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APRESENTACAO

Esta dissertacdo de mestrado foi elaborada na modalidade de Artigos
Cientificos, um modelo alternativo, opcional e que estd de acordo com as
normas deste Programa de Pdés-Graduacdo. No capitulo “Resultados” s&o
apresentados dois artigos cientificos.

O primeiro artigo apresentado foi intitulado “Subtipos Moleculares do
Cancer de Mama”. E um artigo de revisdo que comenta topicos a respeito dos
subtipos moleculares do cancer de mama e suas principais caracteristicas,
incluindo, os aspectos prognésticos, os fatores preditivos e os marcadores
utilizados na classificagdo molecular por imunoistoquimica.

No segundo artigo, um artigo original intitulado “Subtipos Moleculares do
Céancer de Mama: Influéncia do Ki-67 na Classificacdo”, nos avaliamos a
influéncia da inclusédo do Ki-67 no contexto da classificacdo molecular por

imunoistoquimica.
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RESUMO

Essa dissertacdo teve como objetivo estudar o cancer de mama com
énfase nos subtipos moleculares. No contexto tedrico, aspectos importantes a
respeito do tema foram revisados, incluindo, os aspectos progndésticos, 0s
fatores preditivos e os marcadores moleculares utilizados na classificacdo por
imunoistoquimica. No contexto pratico, a prevaléncia dos subtipos moleculares
foi avaliada em uma série de pacientes com carcinoma ductal invasor de mama,
utilizando dois diferentes painéis de classificacdo por imunoistoquimica, com e
sem o uso do marcador de proliferacédo Ki-67. Foi avaliada a concordancia entre
0s resultados obtidos pelos dois modelos de classificagcao (reprodutibilidade
entre o0os modelos), correlacionando o0s subtipos encontrados com as
caracteristicas clinico-patologicas dos tumores. Dois artigos cientificos foram
redigidos: um artigo de revisdo, construido a partir das bases de dados
MEDLINE/ PubMed, LILACS e SciELO, com tépicos relevantes a respeito dos
subtipos moleculares do cancer de mama e sua classificagdo por
imunoistoquimica; e um artigo original, onde um estudo com 234 casos de
carcinoma ductal invasor de mama foi conduzido, conforme o0s objetivos ja
citados. Uma significativa mudancga dos percentuais dos tumores luminais foi
observada com o uso do Ki-67 e uma significante correlagdo com o grau

histolégico.
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ABSTRACT

This dissertation aimed to study the breast cancer with emphasis on the
molecular subtypes. In the theoretical context, important aspects on the subject
were reviewed, including prognostic aspects, predictive factors and molecular
markers used in the classification by immunohistochemistry. In the practical
context, the prevalence of the molecular subtypes was evaluated in a series of
patients with invasive ductal breast carcinoma, using two different panels of
classification by immunohistochemistry, with and without the use of proliferation
marker Ki-67. We evaluated the agreement between the results obtained by the
two classification models, correlating the subtypes found with the
clinicopathological characteristics of tumors. Two papers were prepared, a
review article, from the MEDLINE/ PubMed, LILACS and SciELO database with
relevant topics about the molecular subtypes of the breast cancer and their
classification by immunohistochemistry; and an original article, in which a study
with 234 cases of invasive ductal carcinoma of the breast was conducted,
according to the objectives previously mentioned. A significant change in the
percentage of luminal tumors was observed with the use of the Ki-67, and a

significant correlation with the histological grade.
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1. INTRODUCAO

O cancer de mama € uma doenca complexa, de alta heterogeneidade
clinica, morfologica e biolégica. Tumores mamarios com histologia e clinica
semelhantes podem apresentar diferentes progndésticos e diferentes respostas
terapéuticas (CIANFROCCA et al., 2009; GEYER et al., 2009; WEIGELT et al.,
2009). Essas diferencas podem ser justificadas pela existéncia de diversos
subtipos moleculares de carcinoma de mama, oS quais originam distintas
entidades biologicas, a exigir terapéutica especifica. Esta complexidade torna
dificil a definicdo de condutas clinicas, podendo por vezes propiciar tratamentos
inadequados (PEROU et al., 2000; ROUZIER et al., 2005).

Os avangos no campo da biologia molecular e a descoberta de proteinas
especializadas tais como, 0s receptores hormonais e os fatores de crescimento
epidérmicos, tém proporcionado um maior entendimento sobre a oncogénese
(ZHANG et al.,, 2003). O advento da tecnologia de microarranjos de DNA
complementar (cDNA microarrays), com a analise paralela de milhares de
genes, tem permitido correlacionar perfis moleculares de expressao génica dos
canceres de mama com a evolucao clinica das pacientes e com as respostas as
terapias utilizadas (RAKHA et al., 2008).

Diferentes subtipos moleculares foram determinados estratificando-se os
tumores mamarios através de seus perfis génicos. Isso propiciou uma maior
compreensao e uma melhor utilizacdo de marcadores tumorais ja existentes na
anatomopatologia tradicional, permitindo o uso da imunoistoquimica na

classificagdo dos tumores (ZHANG et al., 2003). Essas descobertas tém

Introdugdo 1



proporcionado importantes informacdes prognadsticas e preditivas e uma melhor
percepcdo sobre os complexos mecanismos biolégicos da tumorigénese
(GEYER et al., 2009).

Painéis imunoistoquimicos tém sido propostos para a identificagcdo dos
subtipos moleculares, buscando reproduzir com certa aproximacao os perfis de
expressao génica (NIELSEN et al., 2004; BHARGAVA et al., 2008). Uma das
lacunas da classificacdo por imunoistoquimica é a auséncia de uma avaliacédo
do grau de proliferacdo dos tumores com um protocolo bem estabelecido. Isso
faz com que sejam agrupados como luminal A tumores com alta e baixa
expressdo de genes de proliferacdo. Com isso, pacientes que iriam se
beneficiar da quimioterapia, por vezes, podem n&o estar recebendo esse

tratamento (CHEANG et al., 2009).

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade, médicos e estudiosos tém tentado encontrar
respostas para a origem do cancer de mama e seu manejo. A mais antiga
descricdo do cancer de mama foi encontrada no Egito e datada de cerca de
1600 a.C.. Através dos tempos, com os adventos da anestesia geral e do uso
da antissepsia, foram viabilizados tratamentos cirdrgicos, como a mastectomia
radical. Essa evolugcdo passou pela radioterapia, que é outra forma de
tratamento locorregional, até as formas de tratamento sistémico, como, a
guimioterapia e as atuais terapias alvo-dirigidas (EKMEKTZOGLOU et al.,

2009).
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2.2. ASPECTOS GERAIS
2.2.1. Cancer de Mama

"Cancer" € o termo utilizado para designar as diversas entidades
provindas do acumulo de mutacdes, instabilidades cromossdmicas e mudancas
epigenéticas. Essas alteracfes, em conjunto, facilitam o aumento da taxa de
evolucdo e dano celular, e progressivamente prejudicam o detalhado e
complexo sistema de regulacdo do crescimento e de morte das células.
Fatores exdgenos que podem promover mudancas nas atividades dos genes,
como a dieta, combinados com as variacdes genéticas de cada individuo séo
alguns motivos para se esperar que 0s tumores se manifestem fenotipicamente
diferentes (S@RLIE, 2004).

A mama €& composta por estruturas glandulares (I6bulos e ductos),
responsaveis pela producéo de leite sob o controle hormonal. Essas estruturas
sao circundadas por tecidos fibrovascular e adiposo, que fornecem nutricdo e
protecdo aos mesmos. Os lobulos mamarios sdo as unidades funcionais da
mama que sintetizam o leite e que se encontram no final dos ductos. Os ductos
sdo uma rede de canais cuja funcdo € o transporte de leite dos acinos até o
mamilo (GUINEBRETIERE et al., 2005). A vasta maioria dos tumores malignos
de mama é iniciada no epitélio da unidade ductulo-lobular terminal, outros 5 a
10% sé&o originarios de linhagem nédo epitelial. Dentre os inumeros tipos
histologicos de cancer de mama identificados, um em especial, o carcinoma
ductal invasor, é largamente predominante e representa mais de 75% dos

casos (RAKHA et al., 2010a).

Introdugdio 3



2.2.2. Epidemiologia

Notadamente, os tumores de mama sdo um problema de salude publica
pela sua alta incidéncia e por ser a neoplasia responsavel pela maior taxa de
mortalidade feminina, por cancer, em varios paises (MARTINS et al., 2009;
BRASIL, 2011). Dados mundiais revelam que o carcinoma de mama € o
segundo tipo de cancer mais incidente entre as mulheres, além de demonstrar
aumento crescente no numero de casos. Anualmente, cerca de 22% dos casos
novos de cancer, em mulheres, pertencem a esse tipo de neoplasia (PARKIN et
al., 2005; KAMANGAR et al., 2006; FREITAS-JUNIOR et al., 2008; BRASIL,
2011).

Apesar de esses nUmeros serem em sua maioria observados em paises
desenvolvidos (figura 1), no Brasil encontram-se significativas taxas de
incidéncia, onde em 2011 estimou-se um risco de 49 casos a cada 100 mil
mulheres, perfazendo cerca de 49.240 casos novos (tabela 1). Na regiao
Centro-Oeste do Brasil e em Goiania (figura 3, tabela 2), é também o segundo
tipo de cancer mais prevalente em mulheres, atrds apenas do cancer de pele do
tipo ndo melanoma (BRASIL, 2011).

O cancer de mama, apesar de sua alta complexidade, tem um
prognéstico relativamente bom quando diagnosticado e tratado em tempo
oportuno. Porém, no Brasil, as taxas de mortalidade por essa patologia se
mantém altas (figura 2), muito provavelmente devido ao fato de a doenca ainda
ser diagnosticada em estadio clinico (extensdo do tumor ao diagnostico)

avancado (FREITAS-JUNIOR et al., 2010; BRASIL, 2011).

Introdugdio 4



3'73,5.

0 189 272 400 54.0 110
Age-standardised incidence rates per 100,000

Figura 1. Incidéncia estimada de cancer de mama no mundo em 2008. (Fonte: GLOBOCAN 2008,
International Agency for Research on Cancer. Disponivel em:
http://globocan.iarc.fr/factsheets/cancers/breast.asp. Acessado em 02 de abr. 2011).
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Figura 2. Incidéncia e mortalidade por cancer de mama no mundo em 2008. Taxas padronizadas por
idade, estimadas (Mundial) por 100.000. (Fonte: GLOBOCAN 2008, International Agency for Research on
Cancer. Disponivel em: http://globocan.iarc.fr/factsheets/cancers/breast.asp. Acessado em 02 de abr.
2011).
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Figura 3. Representacéo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil mulheres, estimadas para o
ano de 2011, segundo a Unidade da Federagdo (neoplasia maligna da mama feminina). Fonte: INCA
(BRASIL, 2011).

Tabela 1. Estimativas para o Brasil ano 2011 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil e de nimero de
casos novos por cancer, em mulheres, segundo localizacdo primaria*. Fonte: INCA (BRASIL, 2011).

Brasil
 Cases
Mama Feminina 49240 49 27 17540 74,56
Colo do Utero 18.430 18,47 5280 2250
Calon e Reto 14.800 14,80 5530 23,54
Traqueia, Brénquio e Pulmao 9830 982 3130 13,37
Estémago 7.680 7,70 2.340 9,94
Leucemias 4340 433 1.330 5,52
Cavidade Oral 3.790 3,76 1.090 448
Pele Melanoma 2970 292 860 3,28
Esdfago 2740 2.69 660 2.55
Outras Localizagoes 78770 78,83 28510 121,33
Pele nao Melanoma 60.440 60,51 12.800 54 45

“Nameros arredondados para 10 ou maltiplos de 10

Fonte: Instituto Nacional de Céncer do Ministério da Saude. Disponivel em: <http://www.inca.gov.br>.
Acesso em 10 de jan. 2011 (BRASIL, 2011).
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Tabela 2. Estimativas para o Estado de Goias e Goiania ano 2011 das taxas brutas de incidéncia por
100 mil e de nimero de casos novos por cancer, em mulheres, segundo localizagcao primaria. Fonte: INCA
(BRASIL, 2011).

Goias e Goiania

AP Estimativa dos Casos Novos
Localizagao Primaria :
Neoplasia Maligna Estado Capital
Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta

Mama Feminina 1.070 3444 360 51,87
Colo do Utero 540 17,58 160 22 41
Calon e Reto 330 10,53 130 18,67
Traqueia, Brnquio e Pulméo 300 9,65 80 11,86
Estdmago 170 5,39 50 716
Leucemias 120 3,81 40 5,83
Cavidade Oral 110 3,50 40 514
Pele Melanoma 40 1,30 == 2,01
Esdfago 50 1,79 == 1,98
Outras Localizagoes 1.110 3590 610 86,60
Subtotal 3.840 124,19 1.490 211,54
Pele nao Melanoma 2.550 82,59 290 55,64
Todas as Neoplasias 6.390 206,70 1.880 266,71

*Nimeros armedondades para 10 ou mdltiplos de 10
**Menor que 15 casos

Fonte: Instituto Nacional de Cancer do Ministério da Saude. Disponivel em: <http://www.inca.gov.br>. Acesso em 10 de
jan. 2011 (BRASIL, 2011).

2.2.3. Fatores de Risco

Alguns fatores de risco para o desenvolvimento do carcinoma mamario
relacionados a vida reprodutiva da mulher estdo bem estabelecidos, como:
menarca precoce, nuliparidade, idade da primeira gestacdo a termo acima dos
30 anos, uso de anticoncepcionais orais, menopausa tardia e terapia de
reposicao hormonal. A exposicdo aos agentes cancerigenos e a historia familiar
da doenca também sdo importantes fatores (KAMANGAR et al.,, 2006).
Acredita-se que outros fatores de risco, incluindo, obesidade, dietas ricas em
gorduras e ingestdo excessiva de alcool, possam aumentar o risco de

desenvolvimento da doenca. No entanto, o maior fator de risco é, de modo
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geral, a idade. Com o envelhecimento, geralmente a partir dos 35 anos e até
cerca dos 50 anos, tem-se um rapido aumento nas taxas de incidéncia de
cancer de mama feminino. Apd0s essa idade, correlacionando-se a provavel
ocorréncia da menopausa, a taxa de crescimento acontece de forma mais lenta
(BRASIL, 2011).

