’.

- Casos indeterminados
Quando ndo houve marcagdo para nenhuma das proteinas (RE negativo/HER2
negativo/p63, CKS5 e P-caderina negativos)16 ou quando a leitura de uma ou mais proteinas

resultou inconclusiva>®'®.

Para fins de anélise estatistica, os fendtipos luminal A, luminal B e superexpressao de
HER?2 foram reunidos em um grupo denominado nao-basal que foi comparado com o fenotipo

basal’®,

3.4 Descricao dos Procedimentos Técnicos

Os procedimentos técnicos foram realizados no Instituto de Patologia e Imunologia
Molecular da Universidade do Porto (IPATIMUP), durante o desenvolvimento da tese de
doutorado da Prof.* Dr.* Rozany Mucha Dufloth® e da dissertagio de mestrado da Prof.?
Daniella Serafin Couto Vieira®, seguindo protocolos especificos da referida instituigdo,

divulgados em artigos do grupo de pesquisas’(”m’3 45962

3.4.1 Construcio dos Tissue Microarrays (TMA)
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3.4.1.1 Selecao dos Tecidos para a Construciao dos TMA

A partir dos blocos de tecidos doadores, foram realizados cortes histologicos de 4um
para coloragdo com Hematoxilina-Eosina (HE). As novas laminas foram sequencialmente
analisadas ao microscopio Optico por uma patologista (R.M.D. ou D.S.C.V., cada
pesquisadora avaliou os casos de seu proprio estudo, sob os mesmos critérios), ¢ duas areas
morfologicamente significativas do componente neoplasico foram selecionadas na lamina de
vidro. Posteriormente, foram delimitados dois circulos (correspondentes as areas
significativas) em cada bloco doador sobrepondo as laminas marcadas, para assim marcar a

area de extracdo do material dos blocos doadores.

3.4.1.2 Montagem dos TMA

A partir do nimero de areas selecionadas em cada bloco doador, foram construidos
mapas com as coordenadas de localizagdo de cada caso nos blocos receptores, que foram

seguidos criteriosamente durante a confec¢do dos TMA.

Os blocos receptores dos tissue microarrays (TMA) foram construidos no Tissue
MicroArray builder abl802 (Abcam®, Cambridge, UK), composto por um molde de 24
cilindros e por uma “seringa extratora” (punch-extractor). De cada bloco doador foram
extraidos dois cilindros de 2mm de diametro e depositados nos blocos receptores, previamente
preparados. A seringa extratora apresenta uma marca¢ao de Smm, de acordo com o tamanho
dos cilindros do molde do bloco receptor, para que os cilindros de tecido extraidos tenham

todos a mesma altura.

Depois de depositados todos os cilindros, os blocos receptores, agora TMA, foram
colocados na estufa a 37°C durante 1 hora com a face de corte virada para baixo e sobre uma
lamina de vidro. A cada intervalo de uma hora os blocos foram pressionados para promover a
homogeneiza¢ao dos mesmos. Deste modo, os cilindros de tecido ficaram aderidos as paredes

do bloco receptor e a superficie de corte ficou homogénea através do contato com a lamina.

3.4.1.3 Corte do Bloco de TMA
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Antes de realizar os cortes histologicos, os TMA foram esfriados a -10°C durante 30
minutos. Apos o corte seqiiencial de 2um (micra) de espessura, as laminas foram envolvidas
em uma camada de parafina até a sua utilizacdo no processo de imunoistoquimica (IHQ). Foi
feita a coloragdo HE do primeiro corte de cada TMA para controle morfologico da presenca

de neoplasia.

Foram utilizados uma placa fria (Leica EG1130, Germany) e um microtomo (Reichet-

Jung 2030, Bicut, Germany) para a realiza¢ao dos cortes histologicos.

Usaram-se dois tipos de laminas, conforme os cortes histologicos eram destinados para
coloragdo com Hematoxilina-Eosina (HE) (Marienfeld, Germany) ou para imunoistoquimica

(Superfrost®Plus, Germany), apresentando estas um maior poder de adesao.

3.4.2 Método Imunoistoquimico

A técnica foi realizada segundo um protocolo estabelecido e padronizado pelo
laboratorio de imunoistoquimica do Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da

Universidade do Porto (IPATIMUP) (ANEXO 3).

Em resumo, os cortes de TMA foram desparafinados, reidratados e submetidos a
recuperagdo antigénica induzida pelo calor em banho a 98°C. Utilizou-se solugdo Retrieval
(pH=6) e EDTA (pH=8) durante 30 minutos, onde foram aplicados cinco anticorpos primarios
monoclonais (Quadro 1). A peroxidase endogena foi bloqueada com perdxido de hidrogénio a
3%, seguindo-se o bloqueio protéico com soro especifico. Os cortes foram incubados com os
diferentes anticorpos monoclonais nas condi¢des previamente otimizadas (Quadro 1). Seguiu-
se a incubag@o do anticorpo secundario e do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase. A

peroxidase foi revelada pelo DAB ¢ o corte contrastado com Hematoxilina de Mayer.

A expressao imunoistoquimica para os marcadores moleculares p63 e RE foi observada
pela marcacdo nuclear, e a expressao de CK5 foi observada por marcagdo citoplasmatica,
independentemente da intensidade da marcacdo. Considerou-se um caso positivo se mais de
10% das células marcaram para p63, RE e CK5°. Para a avaliagio da marcagio do HER2,
levou-se em consideragdo a percentagem de células com marcagao membranar*®, A

positividade do HER2 foi avaliada de acordo com o método recomendado pelo kit

Hercepteste (DAKO) das quatro categorias (0, +, ++, +++), sendo considerado positivo



13

. 5.63.64 . . . ..
quando os resultados englobaram a categoria +++ """, P-caderina foi considerada positiva
quando mais de 10% das células neoplasicas apresentaram marcagdo citoplasmatica ou

65
membranar -,

Todas as laminas foram analisadas por dois observadores (R.M.D. ou D.S.C.V.

e F.C.L.S.) no microscopio de multiobservacao (Leica MDL, Germany).

QUADRO 1: Anticorpos monoclonais utilizados no método imunoistoquimico:

Anticorpo | Clone | Fabricante | Diluicido | Tempo de | Antigeno de
Incubacido | recuperacio
(min) (min)
p63 A4A LabVision 1:150 60 30-tampao
citrato (1:100)
CKS XM26 LabVision 1:50 60 30-Tris EDTA
(1:10)
P-caderina 56 BD 1:50 60 30- Tris
Transduction EDTA (1:10)
RE SP1 LabVision 1:150 30 30-tampao
citrato (1:100)
HER2 SP3 LabVision 1:80 30 30-tampao
citrato (1:100)

3.4.3 Controles

Em cada bloco receptor foram colocados casos que serviram de controle interno (1
fragmento de tecido testicular e 3 fragmentos de tecido mamaério normal). Estas amostras
foram processadas da mesma forma, uma vez que pertenciam ao TMA e nao apresentavam

expressao relevante do antigeno.

3.5 Coleta de Dados

A coleta de dados foi realizada pela pesquisadora do presente estudo através do
preenchimento de ficha especialmente desenhada para este estudo (ANEXO 4). Para cada

caso foi atribuido um nimero de identificacao.
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Os dados de marcadores moleculares foram obtidos a partir da técnica de fissue
microarray (TMA), que foi realizada no IPATIMUP pelas duas pesquisadoras que coletaram

os dados primarios.

3.6 Analise dos Dados

Foi elaborado um banco de dados com codificacdo das variaveis utilizando Excel®. A
digitacdo do banco foi realizada com conferéncia manual através de listagem dos dados, na
ordem em que foram incluidos. A revisdo da consisténcia dos dados foi feita mediante tabelas
descritivas, e em seguida, o arquivo gerado foi transportado para o programa Epi Info 3.3.2

(www.cdc.gov).

Para a realizacdo da analise estatistica, os dados foram descritos por meio de freqiiéncias

absolutas (n) e relativas (%).

Para avaliar a associag@o entre os fendtipos do carcinoma de mama e os grupos etarios
.o . ey . 2 - . , . .
distintos foi utilizado o teste de qui-quadrado (y%"). Nao foi necessario o teste exato de Fisher,

3 oA . . . ~ .« . . 66
pois nenhuma das freqiiéncias absolutas avaliadas em cada associagdo foi inferioran=15".

