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RESUMO

Base tedrica: Atualmente, a avaliacdo prognostica do cancer de mama inicial &
principalmente baseada nas caracteristicas clinicas das pacientes e histolégicas dos tumores.
Recentemente, subtipos moleculares de carcinoma invasor da mama foram reconhecidos
através dos estudos de perfilamento genético por DNA microarray. Essa nova classificacao
pode melhorar a avaliacdo progndstica, mas essa nova tecnologia ainda nao é amplamente
disponivel. Assim, a possibilidade de identificar os subtipos moleculares através de métodos
mais simples e baratos € promissora. A identificacao do subtipo basal-like de cancer de mama
¢ particularmente importante porque tem uma evolu¢do desfavordvel e menos opgdes de
tratamento disponiveis. Adicionalmente, a expressao de Receptor para o Fator de Crescimento
Epidérmico (EGFR) parece ser mais freqiiente nesse subtipo.

Métodos: Uma coorte retrospectiva de 112 pacientes consecutivas com carcinoma primario
de mama de estdgio patoldgico I ou II, diagnosticadas e tratadas na mesma institui¢ao entre
1995 e 2000, foi estudada. As caracteristicas histolégicas e clinicas, bem como dados de
evolugdo clinica e sobrevida, foram revisados. Andlise imunohistoquimica foi realizada em
blocos representativos dos tumores com anticorpos contra Receptor de Estrogeno (RE),
Receptor para o Fator de Crescimento Epidérmico Humano-tipo 2 (HER2), CK 5/6 e EGFR.
O objetivo primdrio foi identificar a prevaléncia do subtipo basal-like de cancer de mama (RE
e HER2-negativo e CK 5/6 e/ou EGFR positivo) nessa populagao.

Resultados: 13 dos 112 (11,6 %) tumores avaliados foram do subtipo basal-like. Sua idade
média foi 49 anos; 77 % eram estdgio patolégico II e 100 % eram carcinomas ductais
invasores. Nao houve diferenca progndstica entre o subtipo basal-like e os subtipos luminal
(RE positivo e HER2 negativo); com superexpressao de HER2 (HER2 positivo) e
indeterminado (quatro marcadores negativos) com relacdo a sobrevida livre de doenca e
sobrevida geral. Esse resultado provavelmente se deve ao nimero limitado de pacientes neste
estudo e ao bom progndstico de pacientes com cancer de mama em estdgio inicial. 11 dos 112
(10%) casos foram positivos para EGFR. Tumores positivos para EGFR foram mais
freqiientemente negativos para RE (23 x 5 %; p = 0,01).

Conclusoes: Nossos resultados sugerem que é possivel identificar o subtipo basal-like de
cancer de mama através da andlise imunohistoquimica do RE, HER2, CK 5/6 e EGFR. Além

disso, a expressio de EGFR parece ser mais freqiiente em tumores RE-negativos, o que
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sugere que drogas direcionadas contra o EGFR poderiam beneficiar esse subgrupo de

pacientes.

Palavras-chave: neoplasias mamadrias, neoplasia de células basais, imunohistoquimica.
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ABSTRACT

Background: At present time, prognostic evaluation of initial breast cancer is mostly based
on patients’ clinical and tumoral histological features. Recently, molecular subtypes of
invasive breast cancer were recognized through DNA microarray profiling studies. This new
classification can potentially improve the prognostic evaluation but this technology is still not
widely available. The possibility of identifying the molecular subtypes through simpler and
cheaper methods is promising. The identification of basal-like breast cancer is particularly
important because it has a poor outcome and fewer treatment options available. Additionally,
Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) expression seems to be more frequent in this
subtype.

Methods: A retrospective cohort of 112 consecutive patients with pathologic stage I or II
primary breast carcinomas, treated in the same institution between 1995 and 2000, was
studied. Histological and clinical features as well as clinical outcome and survival were
reviewed. Immunohistochemical analysis was carried out in representative blocks of tumors
with antibodies against Estrogen Receptor (ER), Human Epidermal Growth Receptor — type 2
(HER2), CK5/6 and EGFR. The primary endpoint was to determine the prevalence of basal-
like breast cancer (ER and HER2-negative and CK 5/6 and/or EGFR-positive) in this
population.

Results: 13 of 112 tumors (11,6 %) were basal-like breast cancer. Their mean age was 49
years; 77 % were stage Il and 100 % were invasive ductal carcinomas. There was no
prognostic difference between basal-like breast cancer and the subtypes luminal (ER-positive
and HER2-negative); HER2-overexpressing (HER2-positive) and undetermined (four markers
negative) relating to disease-free and overall survival. This is probably related to limited
number of patients in this study and good prognosis of initial-stage patients. 11 of 112 cases
(10%) were positive for EGFR. EGFR-positive tumors tended to be ER-negative (23 % x 5
%; p=0,01).