O cancer de mama esporadico (ndo hereditario) constitui mais de 90% de
todos os carcinomas de mama, porém, caracteristicas genéticas também estéo
associadas ao maior risco de desenvolvimento do tumor de mama (BRASIL,
2011). Mulheres com mutagdes nos genes BRCA1l e BRCA2 tém 85% de
chance de desenvolver cancer de mama antes dos 70 anos de idade e
perfazem até 10% dos casos desta neoplasia em paises desenvolvidos.
Entretanto, a tumorigénese é cada vez mais reconhecida como um processo
que envolve a acdo coordenada de um grupo de genes, ao invés de genes

unicos (ZHANG et al., 2003; PARKIN et al., 2005; BRASIL, 2011).

2.2.4. Fatores Prognosticos e Fatores Preditivos

Os diferentes tipos de cancer de mama séo avaliados universalmente
para 0 manejo clinico das pacientes segundo dois importantes fatores
denominados prognésticos e preditivos. Fatores prognésticos sao
caracteristicas mensuraveis que se correlacionam com a histéria natural da
doenca; sdo observados no momento do diagnostico e visam estimar a
evolucao clinica, a sobrevida global e o tempo livre da doenca (ABREU et al.,

2002). Sao consideradas variaveis independentes. Enquanto, os fatores
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preditivos sdo caracteristicas associadas a resposta esperada a uma
determinada terapia. E neste contexto, fatores progndésticos devem ser
distinguidos de fatores preditivos. Alguns fatores podem ser ao mesmo tempo
prognasticos e preditivos, como 0s receptores hormonais e a amplificacdo e/ou
superexpressao dos receptores tipo 2 do fator de crescimento epidérmico
humano (HER2) (CIANFROCCA et al., 2004).

As principais raz0es para a utilizacdo dos fatores progndsticos e
preditivos sao: 1) identificar pacientes com um bom progndstico, para as quais a
terapia sistémica adjuvante ndo fornece beneficios suficientes para justificar os
riscos; 2) identificar pacientes cujo prognostico € ruim o suficiente para justificar
uma abordagem adjuvante mais agressiva; 3) selecionar pacientes cujos
tumores sdo mais ou menos susceptiveis aos beneficios esperados das
diferentes formas de terapia (CIANFROCCA et al., 2004).

Até recentemente, os tumores de mama eram classificados utilizando-se
de fatores progndsticos tradicionais, tais quais: envolvimento linfonodal regional,
tamanho do tumor, tipo e grau histologicos, e estadiamento da doenca, os quais
isoladamente permitem uma previsdo da evolucdo clinica da doenca ou da
sobrevida das pacientes no momento do diagndstico inicial, mas que tém
limitada capacidade preditiva (WEIGEL et al., 2010).

Um dos fatores progndsticos independentes mais importantes no cancer
de mama em estagio inicial € a presenca ou auséncia de comprometimento dos
linfonodos axilares. Ele € determinante na avaliacdo de risco, sendo preditor de
sobrevida livre da doencga e de sobrevida global, e influenciando nas decisbes

terapéuticas (FITZGIBBONS et al., 2000). Apenas 20% a 30 % das pacientes
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sem envolvimento linfonodal irdo desenvolver recorréncia no periodo de 10
anos, comparados com cerca de 70% das pacientes com metastases axilares.
O numero absoluto de linfonodos envolvidos € também de importancia
prognoéstica; pacientes com quatro ou mais linfonodos envolvidos tém um
progndéstico pior do que aquelas com um numero menor linfonodos positivos
(GOLDHIRSCH et al., 2005).

Quanto a recorréncia axilar, acredita-se que esta possa ocorrer devido a
metastases que ndo foram detectadas nos métodos de rotina em avaliacdes
prévias. A literatura mostra que a taxa de linfonodos axilares falso-negativos
varia de 5 a 10%, gerando assim um subestadiamento dessas pacientes
(QUADROS et al., 2007).

As condicdes dos receptores de estrogénio (RE) e dos receptores de
progesterona (RP) comecaram a ter sua significancia prognostica estabelecida
na segunda metade dos anos 70. Eles eram determinados inicialmente através
de teste bioquimico com carvao revestido por dextran, até que em meados dos
anos 80, demonstrando maior poder discriminatério do que a bioquimica, foi
validado o uso da imunoistoquimica (IHQ) para a deteccdo nuclear desses
receptores hormonais (BHARGAVA et al, 2008b). A avaliacédo
imunoistoquimica do status hormonal tem demonstrado ter valor preditivo de
sobrevida global e de sobrevida livre da doenca (WEIGEL et al., 2010).

Posteriormente introduziu-se a avaliacdo de fatores como o indice
mitético e a amplificacdo e/ou superexpressao de HER2 (REIS-FILHO et al.,
2008). Desde o advento de anticorpos aplicaveis a tecidos fixados em formol e

embebidos em parafina, muitos marcadores moleculares prognosticos e
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preditivos foram testados. No entanto, até entdo, apenas o0s receptores
hormonais de estrogénio e de progesterona e o HER2 foram consolidados
como marcadores clinicos de valor progndstico para uso rotineiro no tratamento
do cancer da mama. Com o desenvolvimento de terapias alvo-especificas para
os marcadores moleculares, o RE e o HER2 tornaram-se ainda mais
importantes, sendo os Unicos fatores preditivos associados a essas terapias
(REIS-FILHO et al., 2006; CHEANG et al., 2009). Entretanto, os indicadores
citados sdo ainda insuficientes para individualizar biologicamente todos os
casos, uma vez que, pacientes com indicadores semelhantes apresentam

desfechos clinicos diferentes (REIS-FILHO et al., 2008).

2.3. MARCADORES MOLECULARES

2.3.1. Receptores Hormonais

Os receptores hormonais sdo um dos mais valiosos marcadores
prognésticos e preditivos para os tumores mamarios (LAKHANI et al., 2002).
Sao habitualmente expressos em tecido de mama normal. Quando positivos em
células neoplasicas, conferem melhor progndstico, sendo inversamente
relacionados ao grau tumoral, ao subtipo histologico e ao nivel de proliferacéo
celular (OSBORNE et al., 2005). Isso se deve ao fato de que células tumorais
que apresentam expressao dos receptores de estrogeno e de progesterona,
potencialmente, se aproximam mais, biologicamente, das células mamarias

normais (EIFEL et al., 2001).
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Os receptores hormonais tém seus resultados expressos a partir da
quantificacdo do percentual aproximado de células neoplasicas com
imunomarcacdes nucleares. Recomendacbes do Colégio Americano de
Patologistas (CAP) em conjunto com a Sociedade Americana de Oncologia
Clinica (ASCO) foram publicadas com orientacbes a respeito dos testes
imunoistoquimicos para a deteccdo dos receptores de estrogénio e de
progesterona no cancer de mama. Segundo estas recomendacdes, devem ser
considerados positivos 0s casos da amostra em teste que apresentarem pelo
menos 1% das células tumorais com imunomarcacao nuclear, com a presenca
de reatividade esperada dos controles internos (elementos epiteliais normais) e
dos controles externos (HAMMOND et al., 2010).

Pacientes positivos para receptores hormonais quando tratados com
tamoxifeno, como terapia adjuvante, tiveram seus riscos de recorréncia ou de
morte reduzidos em 30%; entretanto, muitas pacientes com receptores
estrogénicos positivos e linfonodos positivos tiveram beneficio minimo com a
guimioterapia adjuvante (CHEANG et al.,, 2009). Ressalta-se que os perfis
luminais sdo os mais prevalentes entre os subtipos moleculares, e apresentam
melhor progndstico quando comparados aos dos demais subgrupos (SYRLIE et

al., 2001; SORLIE et al., 2003).
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2.3.2. Receptor do fator epidérmico tipo 2 (HER2)

A oncoproteina HER2 é uma proteina de membrana celular comum em
células epiteliais. E também descrita na literatura como NEU, NGL, TKR1,
HER2, c-erbB2, HER2/neu. E codificada pelo gene c-erbB-2, mesmo nome
dado ao seu marcador imunoistoquimico. Sua amplificacdo € encontrada em
aproximadamente 20% dos tumores invasores de mama e esta associada ao
pior prognaostico (WOLFF et al., 2007).

A verificagdo de positividade para HER2 é dada pela coloracao
imunoistoquimica de 3+ (uniforme, de intensa coloracdo da membrana e em
mais de 30% das células do tumor invasor) e/ou um resultado de hibridizacao
fluorescente in situ (FISH) com mais de seis copias do gene HER2 por nucleo
ou uma taxa de FISH maior que 2,2. Sado consideradas negativas coloracbes
IHQ de 0 ou 1+, e resultados de FISH inferiores a quatro cépias, ou taxa de
FISH inferior a 1,8. Colora¢des imunoistoquimicas 2+, taxa de FISH entre 1,8 e
2,2, ou valores entre quatro a seis coOpias do gene HER2 por nucleo sao
considerados duvidosos, exigindo uma intervencdo adicional para diagnostico

final (HAMMOND et al., 2011).
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2.3.3. Antigeno Ki-67

O antigeno Ki-67 é uma proteina nuclear que esta associada a
proliferacdo celular. Esta presente em todas as fases ativas do ciclo celular (G,
S, G, e mitose), porém, ausente na fase de repouso (Go) (SCHOLZEN et al.,
2000). Correlaciona-se com diversos outros fatores prognosticos (LEHR et al.,
1999) e é aceito como importante marcador imunoistoquimico de proliferacao
celular tumoral (URRUTICOECHEA et al., 2005).

Células tumorais da mama podem expressar altos niveis de Ki-67
(SHOKER et al., 1999), o que ndo acontece nos tecidos de mama normal, onde
o Ki-67 € expresso em niveis bastante baixos (URRUTICOECHEA et al., 2005).
A alta positividade do Ki-67 evidencia assim a perda do padrédo normal dessas
células. A positividade para RE e Ki-67 é inversamente proporcional,
observando-se alta positividade de Ki-67 em casos RE pouco positivos e vice-
versa (BOTTINI et al., 2001).

Os niveis de positividade desse marcador tendem a diminuir no decorrer
de terapias adjuvantes, jA na segunda semana de tratamento, demonstrando
assim, evidente queda no indice proliferativo do tumor (BAUM et al., 2003).

Tumores podem ser classificados como sendo de alto ou de baixo indice
proliferativo; isso de acordo com a porcentagem de células imunomarcadas
(KESHGEGIAN et al.,, 1995). Os tumores de alto indice possuem uma
marcacao imunoistoquimica positiva para o Ki-67 superior ou igual a 14% de
células neoplasicas, e os de baixo indice aqueles com o indice inferior a 14%

(CHEANG et al., 2009).
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2.3.4. Citoceratina 5

As células mamarias normais, assim como as demais células epiteliais,
possuem moléculas que conferem estabilidade mecanica aos tecidos. Essas
moléculas sao conhecidas como citoceratinas (CKs), ou citoqueratinas. Células
luminais habitualmente expressam citoceratinas de baixo peso molecular dos
tipos: 7, 8, 18 e 19 (RAKHA et al., 2008).

Células justapostas a membrana basal, chamadas basais/ mioepiteliais,
usualmente expressam citoceratinas basais e de alto peso molecular tais quais:
5, 6, 14 e 17 (RAKHA et al., 2008). As citoceratinas 5 e 5/6 estdo no grupo de
citoceratinas do tipo Il, onde estdo as citoceratinas neutras ou basicas. Elas
caracterizam, na imunoistoquimica, um fenétipo basal (PEROU et al., 2000)
pelo fato de serem normalmente expressas em células adjacentes a membrana
basal e ao mioepitélio. Possuem alta especificidade, porém nem sempre séo
positivas nos subtipos basaloides. Vérios estudos citam a sua utilizagdo nesta
subtipagem (LIVASY et al., 2006; RAKHA et al., 2007; BHARGAVA et al.,
2008a).

Estudo recente relata que a CK5 € mais sensivel que a combinacao de
citoceratinas CK5/6 na identificagdo imunofenotipica dos carcinomas mamarios
de subtipo basaloide. Foi identificada uma sensibilidade da CK5 para identificar
tumores basaloides de 97 % em comparacdo com 59% para a CK5/6. Ambos
os anticorpos tinham especificidade comparavel e de mais de 95%. Para os
casos positivos, o percentual e a intensidade de coloracdo tém sido muito

maiores para a CK5 do que para a CK5/6 (BHARGAVA et al., 2008a).
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2.3.5. Receptor tipo 1 do fator de crescimento epidérmico (EGFR)

O EGFR, também descrito como HER1, foi o primeiro receptor tirosina-
guinase a ser diretamente relacionado com o cancer em humanos. Ele participa
da regulacdo do crescimento e da diferenciacdo celular, sendo especifico para
o fator de crescimento epidérmico (REIS-FILHO et al., 2005).

O EGFR, também é um marcador que pode ajudar na caracterizagcao do
subtipo basaloide. Ele é mais facilmente identificado e quantificado que a
citoceratina 5/6, porém, possui menor especificidade que a mesma (NIELSEN
et al., 2004). A positividade do EGFR e/ou da CK5/6, somada aos achados de
RE e de HER2 negativos, chegam a conferir 76% de sensibilidade e 100% de
especificidade a deteccdo dos subtipos basaloides através da imunoistoquimica
(NIELSEN et al., 2004).