O nivel de significancia assumido foi de 5% e o software utilizado para anélise foi o S4S

versao 8.2.

3.7 Aspectos Eticos

O projeto deste trabalho foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina, de acordo com a Resolucdo n°. 196/96,
251/97 e 292/99, do Conselho Nacional de Saude, do Ministério da Saude, com parecer
consubstanciado — Projeto n° 129/2007, aprovado em reunido do dia 25 de junho de 2007

(ANEXO 5).
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4 RESULTADOS

As freqiiéncias dos fenotipos do carcinoma de mama entre as mulheres < 45 anos ¢ as
mulheres > 65 anos foram, respectivamente (Tabela 1): luminal A (50,8% e 58,1%), luminal
B (15,4% e 14,5%), superexpressao de HER2 (15,4% e 19,4%) e basal (perfil duplo-negativo
mais algum marcador basal positivo) (18,5% e 8,1%). Os grupos etarios distintos ndo foram
estatisticamente diferentes em relagdo a freqiiéncia dos fendtipos do carcinoma de mama
(perfil duplo-negativo mais algum marcador basal positivo para definir o fendtipo basal)
(P=0,3650).

Tabela 1. Freqiiéncia dos fendtipos do carcinoma de mama de acordo com
grupos etarios

Idade

<45 > 65
Classificacio do fenotipo n (%) n (%) P
Luminal A 33 (50,8) 36 (58,1) 0,3650
Luminal B 10 (15,4) 9 (14,5)
Superexpressdao de HER2 10 (15,4) 12 (19,4)
Basal* 12 (18,5) 5(8,1)
Indeterminados 14 10
TOTAL 79 72
* RE negativo/HER2 negativo e p63 e/ou CKS5 e/ou P-caderina positivo

Teste de x>

Observa-se que 24 casos foram considerados indeterminados, porém dentre estes, 14
foram RE negativo/HER2 negativo sem expressar nenhum dos trés marcadores basais
propostos (p63 e/ou CK5 e/ou P-caderina) (Tabela 1). Quando incluidos como fenotipo basal
(perfil duplo-negativo apenas), a distribui¢ao dos casos se altera dentro dos grupos etarios
como mostrado na Tabela 2. As freqiiéncias dos fenotipos luminal B e superexpressao de
HER2 em mulheres < 45 anos e mulheres > 65 anos foram semelhantes (13,3% versus 13,6%
e 13,3% versus 18,2%). As mulheres > 65 anos tiveram maior propor¢do de carcinomas de
fendtipo luminal A em relacdao ao grupo mais jovem (54,5% versus 44,0%), enquanto as mais
jovens tiveram maior propor¢do de carcinomas de fenotipo basal em relagdo as mulheres > 65

anos (29,3% versus 13,6%). Contudo, as diferencas de freqiiéncias entre os fendtipos nos dois
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grupos etarios distintos ndo foram estatisticamente significativas (perfil duplo-negativo para

definir o fen6tipo basal) (P=0,1535).

Tabela 2. Freqiiéncia dos fendtipos do carcinoma de mama de acordo com
grupos etarios

Idade

<45 > 65
Classificacio do fenotipo n (%) n (%) P
Luminal A 33 (44,0) 36 (54,5) 0,1535
Luminal B 10 (13,3) 9 (13,6)
Superexpressao de HER2 10 (13,3) 12 (18,2)
Basal* 22 (29,3) 9 (13,6)
Indeterminados 4 6
TOTAL 79 72
* RE negativo/HER2 negativo, independente da expressdo de marcador basal

Teste de x2

Agrupando-se os fenotipos luminal A, luminal B e superexpressdao de HER2 em um
grupo denominado nio-basal e comparando com o fendtipo basal (perfil duplo-negativo mais
algum marcador basal positivo) (Tabela 3), ndo houve diferenca estatisticamente significativa

(P=0,0854).

Tabela 3. Distribui¢do dos grupos nao-basal e basal de acordo com grupos

etarios
Idade

<45 > 65
Agrupamento dos fenoétipos n (%) n (%) P
Nao Basal* 53 (81,5) 57 (91,9) 0,0854
Basalf 12 (18,5) 5(,1)
Indeterminados 14 10
TOTAL 79 72

* Luminal A, luminal B e superexpressao de HER2
1 RE negativo/HER2 negativo e p63 e/ou CKS5 e/ou P-caderina positivo
Teste de x>

Quando os marcadores basais propostos deixaram de ser considerados como de
expressdo obrigatdria para qualificar o fendtipo basal, € usou-se apenas o perfil duplo-

negativo, a diferenca entre os grupos nao-basal e basal tornou-se estatisticamente significativa
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(P=0,0247) (Tabela 4). Assim, houve diferenca entre o fenotipo basal nos dois grupos etarios

distintos quando analisado com o conjunto dos demais fenotipos de carcinoma de mama.

Tabela 4. Distribui¢do dos grupos ndo-basal e basal de acordo com grupos

etarios
Idade

<45 > 65
Agrupamento dos fenotipos n (%) n (%) P
Nao Basal* 53 (70,7) 57 (86,4) 0,0247
Basal} 22 (29,3) 9(13,6)
Indeterminados 4 6
TOTAL 79 72

* Luminal A, luminal B e superexpressao de HER2
1 RE negativo/HER2 negativo, independente da expressdao de marcador basal
Teste de 2

Nessa condi¢@o, o grupo ndo-basal predominou em mulheres > 65 anos (86,4% dos
casos versus 70,7%) e o fenotipo basal (perfil duplo-negativo) destacou-se nas mulheres < 45
anos (29,3% dos casos versus 13,6%) (P=0,0247). Portanto, a freqiiéncia de neoplasias de
perfil duplo-negativo foi duas vezes maior nas mulheres com idade < 45 anos do que nas

mulheres com 65 anos ou mais.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que carcinomas de mama diagnosticados em idade mais
jovem (< 45 anos) foram mais frequentemente RE negativo/HER2 negativo do que quando
diagnosticados em idade mais velha (> 65 anos). E quando foi usado o perfil duplo-negativo
(RE negativo/HER?2 negativo) para caracterizar o fenotipo basal e este foi comparado com o
conjunto dos demais fenotipos agrupados sob a denominacao de ndo-basal (feno6tipos luminal
A, luminal B e superexpressao de HER2), houve maior freqiiéncia do fendtipo basal em
mulheres < 45 anos (29,3%) do que em mulheres > 65 anos (13,6%) (P=0,0247).

Tal resultado ¢ compativel com aquele apontado por Bauer ez al.”’ entre mulheres nio
selecionadas por etnia, sendo que os carcinomas definidos pelo perfil triplo-negativo tiveram
maior probabilidade de serem diagnosticados abaixo dos 40 anos. Fulford et al.>® também
chegaram a resultado que aponta para idade mais jovem para o fendtipo basal, porém
avaliaram apenas carcinomas ductais invasores de grau histologico elevado e usaram a
expressdo de CK14 para definir este fenodtipo. Tal estudo mostrou que o fenotipo basal
ocorreu em mulheres com uma idade média mais jovem comparativamente aos demais
fenotipos agrupados (casos CK14 negativos) (49,9 anos versus 53,9 anos) e, apesar da
diferenca discreta, isso foi signiﬁcativ056. Contudo, o estudo de Fulford et al.>® ndo avaliou a
freqiiéncia do fenotipo basal nos diferentes grupos etarios.

Tal avaliacdo foi feita por Themelandu et al.” entre mulheres afro-americanas, sendo
que a prevaléncia dos fenotipos do carcinoma de mama neste grupo étnico foi
significativamente influenciada por grupos etarios especificos, com a maior freqiiéncia do
fenotipo basal, definido pelo perfil triplo-negativo, ocorrendo no grupo abaixo de 35 anos
(57,1% dos casos), enquanto o fenoétipo luminal A foi o mais freqiiente em todos os outros
grupos etarios especificos, inclusive acima de 65 anos.