Conclusions: Our results suggest that it is possible to identify basal-like breast cancer by
immunohistochemical analysis of ER, HER2, CK 5/6 and EGFR. Besides, EGFR expression
seems to be more frequent in ER-negative tumors, which suggest EGFR-targeted drugs might

benefit this subgroup of patients.

Keywords: breast cancer, basal-like subtype, immunohistochemistry



1 INTRODUCAO

O cancer de mama € atualmente o tipo de neoplasia mais freqiiente entre as mulheres
em todo o mundo, excetuando cancer de pele ndo melanoma. Apesar de altamente curdvel nos
estdgios iniciais, o cancer de mama, de um modo geral, tem impacto negativo nas taxas de
morbidade e mortalidade das pacientes afetadas quando comparadas as mulheres saudaveis da
mesma faixa etdria.

Em uma tentativa de reduzir a taxa de recidiva e de mortalidade das pacientes
diagnosticadas com cancer de mama, vdrias modalidades terapéuticas adjuvantes foram
desenvolvidas e aprimoradas nas ultimas décadas. Apesar desses tratamentos serem
consideravelmente eficazes, todos implicam em riscos de toxicidade em pacientes que podem
estar curadas apenas com o tratamento cirdrgico.

Dessa forma, a avaliacdo prognéstica acurada de uma paciente com diagndstico de
cancer de mama inicial é fundamental para que seu tratamento adjuvante seja adequado ao seu
risco potencial de recidiva. Atualmente, essa avalia¢do de risco é predominantemente baseada
em caracteristicas clinicas das pacientes e histologicas dos tumores de mama. No entanto,
evidéncias recentes sugerem que a andlise do perfil genético dos tumores, determinado através
da tecnologia de microarray, pode ter maior acurdcia na predicdo do progndstico das
pacientes do que as caracteristicas progndsticas clinicas e histoldgicas, usualmente levadas em
consideragao.

No entanto, essa nova tecnologia ainda se encontra inacessivel na maior parte dos
centros médicos que tratam pacientes com cancer de mama. A possibilidade de identificar os
subtipos moleculares descritos nos estudos de microarray através de metodologias mais
acessiveis € bastante interessante. Além de potencialmente melhorar a determinacdo do
prognéstico de pacientes com cancer de mama, o conhecimento mais detalhado desses
subtipos pode levar ao desenvolvimento de novas classes de drogas com atividade subtipo-

especifica.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Epidemiologia do Cancer de Mama

O cancer de mama € o tipo de neoplasia mais freqiiente entre as mulheres em todo o
mundo, excluindo cancer de pele ndo melanoma. A incidéncia mundial continua a aumentar,
mesmo em paises onde € relativamente baixa, como India, Coréia, GAmbia, Vietna, Tailandia
e China". No Brasil, foram previstos para o ano de 2006, 48.930 casos novos, com um risco
estimado de 52 casos a cada 100.000 mulheres. No Rio Grande do Sul, a taxa prevista foi de
88,81 casos para cada 100.000 mulheres” (Figura 1). De acordo com os dados do
GLOBOCAN 2002, o cancer de mama representa 26,6 % dos novos casos de cancer e causa
16,1 % das mortes por cancer em mulheres brasileiras®.

Nos Estados Unidos, foram estimados 212.920 novos casos de cancer de mama e

@ Uma em cada oito mulheres norte-

40.970 mortes relacionadas a doenca em 2006
americanas desenvolverd cancer de mama ao longo de sua vida. Esse risco tem aumentado
gradualmente ao longo das dltimas décadas”. Em muitos pafses ocidentais, incluindo os
Estados Unidos, apesar da incidéncia crescente, a mortalidade por cancer de mama estd
diminuindo, como resultado de diagndsticos mais precoces e avangos terapéuticos. No
entanto, em grande parte do mundo, a pobreza e o dificil acesso ao sistema de saide impedem
essa melhora'".

Esses dados epidemiolégicos demonstram com consisténcia que o cancer de mama
tornou-se um problema de ambito mundial (Figuras 2 e 3). Assim, todos os esforcos
empreendidos em pesquisas que resultem em um melhor entendimento de seus aspectos

prognoésticos auxiliardo em uma escolha mais racional entre as modalidades de tratamento

disponiveis para milhares de mulheres a cada ano em todo o mundo.



Figura 1 - Taxas brutas de incidéncia de cancer de mama por 100.000 mulheres brasileiras.
Estimativas para 2006. INCA.