O EGFR foi relatado ser superexpresso em tumores de mama agressivos
e esta atualmente sendo avaliado em ensaios clinicos como um potencial alvo

terapéutico (REIS-FILHO et al., 2005).
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2.4. SUBTIPOS MOLECULARES

A partir do sequenciamento do genoma humano, formalmente iniciado
em 1990, diferentes perspectivas foram introduzidas no campo da investigagao
molecular e da analise de padrbes de expressao génica (VENTER et al., 2001).
No ano 2000, Perou et al., através da utilizacdo da técnica de microarranjos de
DNA complementar, “cDNA microarrays”, analisando mais de 8.000 genes,
caracterizaram diferentes perfis de expressao génica dos tumores mamarios.
Dois grupos moleculares maiores foram determinados conforme a sua origem
epitelial, sendo eles: os basaloides e os luminais. E em seguida, cinco subtipos
moleculares foram identificados: o luminal A, o luminal B, o superexpresséao de
HER2, o basaloide e o mama-normal simile (PEROU et al., 2000; SORLIE et
al., 2001; SORLIE, 2004).

Apesar do perfil de expressdo génica ser considerado o teste padrao-
ouro para a subtipagem molecular do cancer de mama, a imunoistoquimica
mantém a vantagem de avaliar a expressao de proteinas no contexto da
morfologia do tumor, podendo ser aplicada a pequenas amostras como bidpsias
extraidas por agulha fina, em laboratérios clinicos ou de pesquisa, com

menores custos e com um rapido tempo de execucdo (CHEANG et al., 2009).
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2.4.1. Subtipo Luminal A

Os subtipos luminais tém denominacdo advinda da similaridade que as
células neoplasicas destes grupos possuem com as células mamarias normais,
gue ficam em contato direto com o limen dos ductos mamarios, as chamadas
células luminais. Analises em microarranjos de DNA complementar tém
mostrado que os subtipos de tumores luminais expressam grandes quantidades
de citoceratinas luminais e marcadores genéticos de células epiteliais luminais
do tecido mamario normal (SOTIRIOU et al., 2003).

O subtipo molecular luminal A, que pela classificagao usual perfaz cerca
de 60% dos casos dos carcinomas de mama, apresenta em relagcdo aos
demais, o melhor prognéstico. Na sua maioria, sdo tumores RE positivos e
histologicamente de baixo grau. Classificaram-se como luminais A os tumores
de padrdao positivo para receptores hormonais, padrdo negativo para
amplificagéo e/ou superexpressédo de HER2 (PEROU et al., 2000; SORLIE et
al., 2001; SORLIE et al.,, 2003; SOTIRIOU et al., 2003). Estudos recentes
trazem que este subtipo deve ainda apresentar um indice de Ki-67 inferior a
14% de células neoplasicas imunomarcadas e a utilizagdo desse novo
parametro de classificagdo provavelmente mudard a percentagem de casos
classificados com luminal A (CHEANG et al., 2009; KENNECKE et al., 2010;

VODUC et al., 2010).
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2.4.2. Subtipo Luminal B

Os tumores do subtipo luminal B exibem, em sua maioria, receptores
hormonais positivos, embora por vezes esses sejam expressos em baixos
niveis e ndo raramente apresentem alto indice proliferativo. S&o caracterizados
por expressarem genes associados ao HER2 e a um maior numero de genes
de proliferacdo celular, que incluem a expressdo de genes MKI67 (Ki-67),
CCNB1 e MYBL2. Seu maior indice de proliferacdo celular traz consigo um pior
prognostico em relagdo aos tumores luminais A (SZRLIE et al., 2001; SORLIE
et al., 2003). A expressao de RE, RP, HER2 e mais recentemente a utilizacdo
do indice do Ki-67, distinguem o subtipo luminal A do luminal B (CHEANG et al.,
20009).

Uma nova estratificacao foi proposta para esse subgrupo em: luminal B
e luminal HER2. O subtipo luminal B mais recentemente tem sido caracterizado
pela positividade de pelo menos um dos receptores hormonais, ser HER2
positivo (luminal HER2), e quando o HER2 é negativo, ter um indice de Ki-67
igual ou superior a 14% de células neoplasicas imunomarcadas (CHEANG et
al., 2009; VODUC et al., 2010). Essa nova subclassificacdo, com a utilizacdo do
indice de Ki-67, tem alterado significativamente os valores de prevaléncia até
entdo encontrados para os subtipos luminais, uma vez que tumores com alto
indice proliferativo, até entédo classificados como luminais A, segundo 0S novos
parametros, sdo classificados luminais B (CHEANG et al., 2009; KENNECKE et

al., 2010).
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O subtipo luminal B foi significativamente associado a um maior risco de
recorréncia e a uma menor sobrevida livre da doenca especifica em todas as
categorias de tratamento adjuvante sistémico (CHEANG et al., 2009). E ainda,
associado a maior possibilidade de resisténcia ao tamoxifeno, demonstrando se
beneficiar mais do que o subtipo luminal A de quimioterapia associada a

antiestrogénicos (KENNECKE et al., 2010).

2.4.3. Superexpressdo de HER2

O subtipo superexpressdao de HER2, como o préprio nome indica,
possui elevada expressdao da oncoproteina HER2, porém apresenta
negatividade para receptores hormonais (CIANFROCCA et al., 2004). Esse
subgrupo possui 0 segundo pior prognostico em relacdo aos demais (SGRLIE
et al., 2001). Pacientes com diagndstico primario de carcinoma de mama e com
superexpressdo de HER2 possuem um pior prognéstico em relacdo aos
pacientes que ndo apresentam esta amplificacdo génica. Assim sendo, justifica-
se a incorporacdo do status de HERZ2, juntamente com o status de outros
fatores prognosticos, a uma decisdo clinica sobre a prescricdo de qualquer
terapia adjuvante sistémica (WOLFF et al., 2007; VODUC et al.,, 2010);
entretanto, a utilizacdo de terapia alvo-especifica (trastuzumabe), melhora
acentuadamente o prognostico dessas pacientes (RAKHA et al., 2010b).

A positividade de HER2 parece estar associada relativamente, mas nao
em absoluto, a resisténcia as terapias endodcrinas. Esse efeito pode ser

especifico para as terapias moduladoras seletivas do receptor de estrégeno,
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como o tamoxifeno, e talvez ndo para terapias de deplecéo de estrogénio, como
os inibidores de aromatase, utilizados em mulheres apdés a menopausa
(WOLFF et al., 2007).

As terapias-alvo contra HER2 sdo muito eficazes, tanto na forma
adjuvante, como no contexto metastatico. O trastuzumabe é um anticorpo
monoclonal humanizado que melhora as taxas de resposta, reduz a progressao
da doenca e melhora a sobrevida quando utilizado isoladamente ou adicionado
a quimioterapia em cancer de mama metastatico (CONSTANTINIDOU et al.,
2011). O tratamento combinado com o paclitaxel € indicado para as pacientes
gue nao receberam tratamento prévio para o tumor. O trastuzumabe adjuvante
reduz o risco de recorréncia a metade e a mortalidade em um terco em
pacientes com cancer de mama em estagio primario (WOLFF et al., 2007). O
uso do lapatinibe, outro inibidor da tirosina quinase, que blogueia tanto o HER2
quanto o HER1, beneficia as pacientes nas quais o uso do trastuzumabe foi

ineficaz, controlando sua doencga metastética (GEYER et al., 2006).

2.4.4. Basaloide

O subtipo basaloide, caracterizado pela expressdo de varios genes
expressos em células basais/ mioepiteliais, demonstra padrdo progndostico mais
reservado, associado & menor sobrevida livre da doenca e & menor sobrevida
global. Morfologicamente, € caracterizado por alto grau histologico, por elevado
indice mitdtico, pela presenca de areas de necrose central e pelo destacado

infiltrado linfocitario (CHEANG et al., 2008). Apresenta negatividade tanto para
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0s receptores hormonais, quanto para a superexpressao de HER2. Espera-se
assim, que pacientes com este perfil, ndo se beneficiem do uso do
trastuzumabe, nem de terapias hormonais, como o tamoxifeno, e nem dos
inibidores de aromatase (IRVIN JR et al., 2008).

Os tumores basaloide tém baixa expressao do gene BRCA1 causada por
metilacdo de seu gene - promotor, por inativacao de transcricdo de BRCAL, ou
por ambos. Na verdade, quase todos os tumores de mama associados a uma
mutacdo BRCAL, seja esporadica ou hereditaria, ttm um fenoétipo basaloide
triplo-negativo (SOTIRIOU et al., 2003). Demonstra-se forte relagdo entre a
disfungéo da via BRCA1 e a expressao de CK5 (RIBEIRO-SILVA et al., 2005).

Devido a auséncia de imunomarcacdo de RE, RP e HER2, tumores
basaloides sdo ainda chamados por alguns autores de “tumores triplo-
negativos” (TTN), no entanto, sabe-se que parte dos tumores triplo-negativos
nao se equivalem aos basaloides, podendo ser mais bem descritos como
“tumores triplo-negativos ndo basaloides” (KENNECKE et al., 2010; VODUC
et al., 2010). A partir da adicdo de marcadores imunoistoquimicos aos perfis
“triplo-negativos” como a citoceratina 5 ou 5/6 e o EGFR, segundo alguns
autores, pode-se fenotipicamente se estimar um perfil génico do subtipo
basaloide (NIELSEN et al., 2004; LIVASY et al., 2006; BHARGAVA et al.,

2008a; CHEANG et al., 2008).
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2.4.5. Mama-Normal Simile

O subtipo “normal-like” ou “mama-normal simile” demonstra elevacéo na
expressao de genes comuns as células epiteliais normais da mama, as células
adiposas e a outras células do estroma (PEROU et al., 2000). Esse subgrupo
habitualmente apresenta negatividade para 0os marcadores tumorais usuais,
possivelmente representam uma contamina¢cdo com o tecido mamario normal
durante a realizacdo das analises de perfil de expressdo génica (PARKER et

al., 2009; WEIGELT et al., 2010).

2.4.6. Claudin-low

O subtipo claudin-low é caracterizado por uma baixa expressdo de
genes envolvidos com juncdes celulares ocludentes e glicoproteinas de adeséo
célula-célula, incluindo as claudinas 3, 4 e 7; as ocludinas e a E-caderina
(HERSCHKOWITZ et al., 2007). Apresenta aumento na expressao de
marcadores de transicdo epitélio-mesénquima, de marcadores endoteliais e
linfociticos e de marcadores relacionados a células tronco tumorais, com
fenotipo CD44'/CD24". Apresenta uma baixa ou ausente expressdo de
marcadores de diferenciacdo luminal e moderada expressdo de genes de
proliferacdo. E normalmente um carcinoma do tipo ductal invasor com alta
frequéncia de diferenciacdo metaplasica e medular. Demonstra um padrdo
imunofenotipico triplo-negativo ndo basaloide e ndo possui ainda marcadores

imunoistoquimicos protocolados para a sua caracterizacao (PRAT et al., 2010).
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2.5. MICROARRANJO DE TECIDOS

Esta € uma técnica de concentracdo de amostras que se constitui da
construcdo de matrizes de tecidos. Um bloco de parafina denominado “receptor”
recebe de forma ordenada e pré-determinada dezenas ou centenas de
fragmentos cilindricos que séao extraidos de blocos teciduais “doadores”,
formando assim um microarranjo de tecidos (KONONEN et al., 1998). Essa
metodologia vem sendo crescentemente utilizada em pesquisas de perfis de
expressao molecular e proteica (ZHANG et al., 2003). Optou-se pelo seu uso
devido a sua caracteristica de analisar simultaneamente varias amostras,
conferindo aos estudos que a utilizam: maior acuracia, menor tempo e menores

custos, conforme sintetizado no quadro 1.

Quadro 1 — Comparativo entre a utilizagdo da imunoistoquimica convencional (no
fragmento inteiro) e com o auxilio de microarranjos de tecido (TMA), quando em trabalhos
de pesquisa.
Imunoistoquimica Imunoistoquimica
Convencional em TMA
Consumo de reagentes * 1 l
Tempo de execucgédo dos testes ! 1 l
Tempo de analise * 1 ]
Custos financeiros®? 1 ]
Espaco para arquivo de laminas 1 l
Representatividade tumoral 1 l
Homogeneidade entre reacfes l 1
Complexidade no preparo da amostra l 1
! A economia é proporcional & quantidade de casos avaliados.
2 Nao contabilizados os custos da aquisicdo de equipamentos no momento da implantagdo do
método.
Referéncias: (KONONEN et al., 1998; ZHANG et al., 2003)
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JUSTIFICATIVA

A escolha do tema proposto justifica-se pela constatacdo que, apesar de
todos o0s conhecimentos expostos, existe uma busca por um maior
entendimento do tema, procurando entender evolucbes ndo esperadas para
certas pacientes, cujos subtipos moleculares foram identificados pelas
classificagdes imunoistoquimicas usuais. Isso pode ser em parte justificado pela
existéncia de diferentes padroes de expressédo de genes de proliferacdo em
tumores luminais, até entdo ndo avaliados pela imunoistoquimica.

O estudo do perfil de expresséo génica, apesar de ser o padrédo-ouro de
classificacdo, € bastante complexo e oneroso. Em paises com recursos
limitados, como o Brasil, tornam-se util e necesséaria a utlizacdo e o
aprimoramento de técnicas para a identificacdo dos subtipos moleculares que
sejam menos complexas e financeiramente mais viaveis, como a

imunoistoquimica.
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3. OBJETIVOS

3.1.

3.2.