Em outro estudo de Ihemelandu et aZ.S, que avaliou também mulheres afro-americanas,
mas apenas abaixo dos 50 anos, houve diferenca significativa na média de idade de ocorréncia
do fenotipo basal (perfil triplo-negativo) (37,2 anos) comparado com os outros fenotipos,
sendo o mais freqiiente entre todos os fenotipos (55,6% dos casos) nas mulheres afro-
americanas pré-menopausa que tinham idade < 35 anos. Porém, ambos os estudos ndo

avaliaram outra etnia que nao a afro-americana.
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Ja o estudo de base populacional de Carey et al.'® deu enfoque a isso, avaliando 496
mulheres com carcinoma de mama invasor. Observaram que o fendtipo basal, identificado
pelo perfil triplo-negativo mais expressdo de CK5/6 e/ou HERI1 (ou EGFR), foi mais
freqiiente entre mulheres pré-menopausa afro-americanas (39% dos casos) comparado com
mulheres poés-menopausa afro-americanas (14% dos casos), mas sem diferenga
estatisticamente significativa entre mulheres pré-menopausa e pds-menopausa nao afro-
americanas'°. Ou seja, de acordo com a etnia, é possivel encontrar ou ndo maior freqiiéncia do
fenotipo basal em mulheres mais jovens. Além disso, em contraposicdo ao achado de Carey et
al.”’, Themelandu et al.” ndo encontraram diferenca na freqiliéncia dos fendtipos do carcinoma
de mama de acordo com o status menopausal em mulheres afro-americanas.

Essa questdo da variabilidade de ocorréncia do fendtipo basal de acordo com grupos
étnicos especificos ¢ levantada também por Kurebayashi er al®, que percebendo a
necessidade de se determinar a freqiiéncia do fendtipo basal em outros grupos étnicos,
estudaram 793 mulheres japonesas. Estas tiveram apenas 8% de carcinomas de mama com
fenotipo basal com caracteristicas bioldgicas agressivas®’, mas ndo houve mengio se
existiriam freqiiéncias maiores ou menores de acordo com diferentes grupos etarios.

Em relagdo aos fendtipos luminal A, luminal B, superexpressio de HER2 e basal
comparados individualmente entre mulheres < 45 anos e mulheres > 65 anos, o presente
estudo ndo encontrou diferenca estatisticamente significativa quando se usou o perfil duplo-
negativo e pelo menos um marcador basal positivo (p63 e/ou CKS5 e/ou P-caderina) para
identificar o fendtipo basal (P=0,3650). Também ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre as freqiiéncias dos fenétipos do carcinoma de mama nos dois grupos etarios
quando se usou apenas o perfil duplo-negativo (P=0,1535).

Observa-se que as freqiiéncias dos fenotipos do carcinoma de mama encontradas neste
estudo em mulheres < 45 anos (perfil duplo-negativo para caracterizar o fenotipo basal) foram
semelhantes aquelas encontradas em mulheres afro-americanas com menos de 50 anos
apresentadas no estudo de IThemelandu et al.® (perfil triplo-negativo para caracterizar o
fenotipo basal). Comparativamente, ocorreram as seguintes freqiiéncias nos dois estudos,
respectivamente: luminal A (44,0% versus 50,0%), luminal B (13,3% versus 14,1%),
superexpressao de HER2 (13,3% versus 12,7%) e basal (29,3% versus 23,2%).

Por outro lado, as freqiiéncias dos fendtipos do carcinoma de mama observadas no
grupo de mulheres < 45 anos quando se usou o perfil duplo-negativo e p63 e/ou CKS5 e/ou P-
caderina positivo para caracterizar o fendtipo basal foram semelhantes aquelas encontradas

entre mulheres ndo afro-americanas com menos de 50 anos apresentadas no estudo de Carey
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et al."® (perfil triplo-negativo e CK5/6 e/ou EGFR positivo para caracterizar o fendtipo basal).
Comparativamente, ocorreram as seguintes freqiiéncias no presente estudo e no de Carey et
al.’, respectivamente: luminal A (50,8% e 51,0%), basal (18,5% e 16,0%), luminal B (15,4%
e 18,0%) e superexpressdo de HER2 (15,4% e 6,0%).

Portanto, com esse ultimo perfil IHQ, as freqiiéncias dos fenotipos do carcinoma de
mama do presente estudo entre mulheres < 45 anos, ndo selecionadas por etnia, tiveram maior
semelhanca com os valores encontrados em mulheres pré-menopausa (< 50 anos) ndo afro-
americanas do que com mulheres pré-menopausa (< 50 anos) afro-americanas do estudo de
Carey et al."”. O fenétipo superexpressdo de HER2 foi mais freqiiente no presente estudo,
porém no estudo de Carey et al."® 10% dos casos que estdo faltando ocuparam a categoria dos
casos inclassificaveis.

Dessa forma, percebe-se como a etnia e os diferentes marcadores THQ envolvidos na
avaliacdo dos fendtipos do carcinoma de mama influenciam a propor¢do de casos que
aparecem em cada grupo etario. Quando se usou o perfil duplo-negativo para definir o
fenétipo basal e se comparou as freqiiéncias dos fendtipos com o estudo de Themelandu et al.®,
houve semelhanca entre os resultados do presente estudo entre mulheres < 45 anos, ndo
selecionadas por etnia, e os resultados obtidos em mulheres < 50 anos afro-americanas. Ja
quando se usou o perfil duplo-negativo e p63 e/ou CKS5 e/ou P-caderina positivo para
caracterizar o fenotipo basal entre mulheres < 45 anos, os resultados foram semelhantes
aqueles encontrados entre mulheres nao afro-americanas < 50 anos apresentados no estudo de
Carey et al."”’, que usou o perfil triplo-negativo e CK5/6 e/ou EGFR positivo para caracterizar
o fenotipo basal.

J& entre as mulheres > 65 anos deste estudo, considerando o perfil duplo-negativo para
caracterizar o fenotipo basal, foram encontradas as seguintes freqiiéncias: luminal A (54,5%),
basal (13,6%), luminal B (13,6%) e superexpressdo de HER2 (18,2%). O tnico estudo que
avaliou a freqiiéncia dos fendtipos neste grupo etario (> 65 anos) foi o de Themelandu ez al.’,
que usou o perfil triplo-negativo para caracterizar o fendtipo basal e avaliou apenas mulheres
afro-americanas, obtendo resultados que diferem do presente estudo em que nao houve
selecdo de mulheres de acordo com etnia: luminal A (68,9%), basal (17,0%), luminal B
(5,6%) e superexpressao de HER2 (8,5%). Apenas a freqliéncia do fenotipo basal mostrou
semelhanga entre os dois estudos.

O estudo de Carey et al.”, que usou o perfil triplo-negativo ¢ CK5/6 e/ou EGFR
positivo para caracterizar o fendtipo basal, apesar de ser mais amplo no sentido de avaliar

mulheres afro-americanas e ndo afro-americanas, ndo distribuiu as mulheres em grupos
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etarios especificos, e apenas avaliou o grupo mais velho sob a condi¢do de pés-menopausa (>
50 anos). Portanto, ndo foi possivel comparar seus resultados com os do presente estudo, que
avaliou especificamente o grupo > 65 anos.

A variabilidade de ocorréncia do fendtipo basal nos diferentes grupos etarios, de
acordo com os marcadores escolhidos para caracteriza-lo, ¢ bem evidente no estudo de Rakha
et al®®, que avaliou 1944 carcinomas de mama invasores de acordo com a expressio de
determinados marcadores. O fenétipo caracterizado pela expressdo de actina do musculo liso
e/ou p63 foi mais comum em mulheres mais jovens, enquanto o fendtipo caracterizado pela
expressdo de CK5/6 e/ou CK14 ndo apresentou diferenca de acordo com a idade®®. Ainda,
Rakha et al.®® relataram que o fenotipo mioepitelial (actina do musculo liso e/ou p63 positivo)
diferiu em termos de progndstico do fendtipo basal (CK5/6 e/ou CK14 positivo).

Entretanto, para Fadare e al.*' as células mioepiteliais do tecido mamario normal sdo
caracterizadas por expressdo de CKS5/6, CK14, p63 e actina do musculo liso, mas
frequentemente perdem actina do musculo liso em condi¢des neoplasicas. Portanto, segundo
opinido desses autores, a expressao de actina do musculo liso é provavelmente uma defini¢do
sem sentido para o fendtipo basal*'. Ainda no estudo de Fadare ez al.*', os carcinomas que sdo
tradicionalmente considerados como tendo diferenciacdo mioepitelial apresentam positividade
para CK basais, conceito que também difere daquele de Rakha ez al.®®.