OBJETIVO GERAL

Avaliar por imunoistoquimica os subtipos moleculares do cancer de
mama em uma série de carcinomas ductais invasores, diagnosticados no
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias, no periodo de

2003 a 2007.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a frequéncia dos subtipos moleculares: luminal A, luminal B,
superexpressao de HERZ2, basaloide e triplo-negativo ndo basaloide;
utilizando dois modelos de classificacdo por imunoistoquimica: com e

sem o uso do marcador Ki-67;

Avaliar o grau de concordancia entre os resultados obtidos pelos dois

modelos de classificacao;

Correlacionar os subtipos encontrados conforme os dois modelos de

classificagcdo com outros fatores prognosticos.
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4. METODOLOGIA

4.1. ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Médica
Humana e Animal do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias
(protocolo n® 175/09). Como a pesquisa ndo envolveu a abordagem direta as
pacientes, ndo foi necesséario a aplicacdo do termo consentimento livre e

esclarecido.

4.2. CASUISTICA

Um estudo retrospectivo, observacional e descritivo foi conduzido e
incluiu, a partir do banco de dados do Servico, todos os casos de carcinomas
ductais invasores de mama registrados no Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Goias, no periodo de 2003 a 2007. Optou-se por esse
periodo pelos blocos estarem mais facilmente acessiveis a sua recuperacao; ao
fato de a imunoistoquimica ter-se iniciado oficialmente no Servico em 2002; e
por possibilitar um periodo razoavel de seguimento em trabalhos futuros. Ao

final, foram incluidos na pesquisa 234 casos.
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Foram levantados: laminas, blocos e laudos histopatolégicos de todos os
casos incluidos no estudo. A partir dos laudos foram obtidos: idade ao
diagnostico, tipo e grau histolégicos do tumor; tamanho do tumor e estado
linfonodal. As laminas foram revisadas por uma patologista especialista em
patologia mamaria (MARM) para selecdo dos blocos tumorais mais

representativos.

4.3. TAMANHO DA AMOSTRA

Nao houve calculo do tamanho amostral, foram analisados todos os
casos, com diagnostico original de carcinoma ductal invasor de mama, no sexo
feminino, diagnosticados no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Goiés, no periodo de 2003 a 2007, totalizando 315 casos, que apés a utilizacao
dos critérios de exclusao, passaram a 234 casos. O periodo de cinco anos foi
escolhido para que os dados desta pesquisa pudessem ser aproveitados em

possiveis estudos de sobrevida futuros.
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4.4. PACIENTES E METODOS

4.4.1.

4.4.2.

Critérios de inclusdo

Pacientes do sexo feminino

Diagnostico original de carcinoma ductal invasor de mama;

Entrada no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias no
periodo entre 2003 a 2007,

Disponibilidade de blocos para a reavaliagdo histolégica, observando-se
a representatividade da amostra para o estudo imunoistoquimico em

laminas obtidas de microarranjo de tecidos.

Critérios de excluséao

Casos cuja amostra do tumor fosse insuficiente para o processamento do
microarranjo de tecidos;

Casos que durante a andlise ndo permitiram o estudo imunoistoquimico
de todos os marcadores pela falta de células tumorais;

Casos cujos cortes histologicos se descolaram da lamina durante a
reagcdo imunoistoquimica;

Casos HER2 duvidosos, pela impossibilidade de realizacdo da
hibridizacdo fluorescente in situ (FISH), que é o exame padrdo ouro

Nnesses Casos.
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4.4.3. Construgdo dos microarranjos de tecidos

Os blocos tumorais mais representativos foram dispostos de maneira
ordenada e pré-determinada. O bloco Unico de TMA foi construido, seguindo a
técnica descrita por Kononen et al. (KONONEN et al., 1998). Foi utilizado o
equipamento manual Beecher Instruments®, modelo MTA-I (Silver Spring, MD,
USA). Um fragmento cilindrico de 1 mm de diametro foi extraido da area

tumoral, previamente marcada no bloco doador, para a constru¢do de um bloco

receptor contendo 278 amostras (figura 4).

Figura 4 — Construcéo do bloco de microarranjos de tecido contendo 278 amostras de carcinoma ductal invasor de
mama. (Fonte: Arquivo pessoal de CIRQUEIRA, 2010).

Métodos 30



4.4.4. Imunoistoquimica

Cortes histoldgicos sequenciais com a espessura de 4 um foram obtidos

por microtomia seriada, os quais foram colocados em laminas eletricamente

carregadas (Starfrost®) e com a utilizagéo de adesivos (Instrumedics Inc®). Para

a andlise imunoistoquimica foi empregado o kit de deteccdo a base de

polimeros Machl HPR-Polimero Kit® (Biocare Medical, EUA), utilizando-se

anticorpos primarios para imunodeteccdo de: receptor de estrogénio (RE),

receptor de progesterona (RP), oncoproteina HER2, fator de crescimento

epidérmico tipo 1 (EGFR), citoceratina (CK) 5 e fator de proliferacdo Ki-67.

Clones, fabricantes, diluices e periodo de incubacdo estdo discriminados no

quadro 2.

Quadro 2 — Resumo sobre os anticorpos empregados neste estudo.

Anticorpo | Clone | Diluicdo Fabricante Imunomarcacgéao Valores de Corte
(positividade)

RE SP1 1: 500 Biocare, EUA Nuclear 2 1%
RP 16 1: 500 Novocastra, RU Nuclear 2 1%

HER2" 5A2 1: 2000 | Novocastra, RU Membrana citoplasmética 3+

Ki-67 MM1 1: 200 Biocare, EUA Nuclear Baixo <14%; Alto 214%
CK5 XM26 1: 400 Novocastra, RU Citoplasmética = 10%

EGFR 111.6 1: 250 Biocare, EUA Membranar/ Citoplasmatica 2 10%

* HER2 exibindo marcac&o intensa e uniforme da membrana citoplasmatica em mais de 30% das células tumorais.

AbreviagOes: HER2, receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; EGFR, receptor tipo 1 do fator de

crescimento epidérmico; RE, receptor de estrogénio; RP, receptor de progesterona; CK5, citoceratina 5.
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Os cortes histoldgicos foram fixados a 60° Celsius, desparafinizados em
solucéo de xileno e hidratados em uma série graduada de alcoois até a agua. A
recuperacdo antigénica foi realizada por calor induzido, utilizando tampé&o
combinado de citrato e EDTA Diva® (Biocare Medical, EUA) sob temperatura e
pressdo ideais, controlados automaticamente em panela de pressao elétrica
digital. Foi utilizado o peroxido de hidrogénio a 3% para o bloqueio da
peroxidase enddgena. Nas lavagens foram utilizados: agua destilada e tampéo
fosfato salino (PBS) com “tween 20” a 0,1%. Foram aplicados os anticorpos

primarios especificos com tempo de incubacdo de 12 horas (overnight).

No dia seguinte, ap6s lavagens com tampdo PBS, os cortes foram
submetidos & incubacdo com o reagente pds-primario e com 0s anticorpos
secundarios polimerizados, respectivamente, Mach1 Probe® e Mach1 Polimero-
HRP Universal® (Biocare Medical, EUA). A revelacdo da reacdo foi feita com o
cromogeno tetra-hidroclorato de 3-3' diaminobenzidina (DAB). Os cortes foram
contracorados com hematoxilina, desidratados em uma série graduada de
alcoois, reidratados em xileno, recobertos com meio de montagem e laminula

para posterior analise em microscépio optico.

bY

As seccOes submetidas a imunoistoquimica foram examinadas em
microscépio 6ptico, marca Olympus® de cinco cabecas, modelo U-MDOB3
(Olympus, JP), e avaliadas para a classificacdo segundo os perfis de

imunomarcacéo descritos no quadro 3 e na figura 5.
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Quadro 3 — Perfis imunofenotipicos para a classificagdo molecular por imunoistoquimica dos tumores de mama.

Classificagédo Usual

Classificagao com o indice de Ki-67 de 14%

Subtipo Molecular

Padrao de Imunomarcacéo

Padrao de Imunomarcacéo

Luminal A

RE+ e/ou RP+, HER2-

RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 <14%

Luminal B

RE+ e/ou RP+, HER2+

RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 214%

RE+ e/ou RP+, HER2+ (luminal HER2)

Superexpressado de HER2

RE-, RP- e HER2+

RE-, RP- e HER2+

Basaloide

RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+

RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+

Triplo-negativo ndo basaloide

RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR-

RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR-

AbreviacBes: HER2, receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; EGFR, receptor tipo 1 do fator de
crescimento epidérmico; RE, receptor de estrogénio; RP, receptor de progesterona; CK5, citoceratina 5.

Referéncias: (CHEANG et al., 2006; PAREDES et al., 2007; RAKHA et al., 2007; WOLFF et al., 2007; CHEANG et al., 2009;
BHARGAVA et al., 2010; HAMMOND et al., 2010)

Foram avaliadas todas as células presentes nos cortes, utilizando-se

duas laminas de microarranjos para cada marcador imunoistoquimico, com

niveis diferentes de cortes. Para o marcador Ki-67, uma avaliagdo consensual

com trés observadores foi realizada, onde foram avaliadas as reacbes

imunoistoquimicas realizadas no TMA e na peca original. Para a peca, foi

calculada uma média de positividade observada em dois ou mais campos, de

diferentes intensidades. N&o foi possivel a utilizacdo de duas plataformas de

TMA por ser grande o numero de casos, 0 que tornaria oneroso a sua

realizacao.
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Figura 5 — Microtomia, imunoistoquimica e visualizacdo ao microscopio 6ptico dos marcadores quando positivos.
(Fonte: Arquivo pessoal de CIRQUEIRA, 2010).
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4.45. Analise dos dados

O programa Microsoft Office Excel® versdo 2010 (Microsoft, EUA) foi
utilizado para a criagdo, para o gerenciamento do banco de dados e para a
criacdo de gréficos e de tabelas.

A amostra foi caracterizada por meio da estatistica descritiva. Para a
andlise estatistica, o teste Kappa de Cohen (coeficiente k de Cohen) foi
aplicado para avaliar a concordéancia entre os resultados das classificacbes dos
subtipos moleculares. Julgamos os valores de concordancia: de 0,01 a 0,20,
ligeira; 0,21 - 0,40, regular; 0,41 - 0,60, moderada; 0,61 - 0,80, substancial, e
0,81 - 0,99, concordancia quase perfeita (LANDIS et al., 1977). Utilizou-se o
teste U de Mann-Whitney para correlacionar os subtipos encontrados segundo
os dois modelos com os parametros clinico-patolégicos. Foi considerado o valor
de 5% (p<0,05) como limite de significancia estatistica. As analises estatisticas
foram realizadas utilizando o software SPSS verséo 17.0 para Windows (SPSS,

Chicago, IL, EUA).
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5. PUBLICACOES

ARTIGO 1 — SUBTIPOS MOLECULARES DO CANCER DE MAMA

ARTIGO 2 — SUBTIPOS MOLECULARES DO CANCER DE MAMA:

INFLUENCIA DO KI-67 NA CLASSIFICACAO POR IMUNOISTOQUIMICA
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Resumo O cancer de mama apresenta alta heterogeneidade clinica, morfoldgica e
bioldgica, fato esse justificado pela existéncia de diversas formas moleculares.
Diferentes perfis de expressdo génica foram caracterizados, possibilitando a
identificacdo de subtipos moleculares distintos, com fatores progndsticos e alvos
terapéuticos especificos. Esta revisdo foi conduzida utilizando artigos cientificos das
bases de dados MEDLINE/ PubMed, LILACS e SciELO e teve como objetivo discutir
0s subtipos moleculares do cancer de mama e suas principais caracteristicas. O subtipo
luminal A apresenta, com relacdo aos demais, 0 melhor prognostico. Na sua maioria, séo
tumores histologicamente de baixo grau e apresentam resposta inferior a quimioterapia,
enquanto, tumores luminais B apresentam maior proliferacédo e sdo, muitas vezes, de alto
grau histoldgico. O subtipo superexpressdao do receptor tipo 2 do fator de crescimento
epidérmico humano (HER2), sem a terapia adjuvante sistémica, tem menor sobrevida
livre de doenca e elevada taxa de recorréncia, porém se beneficia de terapias
alvoespecificas. O subtipo basaloide demonstra prognostico mais reservado, associado a
menor sobrevida livre de doenca e a menor sobrevida global. A anatomia patoldgica e o
teste de imunoistoquimica, através da classificagdo tumoral, sdo de fundamental
relevancia na abordagem terapéutica do carcinoma mamario. Para a atual classificacao
molecular por imunoistoquimica, recomenda-se a adogédo do painel de fatores preditivos
receptor de estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP) e HER2 para todos 0s casos,
adicionando-se outros marcadores, como o receptor tipo 1 do fator de crescimento

epidérmico (EGFR), a citoceratina 5 e o Ki-67.

Palavras-chave:

Neoplasias da mama
Classificagdo
Imunoistoguimica

Progndstico
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Abstract Breast cancer has highly heterogeneous clinical, morphological and biological
features, a fact that is justified by the existence of several molecular forms. Different
gene expression profiles were characterized, enabling the identification of different
molecular subtypes with specific prognostic factors and therapeutic targets. This review
was conducted using scientific articles of the databases MEDLINE, SciELO, LILACS
and PubMed, and aimed to discuss the molecular subtypes of breast cancer and their
main characteristics. The luminal A subtype, when compared with the others, features
the best prognosis. Most tumors are histologically low grade and have less response to
chemotherapy, while luminal B tumors have high cell proliferation rate and are most
often high grade. The enriched subtype to receptor 2 human epidermal growth factor
(HER2), without adjuvant systemic therapy, has a lower disease-free survival and higher
recurrence rate, but it benefits from target-specific therapies. The basal-like subtype
pattern shows poor prognosis associated with lower disease-free survival and shorter
overall survival. The pathology and immunohistochemistry test, by tumor classification,
are of fundamental importance in the therapeutic management of breast cancer. For the
current molecular classification by immunohistochemistry, the adoption of the panel of
the predictive factors estrogen receptors (ER), receptors progesterone (PR) and HER2 is
recommended for all cases of breast cancer, adding other markers such as epidermal
growth factor receptor type 1 (EGFR), the cytokeratin 5 and the Ki-67.

Keywords:

Breast neoplasms

Classification

Immunohistochemistry

Prognosis
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Introducéo

O céancer de mama é uma doenca complexa, de alta heterogeneidade clinica,
morfologica e biolégica. Tumores mamarios com histologia e clinica semelhantes
podem apresentar diferentes progndsticos e diferentes respostas terapéuticas'*(B). Essas
diferencas podem ser em parte justificadas pela existéncia de diversos subtipos
moleculares do carcinoma de mama, a exigir terapéutica especifica. Esta complexidade
torna dificil a definicdo de condutas clinicas, podendo por vezes propiciar tratamentos
inadequados*® (B).

O advento da tecnologia de microarranjos de DNA complementar, com a analise
paralela de milhares de genes, tem permitido correlacionar perfis de expressdo génica
dos cénceres de mama com a evolucdo clinica das pacientes e com as respostas as
terapias utilizadas® (B). Pesquisadores analisaram mais de 8.000 genes e identificaram
cinco subtipos moleculares inicialmente: luminal A, luminal B, superexpressdo de

HER?2, basaloide e mama-normal simile* " 8

(B). Mais recentemente, outro subtipo foi
descoberto, denominado Claudin-low® (B).

Painéis imunoistoquimicos tém sido propostos para a identificacdo desses
subtipos, buscando reproduzir com certa aproximacao os perfis de expressdo génica'® !
(B). Essas descobertas tém proporcionado importantes informagdes prognosticas e
preditivas e uma melhor percepgdo sobre os complexos mecanismos biologicos da
tumorigénese? (B).

Esta revisdo objetiva discutir os subtipos moleculares do cancer de mama e suas

principais caracteristicas, destacando os marcadores imunoistoquimicos utilizados para a

caracterizagdo dos mesmos. O conhecimento mais detalhado desses subtipos, além de
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potencialmente melhorar a determinacdo do progndstico em pacientes com cancer de

mama, € de fundamental relevancia na abordagem terapéutica.

Métodos

A pesquisa foi realizada nas bases de dados eletronicas MEDLINE, SciELO,
LILACS e PubMed, por artigos publicados ate o ano de 2011. As palavras-chave
utilizadas para a pesquisa dos artigos foram: “Neoplasias da mama”, “Classificacao”,
“Imunoistoquimica”, “Progndstico” e suas traducgdes para o inglés, “Breast neoplasms”,
“Classification™, “Immunohistochemistry”, ““Prognosis”. A pesquisa foi limitada aos
idiomas portugués, inglés e espanhol, e aos estudos realizados com seres humanos.

Foram encontrados 198 artigos, publicados entre 1983 e 2011, dos quais 117 na
base de dados MEDLINE, 03 na base de dados LILACS, 78 encontrados no PubMed.
N&o foram encontrados registro na base SCiELO. Além disso, uma busca manual foi
executada na lista de referéncia dos artigos de interesse para selecionar estudos
adicionais relevantes, nao identificados pela pesquisa eletrénica. Apos anélise cuidadosa
dos artigos, os mesmos foram avaliados segundo os critérios: ano de publicacdo,
resultados encontrados e conclusdes do estudo.

Os artigos foram classificados utilizando-se a classificacdo proposta pela
Associacdo Médica Brasileira, de acordo de acordo com o grau de evidéncia: A) estudos
experimentais ou observacionais de melhor consisténcia; B) estudos experimentais ou
observacionais de menos consisténcia; C) relato ou série de casos; D) opinido
desprovida de avaliacdo critica, baseada em consensos, estudos fisioldgicos ou modelos

animais.
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Discussao

Até recentemente, os tumores de mama eram classificados utilizando-se de
fatores prognosticos tradicionais, como, estado linfonodal regional, tamanho do tumor,
tipo e grau histoldgico, e estadiamento da doenga, os quais isoladamente tém limitada
capacidade preditiva®? (B).

Fatores prognosticos sdo caracteristicas mensuraveis observadas no momento do
diagnostico e visam estimar a evolucdo clinica, a sobrevida global e o tempo livre da
doenca’® (B). Enquanto, os fatores preditivos sio caracteristicas associadas & resposta
esperada a uma determinada terapia. Alguns fatores podem ser a0 mesmo tempo
prognosticos e preditivos, como o0s receptores hormonais e a amplificacdo e/ou

superexpressdo do receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2)™
(B).
Imunoistoquimica na Classificacdo dos Subtipos

Apesar do perfil de expressdo génica ser considerado o teste padrdo-ouro para a
subtipagem molecular do cancer de mama, em paises com recursos limitados, como o
Brasil, torna-se necessaria a utilizacdo de técnicas menos complexas e financeiramente
mais viaveis que possam identificar os subtipos moleculares. Para tal finalidade, a
anatomia patoldgica conta com a imunoistoquimica, técnica tecidual in situ, utilizada na
determinacdo do perfil de expressdo proteica e que é de bastante valia para a patologia
maméria atual® (B).

A imunoistoquimica mantém a vantagem de avaliar a expressdo de proteinas no

contexto da morfologia do tumor, podendo ser aplicada a pequenas amostras como
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biopsias extraidas por agulha fina, em laboratdrios clinicos ou de pesquisa, com menores

custos e com um rapido tempo de execucéo™® (B) (Tabela 1).

Tabela 1 - Perfis imunofenotipicos para a classificagdo molecular por imunoistoquimica

dos tumores de mama®®??

Classificacdo com o indice de Ki-67 de 14%

Subtipo molecular Padréao de Imunomarcacao
Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 <14%

RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 >14%
Luminal B

RE+ e/ou RP+, HER2+ (luminal HER2)

Superexpressao de HER2 RE-, RP- e HER2+
Basaloide RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+
Triplo-negativo ndo basaloide RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR-

HERZ2: receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; EGFR: receptor tipo
1 do fator de crescimento epidérmico; RE: receptor de estrogénio; RP: receptor de

progesterona; CKS5: citoceratina 5.

Subtipos Moleculares do Cancer de Mama

Luminal A

Os subtipos luminais tém denominagdo advinda da similaridade que as células
neoplasicas desses grupos possuem com as células mamarias normais, que ficam em

contato direto com o limen dos ductos mamérios, as chamadas células luminais®® (B).
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O subtipo molecular luminal A, que representa cerca de 60% dos casos dos
carcinomas de mama, apresenta, em relacdo aos demais, o melhor progndstico. Na sua
maioria, sdo tumores que apresentam receptor de estrogénio positivo e baixo grau
histologico. Os antiestrogénicos, tamoxifeno e inibidores de aromatase, séo as terapias
alvo-especificas utilizadas para o seu tratamento sistémico®? (B).

Classificam-se como luminais A 0s tumores positivos para receptor de estrogénio
(RE) elou receptor de progesterona (RP), e negativos para amplificacdo e/ou

superexpressdo de HER2*7#3%4

(B). Estudos recentes trazem que esse subtipo deve ainda
apresentar um indice de Ki-67, avaliado por imunoistoquimica, inferior a 14% de células

neoplésicas imunomarcadas (Tabela 1)**%°% (B).

Luminal B

Os tumores do subtipo luminal B exibem, em sua maioria, receptores hormonais
positivos, embora por vezes esses sejam expressos em baixos niveis e ndo raramente
apresentem alto indice proliferativo. S&o caracterizados por expressarem genes
associados ao HER2 e a um maior numero de genes de proliferacdo celular, que incluem
a expressdo de genes MKI67 (Ki-67), CCNB1 e MYBL2. Seu maior indice de
proliferacdo celular traz consigo um pior prognéstico em relacdo aos tumores luminais
A”* (B). A expressdo de RE, RP, HER2 e mais recentemente a utilizagdo do indice do
Ki-67, distinguem o subtipo luminal A do luminal B® (B).

Uma nova estratificacdo foi proposta para esse subgrupo em: luminal B e luminal
HER2. O subtipo luminal B, mais recentemente, tem sido caracterizado pela
positividade de pelo menos um dos receptores hormonais, ser HER2 positivo (luminal

HER?2), e quando o HER2 é negativo, por ter um indice de Ki-67 igual ou superior a
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14% de células neoplésicas imunomarcadas™®?

(B). Essa nova subclassificacdo, com a
utilizacdo do indice de Ki-67, tem alterado significativamente os valores de prevaléncia
até entdo encontrados para os subtipos luminais, uma vez que tumores com alto indice
proliferativo, até entdo classificados como luminais A, segundo 0s novos parametros,
sdo classificados como luminais B'®% (B).

O subtipo luminal B foi significativamente associado a um maior risco de
recorréncia e a uma menor sobrevida livre da doenca especifica em todas as categorias
de tratamento adjuvante sistémico®™ (B); e, ainda, associado & maior possibilidade de

resisténcia ao tamoxifeno, demonstrando se beneficiar mais do que o subtipo luminal A

de quimioterapia associada a antiestrogénicos® (B).

Superexpressdo de HER2

O subtipo superexpressdo de HER2, como o préprio nome indica, possui elevada
expressdao da oncoproteina HER2, porém apresenta negatividade para receptores
hormonais™* (B). Esse subgrupo possui o segundo pior progndstico em relacdo aos
demais’ (B). Pacientes com diagnéstico primario de carcinoma de mama e com
superexpressdo de HER2 possuem um pior progndstico em relacdo aos pacientes que
ndo apresentam essa amplificacdo génica. Assim sendo, justifica-se a incorporacdo do
status de HER2, juntamente com o status de outros fatores progndsticos, a uma decisao
clinica sobre a prescricéo de qualquer terapia adjuvante sistémica?? (D,B); entretanto, a
utilizacdo de terapia alvo-especifica (trastuzumabe), melhora acentuadamente o
prognostico dessas pacientes?’ (B).

A positividade de HER2 parece estar associada relativamente, mas ndo em

absoluto, a resisténcia as terapias endocrinas. Esse efeito pode ser especifico para as
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terapias moduladoras seletivas do receptor de estrégeno, como o tamoxifeno, e talvez
ndo para terapias de deplecdo de estrogénio, como os inibidores de aromatase, utilizados
em mulheres apés a menopausa?! (D).

As terapias-alvo contra HER2 sdo muito eficazes, tanto na forma adjuvante,
quanto no contexto metastatico. O trastuzumabe é um anticorpo monoclonal humanizado
que melhora as taxas de resposta, reduz a progressao da doenca e melhora a sobrevida
quando utilizado isoladamente ou adicionado a quimioterapia em cancer de mama
metastatico?® (B). O tratamento combinado com o paclitaxel é indicado para as pacientes
que ndo receberam tratamento prévio para o tumor. O trastuzumabe adjuvante reduz o
risco de recorréncia a metade e a mortalidade em um terco em pacientes com cancer de
mama em estagio primério® (D). O uso do lapatinibe, outro inibidor da tirosina quinase,
que bloqueia tanto 0 HER2 quanto o HER1, beneficia as pacientes nas quais o uso do

trastuzumabe foi ineficaz, controlando sua doenca metastatica®® (B).

Basaloide

O subtipo basaloide, caracterizado pela expressao de Varios genes expressos em
células basais/mioepiteliais, demonstra padrdo progndstico mais reservado, associado a
menor sobrevida livre da doenca e a menor sobrevida global. Morfologicamente, é
caracterizado por alto grau histolégico, por elevado indice mitdtico, pela presenca de
éreas de necrose central e pelo destacado infiltrado linfocitario®® (B). Apresenta
negatividade tanto para os receptores hormonais, quanto para a superexpressao de
HER2. Espera-se assim, que pacientes com esse perfil, ndo se beneficiem do uso do
trastuzumabe, nem de terapias hormonais, como o tamoxifeno, e nem dos inibidores de

aromatase®! (B).
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Os tumores basaloides tém baixa expressdo do gene BRCAL, causada por
metilacdo de seu gene — promotor, por inativacdo de transcricdo de BRCAL, ou por
ambos. Na verdade, quase todos os tumores de mama associados a uma mutacao
BRCAL, seja esporéadica ou hereditaria, tém um fenétipo basaloide triplo-negativo® (B).
Demonstra-se forte relacdo entre a disfuncéo da via BRCAL e a expressdo de CK5% (B).
Devido a auséncia de imunomarcacdo de RE, RP e HER2, tumores basaloides sdo ainda
chamados por alguns autores de “tumores triplo-negativos” (TTN), no entanto, sabe-se
que parte dos tumores triplo-negativos ndo se equivalem aos basaloides, podendo ser
mais bem descritos como “tumores triplo-negativos ndo basaloides”*?® (B). A partir da
adicdo de marcadores imunoistoquimicos aos perfis “triplo-negativos” como a
citoceratina 5 ou 5/6 e 0 EGFR, segundo alguns autores, pode-se fenotipicamente se
estimar um perfil génico do subtipo basaloide'®***°33(B).

Mama-normal simile

O subtipo “normal-like” ou “mama-normal simile” demonstra elevacdo na
expressao de genes comuns as células epiteliais normais da mama, as células adiposas e
a outras células do estroma* (B). Esse subgrupo habitualmente apresenta negatividade
para 0s marcadores tumorais usuais e possivelmente representam apenas uma
contaminagdo com o tecido mamario normal durante a realizacdo das analises de perfil
de expressdo génica***° (B).

Claudin-low

O subtipo claudin-low, recentemente identificado, é caracterizado por uma baixa
expressdo de genes envolvidos com juncbes celulares ocludentes e glicoproteinas de
adesdo célula-célula, incluindo as claudinas 3, 4 e 7; as ocludinas e a E-caderina® (B).