Assim, percebe-se a necessidade de se definir um perfil IHQ ideal para caracterizar o
fenotipo basal tanto em estudos epidemioldgicos, que avaliam fatores como idade e etnia,
quanto na pratica clinica, identificando os marcadores mais relacionados a progndstico e que
possam ser alvo de novas medicagdes a serem desenvolvidas especificamente para o fenotipo
basal do carcinoma de mama. Uma definicdo precisa poderia ajudar a padronizar os estudos,
criar um grupo uniforme de neoplasias assim definidas, e aumentar a probabilidade que
quaisquer caracteristicas prognosticas possam ser uniformemente aplicadas a maioria do
grupo’’.

Dessa forma, o presente estudo inicialmente classificou os carcinomas de mama em
um fenétipo basal, de acordo com o perfil duplo-negativo (RE negativo/HER2 negativo) e
pelo menos um marcador basal. As proteinas p63, CK5 e P-caderina foram escolhidas de
acordo com o estudo de Matos et al.’, que os definiu como bons marcadores para caracterizar
o fenotipo basal, ja que encontrou as seguintes expressdes nas neoplasias basais assim
definidas: p63 (55,5% dos casos), CK5 (66,7% dos casos) e P-caderina (83,3% dos casos).

Refor¢cando a importancia desses marcadores na definicdo do fendtipo basal, 0 mesmo

grupo de pesquisa, em estudo recente, usou p63, CKS5, P-caderina, CK14, vimentina ¢ EGFR
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(ou HER1) para identificar os carcinomas ductais in situ de fenotipo basal, e encontrou que
CKS5 e P-caderina (junto com o perfil duplo-negativo) foram os marcadores adjuvantes mais
Gteis para distinguir o fen6tipo basal®’. Ainda, a motivagdo pelo uso dessas trés proteinas foi
pautada em estudos que mostram que, além de servirem como marcadores do fenotipo basal,
p63, CKS e P-caderina teriam relacdo com o prognostico das neoplasias.

Dessa forma, muitos estudos tém demonstrado associacdo entre expressdo de P-
caderina e agressividade neoplésica e presenca de mutagdo em BRCAI, sendo um preditor de

. 39,61,62
sobrevida menor™”"

, enquanto outros concluem que a avaliacdo de P-caderina ndo adiciona
informagdo prognostica significativa as neoplasias triplo-negativo (RE negativo/RP
negativo/HER2 negativo)*'.

A expressdo de p63 também estaria relacionada a agressividade do carcinoma de
mama, sendo associada com varios indicadores de prognostico ruim®’. Porém, um
inconveniente demonstrado por Livasy et al.'® é que, em seu estudo, a maioria das neoplasias
de fenotipo basal ndo expressou p63, sendo positivo em apenas 22% desses casos.

Ja a avaliacao de citoqueratinas basais, como CK5/6 ¢ CK14, é amplamente conhecida

16,18 .
1%, muitas vezes sendo usadas como marcadores

entre neoplasias de fendtipo basa
exclusivos para definir este fenotipo®'~*%. A expressio de CK basais em neoplasias triplo-
negativo varia de 55,7% a 81%""°, ¢ entre neoplasias basais, definidas por expressdo génica,
¢ positiva em aproximadamente 61,5% dos casos'®'®. Portanto, inicialmente, poderiam ser
bons marcadores do fenotipo basal. Ainda, Banerjee et al.®®, ao definir o fendtipo basal de
acordo com a expressio de CK basais (CK5/6, CK14, CK17), observaram que essas
neoplasias foram associadas com sobrevida livre de doenca e sobrevida total
significativamente menores, semelhante ao encontrado por Rakha et al.®®, e a quimioterapia
adjuvante padrdo parece ser menos efetiva nessas neoplasias®.

Em um recente estudo em que Rakha ef al.”' avaliaram o padrio de expressio de
citoqueratinas basais (CK5/6 e CK14), RE, receptor de progesterona (RP), receptor de
androgénio, EGFR, HER2, BRCA1, P-caderina, actina do musculo liso e p63 em carcinomas
de mama invasores, concluiram que o fenotipo basal pode ser definido baseado na expressao
de CK basais a despeito dos demais marcadores. E apesar desses marcadores adicionais serem
associados a expressdo de citoqueratinas basais, eles ndo serviram para aprimorar o
reconhecimento de casos com pior progndstico quando comparados com as CK basais

isoladas e, quando usados para definir o fenotipo basal, reduziram consideravelmente a

propor¢io de casos alocados a este grupo de pior prognéstico’".
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Por outro lado, o estudo de Rakha et al.*' sobre a expressio de CK basais (CK5/6 e/ou
CK14) em neoplasias triplo-negativo mostrou que estas poderiam acrescentar informacao
prognoéstica importante apenas nos casos em que houvesse comprometimento linfonodal,
sendo que essa ¢ a mesma conclusdo de Nielsen ef al.'® ao estudar a expressio de CK5/6 ¢/ou
CK17 em carcinomas de fendtipo basal. Fulford ef al.*®, ao usarem a expressio de CK14 para
identificar carcinomas basais, além de encontrar associagdo com progndstico pior apenas em
mulheres com doenga metastatica, observaram que entre aquelas sem doenga metastatica a
expressdo de CK14 indicou sobrevida livre de doenca maior. Ainda, Fulford et al.’® mostram
que a sobrevida total em mulheres com carcinomas CK14 positivo ou CK14 negativo foi
similar em cinco anos, e sobrevida a longo prazo foi maior entre mulheres com carcinomas
CK14 positivo.

Isso mostra como a inconsisténcia das definigdes do fenotipo basal do carcinoma de
mama que tém sido usadas em diversos estudos pode afetar significativamente os resultados
obtidos a partir deles’'. As diferentes definicdes atribuidas ao fendtipo basal do carcinoma de
mama indubitavelmente influenciam a propor¢ao de carcinomas classificados como basais e,
provavelmente, afetam a significancia prognostica obtida por eles*’.

Outros estudos conduzidos recentemente tém identificado variedades neoplasicas
dentro do fendtipo basal. Rakha et al.®® dividiram as neoplasias em um fenétipo basal (aquelas
que expressaram CK5/6 e/ou CK14) e um fenotipo mioepitelial (aquelas que expressaram
actina do musculo liso e/ou p63), sendo esses fenotipos considerados subtipos neoplasicos
distintos, que compartilham algumas caracteristicas morfologicas comuns e uma associacao
com pior prognéstico, porém o basal apresentou relacdo mais forte com progndstico pior. Essa
¢ a mesma impressao de Fadare et al¥, que avaliando neoplasias basais, concluiram que
parece haver variedades de carcinoma dentro do fenotipo basal ou mioepitelial, assim como
existiria uma gama de neoplasias dentro do feno6tipo luminal (luminal A, luminal B).

Também considerando o fendtipo basal um grupo heterogéneo, Lerma et al.’
dividiram as neoplasias triplo-negativo em subtipos de carcinoma de mama basais: a variante
pura (negativa para S-100 e actina), que foi mais frequentemente associada com carcinoma ‘in
situ’, e a variante mioepitelial (positiva para S-100 ou actina), e concluiram que o carcinoma
basal tem no minimo dois subtipos com caracteristicas microscopicas ¢ imunoistoquimicas
distintas. Por outro lado, Kreike et al.”* mostram que, baseado no perfil de expressdo génica
global, cinco subtipos de carcinomas basais poderiam ser identificados, o que indica que as
neoplasias de fendtipo basal ndo consistem em um grupo homogéneo de carcinomas de

mama.
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Existem varias linhas de evidéncias sugerindo que os carcinomas basais,
especialmente aqueles definidos por THQ, sdo mais heterogéneos que previamente se
reconhecia®’. E, portanto, imperativo que esfor¢os de pesquisas futuras sejam focados na
definicdo com relevincia prognéstica dos subtipos dentro desse grupo de neoplasias
enigmaticas, os carcinomas de fenotipo basal*'. A caracterizagio dos perfis de expressio
génica dessas variedades sera requerida para otimizar modalidades de tratamento®'.

Assim, diante do exposto, observa-se que diferentes grupos de pesquisa t€ém optado
por determinados marcadores, cada um mostrando niveis de sensibilidade e especificidade
variaveis. Deve-se considerar que, quando se exige a expressdo de pelo menos um marcador
basal/mioepitelial, aquelas neoplasias que ndo expressam nenhum dos marcadores propostos
caem na categoria das indeterminadas, e ndo recebem atencdo, mesmo sendo neoplasias RE
negativo, que se espera sejam mais agressivas.

Os autores que defendem a necessidade de um marcador basal para definir o fendtipo
basal, como Nielsen et al. 16, afirmam que os carcinomas basais classificados de acordo com o
perfil duplo-negativo e CK5/6 e/ou EGFR positivo, além de apresentarem a melhor correlagdo
com o perfil de expressdo génica por DNA microarray, também apresentam as mais
significativas diferencas de sobrevida em TMA. Ainda, defendem que selecionar os
carcinomas de mama como fenétipo basal com base apenas na nao-expressao de RE e de
HER?2 (perfil duplo-negativo) seria arriscado, pois implicaria em uma classificacdo baseada
na auséncia total de marcagdo e que estaria sujeita a falhas técnicas, além de que o uso de ao
menos um marcador basal seria necessario para assegurar alta especificidade, devido a
heterogeneidade dentro do grupo todo negativo (RE negativo/HER2 negativo)'®.

Por outro lado, observa-se que o uso de um unico marcador basal, como CK5/6, apesar
de identificar com sucesso um subgrupo de pacientes com pior prognostico, ignora
aproximadamente metade das neoplasias basais'’, resultando na subdetecgio de carcinomas

16,18,41
61841 No estudo de

basais geneticamente definidos, que foram negativos para esse marcador
Nielsen et al.', nota-se que existe grande sobreposi¢do entre a expressio de CK5/6 ¢ EGFR,
pois houve 44,1% de positividade para EGFR nos casos CKS5/6 positivo ¢ apenas 7,9% de
positividade para EGFR nos casos CK5/6 negativo. Portanto, exigir positividade para um
dentre esses dois marcadores basais propostos para considerar a neoplasia como de fenotipo
basal pode excluir muitos casos, que passam a ser considerados indeterminados (negativo para
0s quatro marcadores), mas que poderiam ser positivos para outros marcadores basais.

Assim, as neoplasias consideradas indeterminadas no estudo de Nielsen et al.'® (RE,

HER2, CK5/6 e EGFR negativos) corresponderam a 22% do total de casos estudados,
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enquanto no estudo de Kim et al.** houve taxa de 15,9% (RE, RP, HER2, CKS5, CK14, EGFR
e c-kit negativos), um niimero muito alto para ser ignorado. Esse grupo precisa ser conhecido,
afinal, 2 semelhanga do fen6tipo basal, foi um grupo que apresentou prognéstico ruim'®. Além
disso, como citado pelos proprios autores, alguns desses casos seriam neoplasias que
entrariam nessa categoria por falhas técnicas ou poderiam ser carcinomas normal breast-
like'®. E pertinente ressaltar que os carcinomas normal breast-like, mesmo sendo um grupo
minoritario, deveriam ser mais estudados, pois sdo neoplasias RE negativo e, portanto, podem
ter comportamento mais agressivo.

Além disso, o perfil IHQ de Nielsen ez al.'® mostrou 76% de sensibilidade e 100% de
especificidade na identificacdo do fenotipo basal, assim determinado por DNA microarray.
Porém, quando esses autores analisaram neoplasias classificadas por IHQ como RE
negativo/HER2 negativo e verificaram por andlise génica de microarray aquelas de fendtipo
basal, encontraram que 83% dos casos duplo-negativo apresentaram esse fenotipo. Assim, a
maioria das neoplasias RE negativo/HER2 negativo (perfil duplo-negativo) foi constituida por
carcinomas de mama basais, enquanto o perfil IHQ proposto por Nielsen et al.'® (RE
negativo/HER2 negativo e CK5/6 e/ou EGFR positivo) conseguiu identificar 76% dos
carcinomas basais.

Corroborando esses dados sobre o perfil duplo-negativo, Carey et al.”?, ao realizarem
uma analise combinada dos dados apresentados nos estudos de Nielsen ez al.'® e de Livasy et
al.'®, mostraram que deste conjunto de 70 neoplasias, 94% dos carcinomas de fendtipo basal,
92% dos carcinomas de fendtipo superexpressio de HER2 e 100% dos carcinomas de
fenotipo luminal seriam corretamente identificados usando apenas RE e HER2 como
marcadores.

Dessa forma, se o perfil duplo-negativo incluiu entre seus casos neoplasias, por
exemplo, normal breast-like, e nao teve especificidade adequada, o perfil IHQ de Nielsen e?
al."® deixou de identificar 24% dos carcinomas basais. Neste cendrio, portanto, se o perfil
duplo-negativo acabasse casualmente abrangendo neoplasias normal breast-like, que sdo RE
negativo € como tais possivelmente se beneficiassem de quimioterapia mais agressiva,
poderia ser menos danoso do que deixar de identificar neoplasias de fendtipo basal e ndo
oferecer tratamento agressivo as mesmas.

Os autores que optaram em seus estudos pelos perfis duplo e triplo-negativo também
alcancaram resultados positivos com seu uso. Assim, Livasy et al.'®, ao estudarem 18
neoplasias de fendtipo basal classificadas desta forma por analise de expressdo génica,

encontraram 100% delas como sendo RE negativo/HER2 negativo quando realizada THQ
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(perfil duplo-negativo). A aplicagdo do perfil duplo-negativo mais CK5/6 e/ou EGFR positivo
aos dados do estudo de Livasy et al.'® mostrou que tal perfil IHQ teve sensibilidade de apenas
55% (encontrado em 10 de 18 carcinomas basais), e especificidade de 100%*.

Também Kreike et al.*’, ao analisarem 97 neoplasias de perfil triplo-negativo por IHQ,
observaram que todas elas se agruparam junto com aquelas de fenotipo basal na andlise de
expressdao génica, diferente dos casos ndo triplo-negativo que se agruparam junto com o0s
demais fenotipos. Neste estudo, portanto, as neoplasias triplo-negativo foram consideradas o
mesmo grupo de neoplasias de fen6tipo basal no perfil de expressio génica®. Assim, esses
autores afirmam ser racional definir o fenotipo basal como triplo-negativo por IHQ, ndo sendo
requeridos perfil de expressdo génica ou marcadores imunoistoquimicos adicionais para
identificar neoplasias de fenotipo basal®.

Rakha et al*' destacam que 80 a 90% das neoplasias de perfil tripo-negativo (RE
negativo/RP negativo/HER2 negativo) sdo basais e apresentam um comportamento clinico
similar ao comportamento basal. Dos 1726 casos de carcinomas de mama invasores estudados
por esses pesquisadores, 16,3% apresentaram perfil triplo-negativo®', taxa semelhante aos
15% de carcinomas basais identificados pelo perfil THQ de Nielsen et al'® (RE
negativo/HER?2 negativo e CK5/6 positivo e/ou EGFR positivo). No estudo de Rakha et al?,
o perfil triplo-negativo mostrou associacdo com sobrevida total menor e intervalo livre de
doenca menor, além de grau histoldgico elevado, semelhante as neoplasias de fendtipo basal.
Portanto, o perfil triplo-negativo foi por si s6 um indicador prognostico®'.

Silva et al. , que usam como painel IHQ padrio para carcinoma de mama RE, RP,
HER2, CK14 e¢ CK5/6, fazem uma importante colocagdo em seu estudo. Destacam que
neoplasias com determinadas caracteristicas morfologicas e um perfil triplo-negativo
alertariam o patologista para a possibilidade desse carcinoma ter um fendtipo basal, e que a
marcacdo posterior com citoqueratinas de alto peso molecular (CK14, CK5/6) confirmaria a
suspeita, apesar de lembrarem que até o momento ndo existe consenso sobre quais CK ou
marcadores basais deveriam ser usados®’.