Apresenta aumento na expressao de marcadores de transicdo epitélio-mesénquima, de
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marcadores endoteliais e linfociticos e de marcadores relacionados a células tronco
tumorais, com fenotipo CD44+/CD24-. Apresenta uma baixa ou ausente expressdo de
marcadores de diferenciacdo luminal e moderada expressdo de genes de proliferacdo. E
normalmente um carcinoma do tipo ductal invasor, com alta frequéncia de diferenciacéo
metaplasica e medular. Demonstra um padrdo imunofenotipico triplo-negativo néo
basaloide e ndo possui ainda marcadores imunoistoquimicos protocolados para a sua

caracterizacéo e nem terapéutica especifica® (B).

CONSIDERAGCOES FINAIS

Vérias dificuldades sdo encontradas no diagndstico dos tumores mamarios, e
conhecimentos provenientes de ensaios clinicos ja sdo suficientes para compreender que
o0 cancer de mama € uma doenca altamente heterogénea, e que a identificacdo de alvos
terapéuticos individuais dentro dos tumores € um passo para aperfeicoar suas terapias.
Portanto é cada vez mais evidente a necessidade de se encontrar uma classificacao que
possa guiar a tomada de decisao terapéutica.

Conforme estabelecido pelo Consenso de Saint Gallen em 2011, recomenda-se a
adocdo do painel de fatores preditivos RE, RP e HER2 para todos os casos de cancer
mamario, incluindo a pesquisa do Ki-67, o qual avalia a atividade proliferativa e melhor
caracteriza os tumores luminais®’ (D). Para a identificacdo dos subtipos basaloides
através da imunoistoquimica, recomenda-se a avaliagdo da citoceratina 5 e do

EGFRI113 (B),
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SUBTIPOS MOLECULARES DO CANCER DE MAMA:
INFLUENCIA DO KI-67 NA CLASSIFICACAO POR IMUNOISTOQUIMICA

RESUMO

Objetivos: Avaliar a influéncia da introducdo do marcador Ki-67 na
classificacdo molecular por imunoistoquimica dos canceres de mama e
correlacionar os subtipos luminais encontrados, antes e depois dessa
introducdo, com outros fatores progndésticos. Métodos e resultados: Duzentos
e trinta e quatro casos de carcinoma ductal invasor de mama foram submetidos
a dois painéis imunoistoquimicos de classificacdo, um sem e o outro com o Ki-
67. Os dados obtidos nas duas classificacbes foram correlacionados a fatores
prognosticos bem estabelecidos, como: o grau histolégico, o numero de
linfonodos comprometidos e o tamanho do tumor. Na classificagdo molecular
sem o Ki-67 foram identificados: 136 (58,1%) casos de luminal A; 19 (8,1%) de
luminal B; 27 (11,5%) de superexpressdo de HER2; 27 (11,5%) de basaloide e
25 (10,7%) de triplo-negativo ndo basaloide. Com a inclusao do Ki-67, houve
significativa mudanca para: 72 (30,8%) de luminal A e 83 (35,5%) de luminal B,
com um Kappa de 0.216, mantendo-se os percentuais dos demais subtipos. Os
subtipos luminal A e luminal B mostraram diferenca quanto ao grau histolégico
apos a inclusédo do Ki-67 (p<0,001). Conclusdes: A nova classificacdo, com o
Ki-67, trouxe uma mudanca significativa na prevaléncia dos subtipos luminal A e

luminal B, e uma maior correlagdo com o grau histolégico.

Palavras-chave: Neoplasias da mama, Diagndstico, Classificacdo, Neoplasias

da mamal/ terapia, Imunoistoquimica, Prognéstico.
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BREAST CANCER MOLECULAR SUBTYPES: INFLUENCE OF KI-67 IN THE
CLASSIFICATION BY IMMUNOHISTOCHEMISTRY

ABSTRACT:

Aims: To evaluate the influence of the introduction of the marker Ki-67 in the
molecular classification of breast cancers by immunohistochemistry and
correlate the luminal subtypes found, before and after this introduction, with
other prognostic factors. Methods and results: Two hundred, thirty-four cases
of invasive ductal breast carcinoma were submitted to two panels of
immunohistochemical classification, one without and one with the Ki-67. The
data obtained in these two evaluations were correlated with well-established
prognostic factors, such as histological grade, lymph nodes status and tumor
size. Molecular classification without the Ki-67 identified: 136 (58.1%) cases of
luminal A, 19 (8.1%) luminal B, 27 (11.5%) of HER2 overexpression, 27 (11.5%)
of basal-like and 25 (10.7%) of triple-negative non-basal. With the inclusion of
Ki-67, there was a significant variation to: 72 (30.8%) of luminal A and 83
(35.5%) of luminal B, with a Kappa of 0.216, maintaining the percentage of other
subtypes. The subtypes luminal A and luminal B showed differences according
to histological grade after the inclusion of Ki-67 (p<0.001). Conclusions: The
new classification, with Ki-67, brought about a significant change in the
prevalence of subtypes luminal A and luminal B, and a higher correlation with
the histological grade.

Keywords: Breast  neoplasms, Diagnosis, Classification, Breast

neoplasms/therapy, Immunohistochemistry, Prognosis.
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Introducéo

O cancer de mama ja ha algum tempo nao é tratado como uma doenca
Gnica, devido a sua alta heterogeneidade clinica, morfolégica e biolégica
(CIANFROCCA et al.,, 2009). Através de técnicas de microarranjos de DNA
complementar tem sido possivel caracterizar diferentes perfis de expressao
génica do cancer de mama. Cinco subtipos moleculares foram identificados
inicialmente: luminal A, luminal B, superexpressao do receptor tipo 2 do fator de
crescimento epidérmico humano (HER2), basaloide e mama-normal simile
(PEROU et al., 2000).

Painéis imunoistoquimicos tém sido propostos para a identificacdo
desses subtipos, buscando reproduzir com certa aproximacao os perfis de
expressao génica (NIELSEN et al., 2004; BHARGAVA et al., 2008). Uma das
lacunas da classificagdo por imunoistoquimica é a auséncia de uma avaliacédo
do grau de proliferacdo dos tumores com um protocolo bem estabelecido. Isso
faz com que sejam agrupados como luminal A tumores com alta e baixa
atividade proliferativa. Com isso, pacientes que iriam se beneficiar da
quimioterapia, por vezes, podem nao estar recebendo esse tratamento
(CHEANG et al., 2009).

A inclusdo de um marcador imunoistoquimico, o Ki-67, foi recentemente
proposta como elemento classificador da proliferagéo celular. Um protocolo foi
estabelecido para a sua utlizacdo, originando novos parametros de
classificacdo para os tumores luminais (CHEANG et al., 2009; GOLDHIRSCH et

al., 2011). Nosso estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da introducéo
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do Ki-67 na classificacdo molecular por imunoistoquimica do cancer de mama e
correlacionar os subtipos Iluminais encontrados, antes e depois dessa

introduc&o, com outros fatores prognosticos.
Materiais e Métodos

O estudo incluiu todos os casos de carcinoma ductal invasor de mama de
pacientes atendidas no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias,
no periodo de 2003 a 2007. Foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Médica Humana local (protocolo 175/2009). Uma reavaliacdo histolégica dos
casos foi feita, observando-se a representatividade da amostra para o estudo
imunoistoquimico através da técnica de microarranjo de tecidos (TMA). Foram
excluidos os casos cuja amostra do tumor fosse insuficiente para o
processamento do TMA ou para o0 estudo imunoistoquimico e 0S casos com
resultados HER2 duvidosos.

Laminas, blocos e laudos histopatoldgicos foram levantados de todos os
casos incluidos no estudo. A idade ao diagndstico, o tamanho do tumor, o grau
histol6gico e o status linfonodal foram obtidos a partir dos laudos. O grau
histologico foi determinado de acordo com os critérios de Scarff- Bloom-

Richardson, modificados por Elston-Ellis (ELSTON et al., 1991).
Imunoistoquimica

Para a construcdo do TMA, uma patologista especialista em patologia
mamadria identificou, a partir de secc¢des coradas por hematoxilina e eosina
(H&E), as areas melhor preservadas de cada tumor e as marcou no bloco de

parafina doador. Um nudcleo de 1,0 mm de didmetro foi retirado do bloco doador
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e transferido para o bloco receptor, utilizando um arranjador de tecidos manual
(Beecher Instruments®, Silver Spring, MD, EUA).

Cortes histolégicos sequenciais com a espessura de 4 um foram obtidos
por microtomia seriada, desparafinados e hidratados. A recuperacéo antigénica
foi realizada por calor induzido em panela de pressao elétrica digital com
tampdo combinado de citrato e EDTA (Biocare Medical, EUA) e, apos
inativacdo da peroxidase enddgena, 0os anticorpos primarios especificos foram
aplicados com tempo de incubacéo de 12 horas. Duas laminas foram avaliadas
em niveis diferentes de corte para cada anticorpo. Os anticorpos primarios,
clones, diluicdes, fabricantes, padrdes de marcacao e pontos de corte utilizados
estdo listados no quadro 1. Foi empregado o kit de deteccdo a base de
polimeros MACH1 HPR-Polimero Kit® (Biocare Medical, EUA). A reacéo foi
revelada com o cromogeno 3,3-diaminobenzidina (DAB), os cortes foram
contracorados com hematoxilina, desidratados e montados com meio de
montagem permanente.

As reacdes foram avaliadas ao microscopio Optico de cinco cabecas,
marca Olympus®, modelo U-MDOB3 (Olympus, JP). Os tumores foram
classificados em cinco subtipos, segundo dois painéis imunoistoquimicos, um
sem e o0 outro com o Ki-67 (quadro 2). Os dados obtidos foram correlacionados
quanto a concordancia entre os subtipos encontrados nas duas classificacdes.
Os subtipos luminal A e luminal B, os Unicos cujos parametros de classificacao
foram modificados pela inclusdo do Ki-67, foram correlacionados com fatores
prognosticos bem estabelecidos, como: o grau histolégico, o numero de

linfonodos comprometidos e o tamanho do tumor.
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Analise estatistica

A amostra foi caracterizada por meio da estatistica descritiva. Para a
analise estatistica, o teste Kappa de Cohen (coeficiente k de Cohen) foi
aplicado para avaliar a concordancia entre os resultados das classificacfes dos
subtipos moleculares. Julgamos os valores de concordancia: de 0,01 a 0,20,
ligeira; 0,21 - 0,40, regular; 0,41 - 0,60, moderada; 0,61 - 0,80, substancial, e
0,81 - 0,99, concordancia quase perfeita (LANDIS et al., 1977). Utilizou-se o
teste U de Mann-Whitney para correlacionar os subtipos encontrados segundo
os dois modelos com os parametros clinico-patoldgicos. Foi considerado o valor
de 5% (p<0,05) como limite de significancia estatistica. As analises estatisticas
foram realizadas utilizando o software SPSS versao 17.0 para Windows (SPSS,

Chicago, IL, EUA).
Resultados

A média de idade das pacientes foi de 52,0 anos (DP=), variando entre
27 e 100 anos, sendo que 129 (55,1%) dos casos tinham idade igual ou
superior a 50 anos. Quanto ao grau histologico, 111 (67.3%) dos casos, era de
grau 2. A dimensao tumoral variou de 0,3 a 20 cm, sendo que 67 (40,1%) dos
tumores eram menores que dois centimetros, 69/167 (41,3%) entre 2 e 5cm e
31 (18,6%) maiores que 5 cm. Apresentaram status linfonodal positivo 85 das
133 pacientes submetidas a dissec¢ao axilar (63,9%), conforme a tabela 1.

Dentre os 234 canceres de mama, quando foi utilizada a classificacédo
sem o marcador Ki-67, foram identificados: 136 casos (58,1%) como luminal A,

19 (8,1%) como luminal B; 27 (11,5%) como superexpressores de HER2; 27
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(11,5%) como basaloides e 25 (10,7%) como triplo-negativos ndo basaloides.
Com a inclusdo do Ki-67, houve significativa mudanca para: 72 (30,8%) casos
como luminal A e 83 (35,5%) como luminal B, mantendo-se 0s percentuais dos
demais subtipos (tabela 2). O escore de Kappa entre o0s painéis
imunoistoquimicos para a identificacdo dos subtipos luminais foi de 0.216
(intervalo de confianca de 95%, de 0.169 a 0.263 (p<0.001)).

Os subtipos luminal A e luminal B quando correlacionados com os fatores
prognasticos: grau histolégico, tamanho do tumor e o envolvimento linfonodal,
mostraram diferenca significativa somente apos a inclusdo do Ki-67 e apenas

quanto ao grau histologico (p<0,001).
Discusséao

Desde a identificacdo inicial dos subtipos moleculares do cancer de
mama (PEROU et al., 2000), diversas perspectivas tém surgido no campo
oncogendmico (WEIGELT et al, 2009). Mudangas sao constantemente
propostas para uma melhor caracterizagcdo dos tumores no campo da biologia
molecular, buscando responder as questfes clinicamente importantes sobre a
evolucéo clinica, sobre quais pacientes necessitam ou ndo de terapia sistémica
e que tipo de droga deve ser empregado (SORLIE, 2004; CIANFROCCA et al.,
2009).

ApoOs a descoberta dos subtipos moleculares a partir dos perfis de
expressao génica, diversos estudos tém surgido buscando correlagbes com os
perfis de expressdo proteica através da imunoistoquimica (WALKER, 2008).

Atualmente, apenas o receptor de estrogénio, o receptor de progesterona e o
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HER2 estdo consolidados como marcadores clinicos de valor prognostico e
preditivo para uso rotineiro no tratamento do cancer da mama (CHEANG et al.,
2009; RAKHA et al., 2010; VODUC et al., 2010).