A importancia da especificidade para caracterizar o fendtipo basal teria justificativa,
por exemplo, na selegdo de pacientes para testes de mutagio BRCA /. Lakhani et al.* sugerem
que uma combinagao de caracteristicas morfologicas, RE negativo ¢ expressao de CK basal
poderia funcionar como uma ferramenta preditiva poderosa para identificar portadores de
mutacdo BRCAI e ainda poderia ser Util para selecionar pacientes para testes de mutagdo

BRCAI
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Essa questdo ¢ bem pertinente quando se pondera que muitas mulheres que sdo
portadoras de mutagdes no gene BRCAI podem ndo ter uma historia familiar positiva de
carcinoma de mama e/ou ovario®’. Assim, encontrar um carcinoma em uma mulher jovem
com caracteristicas morfologicas e imunofenotipicas indicando fenotipo basal poderia ajudar
a alertar médicos para a possibilidade de predisposi¢do familiar™.

Uma ultima ponderacdo ¢ sobre o EGFR (receptor do fator de crescimento
epidérmico). No estudo de Livasy et al.'®, o EGFR foi positivo em 72% das neoplasias basais,
para Lerma et al.” foi positivo em 77% das neoplasias triplo-negativo, entretanto no estudo
de Kreike e al.”® apenas 27% das neoplasias triplo-negativo foram positivas para EGFR. E
importante destacar que o EGFR, mesmo com essa variabilidade de expressao nos diferentes
estudos, talvez mereca ser pesquisado em neoplasias basais, devido ao seu potencial como
alvo terapéutico”****"® Terapias anti-EGFR como cetuximab, gefitinib e erlotinib estio
sendo testadas em ensaios clinicos'®**~*",

Portanto, o presente estudo encontrou maior freqiiéncia do fenotipo basal
comparativamente ao grupo ndo-basal em mulheres < 45 anos do que em mulheres > 65 anos,
sem selecionar a amostra por etnia, € usando o perfil duplo-negativo (RE negativo/HER2
negativo) para caracterizar o fenotipo basal. Diante disso, seria plausivel selecionar os
carcinomas de mama em fendtipo basal com base no perfil duplo-negativo ou triplo-
negativo’’, pois neoplasias RE negativo/HER2 negativo, apesar de sensibilidade a
quimioterapia inicialmente, terdo pior prognostico e necessitardo de esquemas de
quimioterapia mais agressivos’ . Ainda, diante do arsenal terapéutico atualmente disponivel,
que € restrito para o fenotipo basal do carcinoma de mama, sdo os casos que devem ser
obrigatoriamente identificados.

Assim, futuramente, os marcadores basais/mioepitelias que identificassem com maior
fidedignidade os subtipos neoplasicos que estdo sendo mapeados dentro do fendtipo basal,
poderiam ser pesquisados na medida em que surgissem drogas que tivessem como alvo
terapéutico os marcadores mais freqiientes ¢ adequados em cada subtipo dentro do fenotipo
basal. A caracterizacdo dos perfis de expressdo gé€nica dessas variedades serd requerida para
otimizar modalidades de tratamento’'. Ainda, marcadores basais poderio ser pesquisados
quando se quer ter uma grande especificidade para o fendtipo basal, em casos especificos em

que haja intengao de selecionar pacientes para testes de mutacdo em BRCAI 2,
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6 CONCLUSOES

Respostas aos Objetivos Especificos

1.

As freqiiéncias dos fen6tipos do carcinoma de mama em mulheres < 45 anos e mulheres >
65 anos, com o perfil duplo-negativo e os marcadores basais (p63 e/ou CK5 e/ou P-
caderina positivo) definindo o fendtipo basal foram, respectivamente: luminal A (50,8% e
58,1%), luminal B (15,4% e 14,5%), superexpresdao de HER2 (15,4% e 19,4%) e basal
(18,5% e 8,1%). As freqiiéncias dos fenodtipos com apenas o perfil duplo-negativo
definindo o fendtipo basal, nos dois grupos etarios foram, respectivamente: luminal A
(44,0% e 54,5%), luminal B (13,3% e 13,6%), superexpresdao de HER2 (13,3% e 18,2%) e
basal (29,3% e 13,6%). A diferenca entre os grupos etarios ndo foi estatisticamente

significativa em nenhuma das situacdes (P=0,3650 e P=0,1535).

A freqliéncia dos grupos basal e ndo-basal em mulheres < 45 anos e mulheres > 65 anos,
com o perfil duplo-negativo e os marcadores basais (p63 e/ou CKS5 e/ou P-caderina
positivo) definindo o fendtipo basal foram, respectivamente: fenotipo basal (18,5% e
8,1%) e grupo nao-basal (81,5% e 91,9%). A freqiiéncia dos grupos basal e ndo-basal em
mulheres < 45 anos e mulheres > 65 anos, com o perfil duplo-negativo definindo o
fenotipo basal foram, respectivamente: fenotipo basal (29,3% e 13,6%) e grupo ndo-basal
(70,7% e 86,4%). Nao houve diferenca significativa na primeira situagdo, (P=0,0854),

mas a diferenca foi estatisticamente significativa na segunda situacdo (P= 0,0247).

3. Carcinomas de mama diagnosticados em idade mais jovem (< 45 anos) foram mais

freqiientemente RE negativo/HER2 negativo do que quando diagnosticados em idade mais
velha (= 65 anos). Quando foi usado o perfil duplo-negativo (RE negativo/HER2
negativo) para caracterizar o fenotipo basal, e este foi comparado com o conjunto dos
demais fenétipos agrupados sob a denominagdo de ndo-basal (fendtipos luminal A,
luminal B e superexpressdo de HER2), houve maior freqiiéncia do fendtipo basal em

mulheres < 45 anos (29,3%) do que em mulheres > 65 anos (13,6%) (P=0,0247).
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Consideracées Finais

Diante da tendéncia atual em fragmentar o fendtipo basal do carcinoma de mama em

20,41,68,70

variedades neoplasicas , assim como o fenotipo luminal ja ¢ dividido em luminal A e

luminal B, toma-se como rotina basica usar o perfil duplo-negativo ou o triplo-negativo para
alertar o patologista e o clinico para a possibilidade do carcinoma ter um fendtipo basal®’.
Mesmo que estudos recentes mostrem que carcinomas de mama com perfil duplo-negativo
sejam verdadeiramente basais em 83% dos casos'® e carcinomas de mama com perfil triplo-
negativo sejam verdadeiramente basais em 80-90% dos casos>', ou até mesmo em todos os

casos™, ainda assim se realiza marcagdo posterior com marcadores basais para confirmar a

.29
suspeita™.

Sugestio para futuro estudo

E importante que se prossiga estudando esses dois grupos etérios (mulheres < 45 anos
e mulheres > 65 anos) para estabelecer se as mulheres que tiveram carcinomas de mama de
fenotipo basal caracterizados pelo perfil duplo-negativo (RE negativo/HER2 negativo)
apresentam pior prognoéstico, tanto comparativamente, avaliando o prognostico do fendtipo
basal nos dois grupos etérios, quanto em relacdo aos demais fenotipos (luminal A, luminal B e

superepressao de HER2).
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BENEFICIARIO

Nome: ALINE SCHMITT POLIDORO CPR:

Matricula: 2254212 Curso: MEDICINA

EATAIN cssmeneseansy Agéncia Banco do Brasil: Conta Banco do Brasil:
ORIENTADOR

Nome: ROZANY MUCHA DUFLOTH e-mail:

Depto: DEPTO DE PATOLOGIA  Centro: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

TITULO DO PROJETO

[ PERFIL FENOTIPICO DO CARCINOMA DE MAMA EM DOIS GRUPOS ETARIOS DISTINTOS.

VIGENCIA DA BOLSA

Inicio: agosto de 2007 Término: julho de 2008

CONDIGOES GERAIS
1. Ao aceitar a concessao, que ora lhe é feita, compromete-se o beneficiario a dedicar-se, com exclusividade, as atividades pertinentes a bolsa concedida.