Para que haja reprodutibilidade entre os diversos servicos, os critérios de
avaliacdo dos marcadores moleculares devem ser bem estabelecidos,
baseados em evidéncias e padronizados. Adotamos em nosso estudo as
diretrizes da Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO) e do Colégio
Americano de Patologistas (CAP) para os receptores hormonais e para o HER2,
0s Unicos marcadores com recomendacdes expressas nesses guidelines
(WOLFF et al., 2007; HAMMOND et al., 2010; HAMMOND et al., 2011). Pela
falta de um guideline da ASCO e do CAP para o marcador Ki-67, foi adotado o
ponto de corte proposto por Cheang et al. (recomendado pelo Consenso de St
Gallen) (GOLDHIRSCH et al., 2011) e uma avaliacdo consensual foi realizada
com trés observadores experientes, onde as reacOes imunoistoquimicas
realizadas no TMA e na peca original foram avaliadas e uma média de
positividade observada em dois ou mais campos, de diferentes intensidades, foi
calculada (CHEANG et al., 2009).

Os estudos génicos associados a estudos de evolucao clinica mostraram
que o subtipo luminal A apresenta o melhor progndstico em relacdo aos demais
(PEROU et al., 2000; SORLIE et al., 2001; S@RLIE et al., 2003; SOTIRIOU et
al., 2003). Esse subtipo representa cerca de 60% dos casos dos carcinomas de
mama na classificacdo imunoistoquimica usual (CAREY, 2006; MUNOZ et al.,
2009; SALLES et al., 2009; WIECHMANN et al., 2009; ZHANG et al., 2009;

ZHAO et al.,, 2009; ABDELKRIM et al., 2010), numero semelhante ao
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encontrado em nossa casuistica (58,1%). O modelo usual de classificacdo por
imunoistoquimica identifica como luminal A 0s tumores positivos para
receptores hormonais (RE e/ou RP) e negativos para superexpressao de HER2.
Recentemente, o indice de Ki-67 foi incorporado a classificacdo, sendo
considerados luminais A apenas o0s tumores com baixo indice proliferativo
(<14%) (CHEANG et al., 2009). A prevaléncia desse subtipo em nossa
casuistica passou de 58,1% para 30,8% dos casos a partir da adicdo desse
novo parametro (tabela 2). Estudos recentes encontraram um percentual
aproximado de 44.0% (KENNECKE et al., 2010; VODUC et al., 2010).

O subtipo luminal B é caracterizado por expressar genes associados ao
HER2 e a um maior numero de genes de proliferacdo celular, que incluem a
expressao de genes MKI67 (Ki-67), CCNB1 e MYBL2 (SORLIE et al., 2001,
SORLIE et al., 2003). O modelo de classificacao atualmente utilizado identifica
como luminal B tumores HER2, RE e/ou RP positivos. Proporcionalmente ao
subtipo luminal A, houve expressiva mudanca do percentual do subtipo luminal
B com o uso do Ki-67, de 8,1% para 35,5% dos casos. Dados da literatura
trazem uma prevaléncia do subtipo luminal B de aproximadamente 12% quando
avaliado pela classificacdo usual (CAREY, 2006; MUNOZ et al., 2009; SALLES
et al., 2009; WIECHMANN et al., 2009; ZHANG et al., 2009; ZHAO et al., 2009;
ABDELKRIM et al., 2010) e de 30,5% pela classificacdo com o uso do Ki-67
(KENNECKE et al., 2010; VODUC et al., 2010).

Pesquisadores trazem uma nova estratificagdo desse subgrupo em:
luminal B e luminal HER2 (KENNECKE et al., 2010; VODUC et al., 2010). O

subtipo luminal B mais recentemente tem sido caracterizado pela positividade
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de pelo menos um dos receptores hormonais, ser HER2 positivo (luminal
HERZ2), e quando o HER2 € negativo, ter um indice de Ki-67 igual ou superior a
14% de células neoplasicas imunomarcadas. Do percentual de tumores luminal
B (35,5%), 8,1% correspondem ao subtipo luminal HER2 e o restante, 27,4%,
aos tumores luminais de alto indice proliferativo. De 30,5% encontrados por
pesquisadores, 6,5% foram luminal HER2 e 24.0% foram luminal com alto
indice de Ki-67 (KENNECKE et al., 2010; VODUC et al., 2010).

A nova classificacdo, com a utilizacdo do indice de Ki-67, iniciada em
2009 (CHEANG et al., 2009) e recomendada pelos painelistas do Consenso de
St Gallen de 2011 (GOLDHIRSCH et al., 2011), tem alterado significativamente
os valores de prevaléncia até entdo encontrados para os subtipos luminais, uma
vez que tumores com alto indice proliferativo, até entdo classificados como
luminais A, segundo os novos parametros, sao classificados como luminais B. A
utilizacdo desse novo parametro de classificacdo provavelmente mudara a
prevaléncia até entdo encontrada para esses tumores nos diversos servicos.

O grau de concordancia entre 0s painéis imunoistoquimicos para a
identificacdo dos subtipos luminais foi baixo, com um escore de Kappa de 0.216
(intervalo de confianca de 95%, de 0.169 a 0.263 (p<0.001)). Isso indica que
houve fraca reprodutibilidade entre os modelos de classificacdo, mostrando que
a Iidentificacdo dos tumores luminais muda significativamente diante a

introducao do Ki-67.
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Os subtipos luminal A e luminal B, 0s Unicos cujos parametros de
classificacdo foram modificados pela inclusdo do Ki-67, quando correlacionados
com os fatores prognésticos: grau histolégico, tamanho do tumor e o
envolvimento linfonodal, mostraram diferencas quanto a todos os fatores, com
tendéncia a uma maior correlacdo com os mesmos no modelo com o Ki-67.

O subtipo luminal A classificado no modelo com o Ki-67 apresentou
menor grau histolégico, menor comprometimento dos linfonodos e menor
tamanho tumoral em relacéo ao luminal B, dados concordantes com a literatura,
gue mostra que o maior indice de proliferacdo celular observado no luminal B
traz consigo um pior prognostico em relagéo aos tumores luminais A (CHEANG
et al., 2009). Porém, somente para o grau histolégico, o valor de p obtido foi
estatisticamente significativo (p<0,001).

A mudanca dos percentuais dos tumores luminais segundo a
classificacdo com o marcador Ki-67 podera ajudar a elucidar padrbes de
evolucdo anteriormente ndo esperados e auxiliar na melhor definicdo de quais
pacientes seriam mais beneficiadas com a adicdo da quimioterapia e aquelas

em que a quimioterapia nédo teria beneficios.

Conclusodes

Quando utilizada a classificagdo por imunoistoquimica usual, houve um
predominio do subtipo luminal A. Quando se incluiu o marcador Ki-67 na
classificacdo, houve um predominio do subtipo luminal B e uma significativa

correlacao desse subtipo com o grau histologico.
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Quadros e Tabelas

Quadro 1 — Resumo sobre os anticorpos empregados neste estudo.

Anticorpo Clone Diluigéo Fabricante Imunomarcacéo Valores de Corte
(positividade)

RE SP1 1: 500 Biocare, EUA Nuclear 2 1%
RP 16 1: 500 Novocastra, RU Nuclear 2 1%

HER2" 5A2 1: 2000 Novocastra, RU Membrana citoplasmética 3+

Ki-67 MM1 1: 200 Biocare, EUA Nuclear Baixo <14%; Alto 214%
CK5 XM26 1: 400 Novocastra, RU Citoplasmatica > 10%

EGFR 111.6 1: 250 Biocare, EUA Membranar/ Citoplasméatica = 10%

* HER2 exibindo marcacéo intensa e uniforme da membrana citoplasmatica em mais de 30% das células tumorais.

Abreviagdes: HER2, receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; EGFR, receptor tipo 1 do fator de crescimento

epidérmico; RE, receptor de estrogénio; RP, receptor de progesterona; CK5, citoceratina 5.

Quadro 2 — Perfis imunofenotipicos para a classificagdo molecular por imunoistoquimica dos tumores de mama.

Classificagcéo Usual Classificagdo com o indice de Ki-67 de 14%
Subtipo Molecular Padrédo de Imunomarcacao Padré@o de Imunomarcacgao
Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2- RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 <14%

RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 214%

Luminal B RE+ e/ou RP+, HER2+
RE+ e/ou RP+, HER2+ (luminal HER2)
Superexpresséo de HER2 RE-, RP- e HER2+ RE-, RP- e HER2+
Basaloide RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+ RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+
Triplo-negativo n&o basaloide RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR- RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR-

Abreviagdes: HER2, receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; EGFR, receptor tipo 1 do fator de crescimento
epidérmico; RE, receptor de estrogénio; RP, receptor de progesterona; CK5, citoceratina 5.

Referéncias: (CHEANG et al., 2006; PAREDES et al., 2007; RAKHA et al., 2007, WOLFF et al., 2007; CHEANG et al., 2009;

BHARGAVA et al., 2010; HAMMOND et al., 2010)
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Tabela 1: Caracteristicas da populagcéo de 234 casos de carcinoma ductal invasor de

mama.

Caracteristicas da populacgéo

n (%)

Idade ao diagnéstico (anos)

Média (+ DP)
<50
50 1— 60
=60
Grau histolégico T
1
2
3
Tamanho do tumor (cm)
Mediana (11Q)
<2
2—15
>5
Status Linfonodal
Mediana (11Q)
Negativo
Positivo
11—13
41—19
=10

52.0 (+ 13.25)
105 (44.87%)
68 (29.06%)
61 (26.07%)

26 (15.76%)
111 (67.27%)
28 (16.97%)

3.00 (2.50)
67 (40.12%)
69 (41.32%)
31 (18.56%)

1.00 (7.00)
48 (36.09%)

36 (27.07%)
22 (16.54%)
27 (20.30%)

T Sistema de graduagéo de Scarff-Bloom-Richardson modificado por Elston e Ellis.

DP — desvio padréo; 11Q — intervalo interquartil.
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Tabela 2 — Reprodutibilidade entre dois diferentes painéis de classificagdo por imunoistoquimica dos subtipos

moleculares do cancer de mama de acordo com as prevaléncias encontradas.

Classificagdo Usual Classificagdo com o indice de Ki-67 de 14%
Subtipo n (%) n (%)
Luminal A 136 (58.1%) 72 (30.8%)
Luminal B 19 (8.1%) 83 (35.5%)
Superexpresséo de HER2 27 (11.5%) 27 (11.5%)
Basaloide 27 (11.5%) 27 (11.5%)
Triplo-negativo n&o basaloide 25 (10.7%) 25 (10.7%)
Total 234 (100.0%) 234 (100.0%)

O coeficiente de reprodutibilidade Kappa entre os subtipos luminal A e B é de 0.216 (p<0.001), e de 0.637 (p<0.001)

entre todos os subtipos.

Tabela 3 — Distribuicdo das caracteristicas clinico-patolégicas entre os subtipos moleculares do cancer de mama.

Luminal A  Luminal B! p Luminal A>  Luminal B? p
Grau histolégico t n (%) | 25 (26.00%) 0() 23 (41.10%) 2 (4.00%)
I 63 (65.60%) 10 (100.00%) 0.258 31 (55.40%) 42 (84.00%)  <0.001
I 8 (8.30%) 0() 2 (3.60%) 6 (12.00%)
Status linfonodal positivo ~ Mediana (IIQ)  1.00 (6.00)  0.00 (7.00) 0.640  1.00 (4.00) 2.00 (12.00)  0.235
Tamanho do tumor (cm) Mediana (IIQ)  2.50 (2.00) 3.50 (1.80) 0.174  2.10(1.20) 3.15 (2.90) 0.092

1. Classificagdo Usual, sem o indice Ki-67. 2. Classificacéo utilizando o ponto de corte de 14% de Ki-67.
Valor de p calculado pelo teste de Mann-Whitney considerado estatisticamente significante o p< 0.05.
T Sistema de graduagéo de Scarff-Bloom-Richardson modificado por Elston e Ellis.

11Q — intervalo interquartil.
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7. CONCLUSOES DA DISSERTACAO

Atualmente, além das classificacfes histopatologicas usuais empregadas
no estudo dos canceres de mama, novos parametros de subclassificacdo tém
surgido baseadas em estudos moleculares e que tem permitido entender certas
evolucbes que ndo sao explicadas com as classificacdes atuais. Entretanto, a
associacdo dos marcadores moleculares e a classificagcdo biologica dos
tumores ainda ndo tém definigcbes sdlidas, necessitando de um maior nimero
de estudos que possa propiciar um entendimento maduro e robusto sobre os
tipos biolégicos dos tumores de mama.

Quando utilizada a subclassificacdo usual, houve predominio do subtipo
luminal A. Quando incluido o Ki-67, houve predominio do subtipo luminal B,
evidenciando alteracdo na distribuicdo percentual dos subtipos de céncer de
mama de acordo com a classificagéo utilizada. Isso podera explicar padrbes de
evolugcdo anteriormente ndo esperados. Acreditamos que a subclassificacao,
com o uso do Ki-67, possa trazer uma melhor correlagdo com as evolugdes das
pacientes atendidas em nosso servigo.

O tratamento individualizado é cada vez mais aplicado, tendo por base
0S novos conhecimentos moleculares que permitem a selecédo de doentes e de
terapias efetivas com menores efeitos adversos. O uso de Ki-67 como um
marcador preditivo e prognostico do cancer de mama tem sido amplamente
investigado. Todavia, mais estudos e ensaios clinicos sdo necesséarios para
determinar 0s seus reais beneficios e para o desenvolvimento de novas

abordagens terapéuticas.
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ANEXO 1. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

m SERVICG PUBLICO FEDERATL “

= 1 MINISTERIO DA EDUCAL 10 7 DO DESPORTE ..
Hﬂ?.l.ﬁi“m-‘—as UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS UFG
UFG HOSPITAL DAS CLINICAS -

COMITE DE ETICA EM PESQUISA MEDICA HUMANA E ANIMATL

PROTOCOLO CEPMHA/HC/UFG N° 175/09 2 Goifinia, 10/12/2009

INVESTIGADOR (A) RESPONSAVEL: Biomédico: Magno Belém Cirqueira

Orientadora: Prof® Marise Amaral Rebougcas Moreira

TITULO: “Subclassificacdo por umunohisioquimica de carcinomas_ductais de mama _do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goids na periodo de 2003 a 2008

Area Tematica: Grupo Il
Local de realizaciio: Hospital Das Clinicas? UFG — Departamenio de Anatomia Patologica

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Médica Humana e Animal do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Goiés, analisou e aprovou o projeto de pesquisa acima
referido, juntamente com os documentos apresentados ¢ 0 mesmo foi considerado em acordo com

os principios élicos vigentes.