2. COMPROMETE-SE AINDA O BENEFICIARIO A:

a) ndo possuir vinculo empregaticio nem receber salrio ou remuneragao decorrente do exercicio de atividades de qualquer natureza, inclusive de estagio
remunerado, durante a vigéncia da bolsa;

b) dedicar-se integralmente as atividades académicas e de pesquisa, em ritmo compativel com as atividades exigidas pelo curso;

c) no se afastar da UFSC, exceto para a realizacao de pesquisa de campo, participagdo em evento cientifico ou estagio de pesquisa, por periodo limitado
{até 3 meses) e com autorizagao expressa da Pro-Reitoria de Pesquisa da UFSC, apés solicitagao justificada e endossada pelo orientador;

d) nao reprovar durante a vigéncia da bolsa (semestres 2007.2 e 2008.1), sob pena de ndo poder candidatar-se a renovagao para o Programa 2008/2009;
e) apresentar os resultados finais da pesquisa, sob a forma exposicoes orais, posteres, resumos e/ou painéis (Seminario de Iniciacao Cientifica da UFSC),
acompanhado de um Relatério Final com redacao cientifica, que permita verificar o acesso a métodos cientificos;

f) estar recebendo apenas esta modalidade de bolsa, sendo vedada a acumulacao desta com a de outros programas do CNPq, de outra agéncia ou da
propria UFSC;

g) devolver ao CNPq, em valores atualizados, als) mensalidade(s) recebidas indevidamente, caso os requisitos e compromissos estabelecidos acima nao
sejam cumpridos;

3. COMPROMETE-SE AINDA O ORIENTADOR A:

a) responsabilizar-se pelo andamento do trabalho;

b) comunicar a Pré-Reitoria imediatamente, e por escrito, todo e qualquer problema gue possa porventura, surgir no desenvolvimento do trabalho. Caso
nao seja feita a comunicacao, a responsabilidade sera assumida pelo orientador;

¢) orientar o bolsista nas distintas fases do trabalho cientifico, na elaboracao do Relatério Final e no material para apresentacao dos resultados nos Anais
do Seminario de Iniciacao Cientifica da UFSC, em congressos, seminarios e publicagdes cientificas;

d) participar como avaliador do Seminario de Iniciagao Cientifica da UFSC e acompanhar as exposicoes do(s) bolsista(s) na medida do possivel, por ocasiao
deste Seminario;

) incluir o nome dos bolsistas de Iniciacao Cientifica nas publicacoes e nos trabathos apresentados em congressos e; seminarios, cujos resultados tiverem a
participacgao efetiva dos mesmos;

1) observar os prazos estipulados para entrega do Relatério Final, substitui¢ao de bolsista, inscrigao no Seminario, pedidos de renovagao, etc...

4. 0 CNPq podera cancelar ou suspender a bolsa quando constatada infrigéncia a qualquer das condigoes constantes deste termo e das normas aplicaveis a
esta concessao, sem prejuizo da aplicacao dos dispositivos legais que disciplinam o ressarcimento dos recursos.

5. 0 acompanhamento do bolsista de Iniciagao Cientifica se dara de duas formas:
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a) SEMINARIO DE INICIAGAO CIENTIFICA DA UFSC. A UFSC realiza, anualmente, o Seminario de Iniciagao Cientifica da UFSC, aberto a todos os alunos de
graduacao. Os bolsistas de Iniciacao Cientifica deverao, OBRIGATORIAMENTE, apresentar os resultados de seu trabalho no Seminario {caso nao seja
possivel, o orientador devera justificar por escrito a Pro-Reitoria, antecipadamente). A participacao no Seminario se dara através da elaboragao de
resumos, que comporao os Anais do Seminario e através da exposicao de painéis & apresentacao oral dos resultados obtidos;

b) RELATORIO FINAL: Cada bolsista devera elaborar um Relatério Final referente as atividades desenvolvidas durante o periodo de vigéncia da bolsa, que
permita verificar seu desempenho académico e cientifico. Este Relatério devera ser entregue pelo bolsista, com a sua assinatura e a do orientador, na Pro-
Reitoria, até 29 de agosto de 2008. Estes Relatérios serao avaliados por consultores ad hoc e as observagoes e recomendagdes pertinentes retornarao a
cada orientador para que possam dar conhecimento ao bolsista.

6. A substituicao do bolsista, em casos excepcionais, sera permitida de novembro de 2007 a abril de 2008, mediante o Formulario de

Substituicdo/ Cancelamento - acessado através do endereco http://www.dep.ufsc.br/pibic; este formulario devera ser encaminhado até o tiltimo dia ttil
do mé&s anterior ao da substituicao {a indicagao do novo bolsista deve ser feita no momento do pedido de substituicao ou, no méaximo, em até 30 dias); nao
serao permitidas substituicdes nos trés primeiros (agosto, setembro e outubro) e nos trés ultimos meses (maio, junho e jutho) de vigéncia da bolsa; cada
orientador s6 podera fazer uma tnica substituicao por bolsista; o cancelamento da bolsa podera ser solicitado a qualquer momento, pelo nao cumprimento
das normas estabelecidas ou por solicitacao do orientador, também através do Formulario de Substituicao/Cancelamento, desde que justificado (podera
ser indicado o nome de um novo aluno até, no méaximo, 30 dias apds o pedido de cancelamento). Os bolsistas excluidos (cancelados ou substituidos) nao
poderao retornar ao sistema na vigéncia do Programa 2007/2008.

7. Os trabalhos publicados em decorréncia das atividades pelo CNPq deverao, necessariamente, fazer referéncia ao apoio recebido, com as seguintes
expressoes:

a) se publicado individualmente: “O presente trabalho foi realizado com o apoio do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - CNPq
- Brasil”.

b) Se publicado em co-autoria: “Bolsista do CNPq - Brasil”

8. A nao entrega do Relatdrio Final, bem como a sua nao aprovacao, € considerada inadimpléncia junto a esse Departamento e impeditivo a concessao de
renovagao ou de pedidos de novas bolsas por parte do orientador e do bolsista;

9. A concessao objeto do presente instrumento ndo gera vinculo de qualquer natureza ou relagao de trabalho, constituindo doagao, com encargos, feita ao
beneficiario.

10. O beneficiario e o orientador manifestam sua integral e incondicional concordancia com a concessao que ora ¢ feita, comprometendo-se a cumprir
fielmente as condigdes expressas neste instrumento e as normas que lhe sao aplicaveis: Resolugao Normativa N° 017/2006/CNPq de 13 de julho de 2006 e
Resolucao N° 032/CEPE, de 1° de junho de 1995.

Florianspotis, 09 _de %&_@  2007.

Assinatura do Bolsista: _— — e
ALINE SCHMITT POLIDORO

Assinatura do Orientador: = A g A

ROZANY MUCHA DUFLOTH 7 F ——

O presente termo entrara em vigor na data de sua assinatura

LEIA O PRESENTE TERMO DE OUTORGA COM BASTANTE ATENCAO.
ENTREGUE-0, DEVIDAMENTE ASSINADO, NO DIA 06 DE AGOSTO, NO MOMENTO DA REUNIAO, NO
. AUDITORIO GARAPUVU =
NAO ESQUECA DE TIRAR UMA COPIA PARA VOCE.
CASO PRECISE ALTERAR/ACRESCENTAR ALGUMA INFORMAGAO, FACA-O ENVIANDO UM E-MAIL
PARA : dep@reitoria.ufsc.br
Toda e qualquer divida a respeito do Programa deve ser sanada diretamente junto ao
DEP/PRPe

através do e-mail: .br ou pelo tel. 3721-9332.
Qualquer nova informacao sera disponibilizada no
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Protocolo otimizado e estabelecido pelo Laboratdorio de Imunoistoquimica
TECNICA DE IMUNOISTOQUIMICA (KIT LABVISION)
Caso as laminas estejam protegidas com uma camada de parafina, devem ser colocadas numa
cuvete de vidro, imersas em Clear-Rite (agente desparafinante, MICROM International) e
colocadas posteriormente na estufa a 60°C. Apds aproximadamente 30 minutos, deve-se
proceder a desparafinacdo e hidratagdo dos cortes no aparelho Leica AutoStainer XL.

1. Recuperagdo Antigénica

Solucdo Retrieval

Diluir a solugdo retrieval (Vector®) 1/100 em agua desionisada. Acertar o pH da solucdo a
6.00 (6.00-6.02). Pré-aquecer a solugdo em banho-maria a 98°C durante 5 minutos (numa
cuvete de plastico). Colocar as laminas durante 20 minutos (ou 30, conforme o anticorpo) na
solucdo dentro do banho-maria e deixar arrefecer a solugdo a temperatura ambiente durante 5

minutos. Colocar as laminas em PBS.

Solucao de EDTA
Diluir a solugdo EDTA (Labvision) 1/100 em agua destilada. Acertar o pH da solugdo a 8.00

(8.00-8.02). Pré-aquecer a solucdo em banho-maria a 98°C durante 5 minutos (numa cuvete
de plastico). Colocar as laminas durante 20 minutos na solu¢do dentro do banho-maria e
deixar arrefecer a solugdo a temperatura ambiente durante 5 minutos. Colocar as ldminas em

PBS.

2. Bloqueio da Peroxidase Endogena

Para bloqueio da peroxidase enddgena, coloca-se sobre a area delimitada (com caneta
hidrofébica) 100ul de solugdo de peroxido de hidrogénio a 3% diluido em metanol durante 10
minutos.

Lavagem em PBS 2-5 minutos (todas as lavagens podem ser feitas diretamente na lamina a

fim de evitar demasiados movimentos das cores do array).
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3. Bloqueio de Reacoes Inespecificas
Incubagao das laminas com 100pl de UltraVisonBlock durante 15 minutos.

Ap0s a incubagdo, retirar o excesso de reagente escorrendo as laminas e ndo lavar.

4. Anticorpo Primadrio

Incubagdo de 100ul de anticorpo primdrio durante 30 minutos a temperatura ambiente ou
overnight a 4°C.

Lavagem em PBS 2-5 minutos.

5. Anticorpo Secunddrio Biotinilado

Incubacdo das 1aminas com 100pul de anticorpo secundério biotinilado anti-polivalente durante
15 minutos.

Lavagem em PBS 2-5 minutos.

6. Complexo Streptavidina Peroxidase

Incubacdo das laminas com 100ul do complexo streptavidina peroxidase durante 15 minutos.

Lavagem em PBS 2-5 minutos.

7. Cromogénio: Diaminobenzidina (DAB)

Preparar uma solucdo de diaminobenzidina: 2 gotas de cromogénio DAB para cada mililitro

de substrato. Incubar durante 6-7 minutos. Lavagem em dgua corrente durante 5 minutos.

8. Contraste Nuclear

Contrastar os nucleos com Hematoxilina de Mayer, mergulhando as laminas neste corante
durante 30 segundos. Lavagem em agua corrente (ter o cuidado para que a agua ndo caia
diretamente nas laminas). A diferenciacdo ¢ realizada por imersao repetida (cerca de 10
vezes) em agua amoniacal 1%. Lavagem em agua corrente. Apds o contraste, desidratam-se

as laminas numa série crescente de alcoois (70%, 95% e absoluto).
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FICHA PARA COLETA DE DADOS

Local: () SAP do HU ( ) CAISM () Hospital Sao Joao

Ficha para Coleta de Dados de Numero: | | | |

Data da Coletade Dados: | | |- | |- | | | |

Numero do Prontuario: | | | | | | |

Data de Nascimento: | | |- | |- | | | |

Idade ao diagnostico de carcinoma de mama: | | | |anos

Laudo Anitomo-patolégico

Namerodo Exame: | | | | | | | | | |

Data de Emissdao do Exame: | | |- | -] | | | |

Numerodo Exame: | | | | | | | | | |

Data de Emissdo do Exame: | | |[-| | |-| | | | |

Receptor de Estrogeno: () Positivo () Negativo

Expressao da oncoproteina HER2: () Positivo () Negativo
Expressdo de p63: () Positivo () Negativo

Expressdo de P-caderina: () Positivo () Negativo

Expressdao de CK5/6: () Positivo () Negativo
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SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARNA
CBAMPUS UNIVERSITARIO - TRINDADE CEP: 88040-900 - FLORIANOPOLIS - SC
TELEFONE (048) 234-1755 - FAX (048) 234-4069

PARECER CONSUBSTANCIADO - PROJETO N° 129/2007

1- IDENTIFICACAO

Titulo do projeto: “Perfil fenotipico do carcinoma de mama em dois grupos etarios distintos™.

Area: Medicina

Pesquisador Responsavel: Rozany Mucha Dufloth

Co-orientador: Carlos Gilberto Crippa

Pesquisador Principal: Aline Schmitt Polidoro

Data da coleta dos dados: junho a julho de 2007

Institui¢io em que serd realizado o estudo: Servigo de anatomia patoldgica do Hospital Universitario
Polydoro Ernani de Sdo Thiago.

IT — Objetivos

Gerais: 1. Verificar a freqiiéncia dos fenotipos basal e nao-basal em mulheres com 35 anos ou menos de
idade e em mulheres com 65 anos ou mais velhas; 2. Correlacionar estes fenotipos com grau histologico e
os marcadores p53 e Ki67 nos dois grupos do estudo.

I - SUMARIO DO PROJETO: Trata-se de um estudo de conclusdo de curso na drea da medicina. Os
dados serdo coletados em torno de 100 mulheres com diagnostico histopatolégico de carcinoma invasor
de mama, em dois grupos ¢tarios distintos: abaixo de 35 anos e acima de 65 anos de idade, selecionadas
no laboratério médico e no servigo de anatomia patoldgica do HU. Serfio estudadas as variaveis: idade do
diagnéstico do carcinoma de mama, grau histoldgico do tumar e os marcadores imuoistoquimicos
receptor de estrégeno, oncoproteina do gene HER2, p53 e Ki-67.

1V - COMENTARIO: A pesquisa proposta tem relevancia cientifica e social. O tema faz parte da linha
de atuagdo dos pesquisadores. O protocolo da pesquisa contém os documentos necessarios para sua
andlise e exigidos pela legislagio. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) estd
adequado, sugere-se que para 0 grupo etdrio acima de 65 anos a fonte do TCLE seja no minimo 14.

V- PARECER CEP:
( X) aprovado

Parecer:
Tendo em vista o exposto, somos de parecer favoravel a aprovagdo do referido projeto.

Informamos que o parecer dos relatores foi aprovado, em reuniio deste Comité na data de 25 de
junho de 2007.

Prof. Washington Portela de Souza
Coordenador do CEP
Fonte: CONEP/ANVS - Resolugdes 196/96 € 251/97 do CNS.
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&"’A UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS %

a¥ HOSPITAL DE CLINICAS
uNICAMP SUPERINTENDENCIA

Hospital de Clinicas
UNICAMP

DECLARACAOQ

Declaro para os devidos fins e efeitos legais que, objetivando atender as exigéncias para a
obtengdo de parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, e como
representante legal da InstituicAo, tomei conhecimento do projeto de pesquisa: “Perfil
fenotipico do carcinoma de mama em dois grupos etarios distintos”, e cumprirei os termos
da Resolugdo CNS 196/96 e suas complementares, e como esta instituicdo tem condicéo

para 0 desenvolvimento deste projeto, autorizo a sua execu¢do nos termos propostos.

Campinas, 29 de novembro de 2007

PROF. DR. LUIZ CARLOS ZEFERINO
PROFESSOR LIVRE DOCENTE
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS/ UNICAMP

Cidade Universitaria “Zeferino Vaz” - Rua Vital Brasil, 251 — Bardo Geraldo - Caixa Postal 6142
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IPATIMUP

INSTITUTO DE PATOLOGIA E IMUNOLOGIA MOLECULAR
DA UNIVERSIDADE DO PORTO

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins e efeitos legais que, para
atender as exigéncias para a obtengéio de parecer do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos, e como representante legal da Instituigdo,
tomei conhecimento do projeto de pesquisa: “Perfil fenotipico do
carcinoma de mama em dois grupos etérios distintos”, e cumprirei os
termos da Resolugdo CNS 196/96 e suas complementares, e como esta
instituicBio tem condigdo para o desenvolvimento deste projeto, autorizo a
sua execugdo nos termos propostos.

Porto, 29 de Novembro de 2007

W
Prof. Kernando Schmitt
Directdr da Unidade de Patologia
IPATIMUP