Informamos que _ndo hd necessidade de aguardar o parecer da CONEP- Comisséo Nacional de
Ftica em Pesquisa para iniciar a pesquisa.

Apbs inicio do estudo, o pesquisador responsével devera encaminhar ao CE?MHM!C!UFG,

relatérios semestrais do andamento da pesquisa, encerramento, conclusio(Ses) e
publicago(des). '

O CEPMHA/HC/UFG pode, a qualquer momento, fazer escolha aleatdria de estudo em
desenvolvimento para avaliagiio e verificagio do cumprimento das normas da Resolugio 196/96

(Manual Operacional Para Comités de FEtica em Pesquisa - Item 13)

i
Farm. Mirio Coelho Moraes
Coordenador do CEPMHA/HC/UFG

1* AVENIDA. S .\". SETOR LESTE UNIVERSITARIO - CEP:'74 605050 - FONE: 3269 8338 - FAX: J260 8426
GOLANTA - GOFAS
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A0S AUTORES

Informacoes gerais

Femina ¢ uma publicagio mensal da Federagio Brasileira das Associa-
goes de Ginecologia e Obstetricia (FEBRASGO) que tem come principal
objetive divalgar artigos de revisdo sistermdtica, além de artigos relacionados
a tépicos especificos de Ginecologia ou Obstetricia

Os aurores podem colaborar com a Femina com os seguintes tipos de

IMANISCTIEOS:

*  Cartas ao Bditor, que devem ser sucintas e apresentar um ponto de
vista a respeito de artigo publicado na revista — ndo se deve ter como

propésito primeiro polemizar com o colega;

*  Artigos de Revisies Sistenviticas on Meta-andlise; sugere-se a leitura dos
editoriais das ediges de maio, junho ¢ agosto de 2008 da Femina;

*  Recomendagies das Comisstes Nacionais Especializadas da FEBRASGO,

*  Normas das Comissoes Nacionais Especializadas, para divalgagio de
normas e condutas aprovadas pelas Comisstes Nacionais Especializadas

da FEBRASGO.

Submissdo do manuscrito

A submissio dos artigos ocorre pelo sistema cego (sem identificagio de
autores e nstituigies), O manuscrito €, entio, analisado por conselheiros da
revista, QUE gEram pareceres, os quails sio examinadoes, também de maneira
cega, pelo editor cientifico e pelos editores associados, que decidem sobre a
conveniéncia da publicagio. O Corpo Editorial seleciona, a cada edigao, os
artigos que serio publicades imediatamente,

O recebimento doartigo pela editoria da revista Femina nio assegura sua
publicagio; os autores sio devidamente comunicados acerca dos pareceres.

Preparacaoc do original

O niimero mdximo de autores para cada manuscrito € 7 ¢ o nimero
miximo de referéncias € 25 — excero para artigos de revisio, que podem
contar com até 30 referéncias.

O ramanho dos artigos deverd respeitar os limites da segio a que se
destina:

*  Artigo de Revisio Sistemirtica on Mera-andlise: 10 a 20 pdginas — por
vola de 10.000 a 35.000 caracreres;

®  Carras ao Editor: aré 2 piginas — aré 3 500 carcareres;

*  Normas das Comissies Nacionais Especializadas: niimero de pdginas/
caracteres a critério da diretoria da FEBRASGO:,

*  Resumo dos dois melhores trabalhos apresentados em congressos ou
encontros anuais regionais de cada federada: as normas para composigio
do texto sio enviadas para os presidentes das federadas,

O original deve ser digitado em papel A4 e com espagamento de 2 cm
entre linhas (nclusive nas tabelas) ¢ margens de 3 cm. O processador de
rexto aceite € o Word for Windows, de qualquer versio., As afirmagoes feitas
nos artigos sio de responsabilidade integral dos autores. Pede-se atengio i
corregio do portugués e do inglés.

Caixas-altas {letras maidsculas) e sublinhados devemn ser evitados; se
julgar conveniente, expressi-los em itdlico. O ivdlico deve ser reservado
rambém para termos estrangeiros.

Nio usar pontos em sigla (INSS e nao LN.8.8.). Evirar siglas ou abre-
viaturas que ndo sejam oficiais ou cldssicas e sempre explicd-las ao serem
usadas pela vez primeira.

Para a apresentacio do manuscrito, pede-se que:

*  noras de rodapé nao sejam urilizadas;

ANEXO 2. Normas para publicagédo da Revista Femina

*  na pdgina de rosto, seja inserido um titulo em portugués e sua versio
em inglés;

*  ainda na pigina de reste, constem neme completo ¢ titulagio dofs)
autor{es}, nome da instituigio onde os autores atuam, enderego complero,
telefone, fax ¢ e-mail do autor correspondente — com excegao dos Artigos
de Revisio que dispensam este item;

®  nasegunda pigina, seja apresentado o resumo do trabalho, com o mi-
nimeo de 100 e mdximo de 200 palavras. O texto deve ser corrido (sem
parigrafo) e sem titulos ou subtitulos das partes. O resumo deve ainda
apresentar de trés a cinco palavras-chave selecionadas entre os termos
que constam no Descritores em Ciéncia da Sadide (DeCS), disponiveis
no enderego eletrdnico htep://decs.bvs.br. Para as se¢oes Carta ao Edi-
tor & Mormas das Cormissbes Bspecializadas, nio € necessirio resumo e
palavras-chave.

*  na pdgina seguinte, apresentar o Absfra, uma versio fiel do Resumo,

€ as bey words, correspondentes aos termos em portugués encontrados

no DeCs;

®  naquarta pagina ¢ subsequentes, deve ter inicio o corpo do trabalho.

Em geral, trabalhos de revisio sistemdtica ou meta-andlise devem
dispor de:
* introdugdo, que deve ser breve e comunicar a relevincia do tema. Deve
conter ainda o objerive do rrabalhe;

* metedologia, item que deve mencionar as palavras-chave empregadas
nos sites de busca; o periodo em que a busca foi realizada; os sites de
busea ut

ados; o nimero de trabalhos encontrades; os critérios de
selegio para inclusio/exclusio dos trabalhos encontrados;

*  discussio ou comentdrio, que se destine a uma andlise critica dos
trabalhos selecionados. Mencionar no texto o grau de evidéncia cien-
tifica (A, B, C e D), seguida da referéncia. Por exemplo: “Evidéncias
aruais demonstram ¢ue a prescrigio profildtica de progesterona € uma
importante estratégia na prevengie do nascimente premature em
grupos especilicos de gestant es™ (AL No entanto, alguns estudos nio
apresentaram resul tados satisfatérios™ (A).”

*  conclusio ou recomendagbes finais, para trazer ao leitor a resposta ao
abjetivo do trabalho.

Ressalta-se a necessidade do uso da medicina baseada em evidéncia para

categorizgio dos trabalhos citados na revisdo, utilizando-se a classificagio pro-
posta pela Associagio Médica Brasileira (AMB, hup://www.amb.org.br:

Grau de recomendacao e forga de evidéncia

A Estudos experimentais ou observacionais de melhor consisténcia (meta-andlises
ou ensaios clinicos randomizadas)

B. Estudos experimentais ou observacionals de menos consisténcia (outros ensaios
clinicos ndo-randomizados ou estudos obser ais ou estudos caso-controle)

C. Relatos ou séries de casos (estudos ndo-controlados)

D. Opinido desprovida de avaliag3o critica, baseada em consensos, estudos
fisiolégicos ou modelos animais

Citacbes e referéncias

As citagies ¢ as referéncias deveriio ser apresentadas de acordo com
os requisitos do lnternational Committee of Medical Jowrnal Editors (ICM]E)
Uniform Reguirements for Manusoripis Submitied to Biomedical Jowornals
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consultar links: http://www.icmje.org; http://www.nlm.nih.gov/bsd/
uniform_requirements.html e htep://www bu.ufsc. br/bscesmivancouver.
html {em portugués).

Sio aceitas até 25 referéncias — excero para artigos de revisio, que
podem apresentar até 50 referfncias, com nfase para as mais recentes ou
de maior relevincia. Em trabalhos de revisio sistemitica ou meta-andlise, é
indispensdvel, nas referéncias, a mengio do sen nivel de evidéncia cientifica.
A Editoria Cientifica se reserva o direito, em casos especiais e selecionados,
de permirtir a insergio de mais de 25 referénrias.

Como o tema € de revisio sistemdtica ou meta-andlise, ndo se justifica
— ¢ ndo ¢ aceita — a inexisténcia de referéncias recentes — publicada nos teés
iltimos anos.

Exemplos de referéncias

Artigos de revistas

®  Aré seis autores:
Halpern 513, Ubel PA, Caplan AL. Solid-organ transplantation in HIV-
infected parients. N Engl ] Med. 2002,347(4):284-7.
Mais de 6 autores:
*  Rose ME, Huerbin MB, Melick ], Marion W, Palmer AM, Schiding
JK, eral. Regularion of interstitial excitarory amino acid concentrarions
after cortical contusion injury. Brain Res, 2002,935(1-2):40-6,

Livros

FEBRASGO. Trarado de Ginecologia. Rio de Janeiro: Revinter; 2000,
Eisen HN. Immunelogy: an intreduction to melecular and cellular principles
of the mmune response. New York: Harper and Row; 1976,

Murray PR, Rosenthal K8, Kobayashu GS, Pfaller MA. Medical microbio-
logy. 4" ed. St. Louis: Mosby; 2002,

Gilstrap LC 3rd, Cunningham FG, VanDorsten [P, editors. Operative
obstetrics, 2 ed. New York: McGraw-Hill; 2002,

Capitulos de livros

Meltzer PS, Kallioniemi A, Trent JM. Chromosome alterations in human
solid tamors. In: Vogelstein B, Kinzler KW, edirors. The genetic basis of
human cancer. New York: McGraw-Hill; 2002, p. 93-113.

Teses e dissertacoes

Borkowski MM. Infant sleep and freding: a telephone survey of Hispanic
Americans [dissertation]. Mount Pleasant (MI): Central Michigan Uni-
versity; 2002,

Trabalhos em eventos

Christensen 8, Oppacher F. An analysis of Koza's compurartional effore sta-
tistic for genetic programuming. In: Foster JA, Lutten E, Miller J, Ryan C,
Tettamanzi AG, editors. Genetic programming. EuroGP 2002: Proceedings
of the 5" European Conference on Genetic Programming; 2002 Apr 3-5;
Kinsdale, Ireland. Berlin: Springer; 2002, p. 182-91.

Artigos de revistas na Internet

Abood 8 Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA acts in
an advisory role. Am ] Nurs [serial on the Interner]. 2002 Jun [cired 2002
Aug 121;102(6x[about 3 p.}. Available from: http://www.nursingworld.
org/ AJN/2002/ june/ Wawarch. hem

Monografias na Internet

Foley KM, Gelband H, editors [Internet]. Immproving palliative care for
cancer . Washington: National A('ade:m)r Press; 2001 [cited )O[})Jul. a}.
Available from: <hop:/fwww. nap.eduw/books/ 0309074020/ homl/ >

Homepage/Website

Cancer-Pain.org [Internet]. New York: Association of Cancer Online Re-
sources, Inc., c2000-01 [updated 2002 May 16; cited 2002 Jul, 9. Available
from: <htep:/fwww cancer-pain.org>.

Amencan Medical Association [Internet]. Chicago: The Association; ¢ 1995-
2002 [updared 2001 Ang. 73; cited 2002 Aug. 12]1. AMA Office of Group
Practice Liaison; [abour 2 screens]. Available from: <herp/www ama-assn.
org/ama/pub/category/ 1 736, hunl >

Elementos ndo-textuais

Grificos, gravuras, forografias, esquemas, desenhos, tabelas, quadros,
férmulas ete. constituem os elementos ndo-textuais. Eles servemn i eluci-
dagiio, explicagio ¢ simplificagio do entendimento do rexto, devendo ser
antoexplicativos.

s elementos devem ser mencionados no texto como Figura, Tabela, Grifico
ou Quadro, e numerados sequencialmente com algarismos ardbicos, devendo
possuir, além de identificagio e nlimero, titulo e fonte no rodapé. As tabelas
deverio ser elaboradas em conformidade com a Normade Apresentagio Tabular
do Instituro Brasileiro de Geograha e Estarfstica (IBGE), de 1903, Desenhos,
grificos, figuras ou outras lustragdes nfc-originais 4 publicados por outres
aurores devern ser submetides & aurorizagio para publicagio na Femina,

Envio do original

Os manuscritos devem ser enviados exclusivamenre por meio elerrinico,
para o e-mail femina febrasgo®gmail com ou pelo enderego hrep/fwww,
febrasgo.org.br, juntamente de carta de submissio (escaneada) assinada por
todos os autores ¢ com a declaragio de que:

1. o mannserito nio foi submerido e/on publicado por curra revista ante-
riormente;

. aversio final foi lida e aprovada por todos os aurores;

w M

. os direitos autorais serio repassado & FEBRASGO caso o artigo seja
publicado.

O cadastro {login e senha) no enderego hoeps/iwww febrasgo.org. br permite

(5] H('(XII}'!CIIIII:!H“‘.I\H] de todo o Processo de avali A & Pnl)] ieagio do art ign.
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