< 195 < 259 M < 342 B« sz B < 1011
GLOBOCAN 2002, TARC

Figura 2 - Taxas de incidéncia anuais de cancer de mama por 100.000 mulheres.
GLOBOCAN 2002, IARC.
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< 10,3 < 135 M < 170 W< zom W = 236
GLOBOCAN 2002, TARC

Figura 3 - Taxas de mortalidade anuais por cancer de mama por 100.000 mulheres.
GLOBOCAN 2002, IARC.

2.2 Tratamento Adjuvante

No cancer de mama em estdgio inicial, toda doenga encontra-se restrita a mama com
ou sem envolvimento de linfonodos regionais e € passivel de ressec¢do cirirgica completa.
Nessa situac@o, apesar da remogdo cirdrgica do tumor primério, microdepositos de doenga
podem permanecer localmente ou em sitios distantes e, apds periodos varidveis de
acompanhamento, progredirem para uma recidiva clinica®.

Apés a avaliacdo progndstica, tratamentos adjuvantes sdao empregados, em certos
casos, apds a cirurgia, com a finalidade de controlar os microdepdsitos, reduzindo a taxa de
recidiva e aumentando a sobrevida das pacientes tratadas®™. As principais modalidades

terapéuticas adjuvantes em cancer de mama sdo: hormonioterapia, quimioterapia, o anticorpo

monoclonal trastuzumabe e radioterapia.



2.2.1 Hormonioterapia Adjuvante

A decisao de recomendar tratamento hormonal adjuvante deve ser baseada na presenga
de receptores hormonais, avaliada por imunohistoquimica do tecido do cancer de mama.
Casos com tecido tumoral insuficiente para determina¢do de receptores hormonais devem ser
considerados positivos, principalmente em pacientes pds-menopdusicas. O pequeno subgrupo
de mulheres cujos tumores nao expressam receptores de estrogeno, porém contém receptores
de progesterona também parece se beneficiar de hormonioterapia adjuvante(6).

O tratamento hormonal adjuvante deve ser recomendado em todas as mulheres cujos
tumores contém receptores hormonais independentemente da idade, situacdo referente a

menopausa, envolvimento de linfonodos axilares e tamanho tumoral®

. Algumas situagdes
podem representar excecdes a essa regra: tumores menores de 0,5 cm e tumores medindo
entre 0,6 ¢ 1 cm, bem diferenciados e sem fatores desfavordveis (alto grau nuclear ou

histolégico, invasdo angio-linfatica e superexpressio de HER2)"".

O objetivo do tratamento hormonal adjuvante € impedir que células residuais de
cancer de mama recebam estimulagdo estrogénica. Até recentemente, o tratamento hormonal
adjuvante padrdo para cancer de mama era a utilizagdao de cinco anos de tamoxifen. Os dados
da mais recente meta-andlise conduzida pelo Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative
Group confirmam as redugdes substanciais na probabilidade de recidiva, segundo cancer de
mama primario e mortalidade com uso adjuvante de tamoxifen, persistentes apds 15 anos de
acompanhamento(S) . Essa meta-andlise foi publicada em 2005 e incluiu dados de 194 estudos
randomizados de quimioterapia ou hormonioterapia adjuvantes iniciados até 1995.

Para pacientes com cancer de mama expressando receptores estrogénicos, a alocacao
para cinco anos de tamoxifen reduziu a taxa de mortalidade por cancer de mama em 34 % e a
de recidiva em 41 %, independentemente do uso de quimioterapia, idade, presenca de
receptores de progesterona e outras caracteristicas tumorais. As reducdes absolutas em quinze

anos em recidiva e mortalidade foram de 12 ¢ 9 %, respectivamente(5 )

. O tnico fator preditivo
de resposta a hormonioterapia adjuvante foi a presenca de receptores hormonais. Enquanto
houve redugdes proporcionais equivalentes de recidiva e mortalidade para cancer de mama
com ou sem envolvimento axilar, as redu¢des absolutas foram maiores em pacientes com
cancer envolvendo a axila, pelo prognéstico mais grave nesse estagio®.

A utilizacdo de tamoxifen por cinco anos foi significativamente mais efetiva do que

. . . 5 - , A .
por periodos mais curtos, de um ou dois anos®. No entanto, ndo ha evidéncias que sustentem



sua utilizacdo além de cinco anos. Além dos dados da meta-andlise, o estudo NSABP B-14,
que comparou cinco versus dez anos de tamoxifen adjuvante para mulheres com céancer de
mama em estdgio inicial, ndo mostrou vantagens na utilizacdo de tamoxifen por mais de cinco
anos® .

O tamoxifen €, em geral, bem tolerado. Na meta-andlise, a utilizacdo de tamoxifen nao
aumentou de forma significativa a mortalidade por qualquer causa em particular e a taxa de
mortalidade ndo relacionada a cancer de mama foi equivalente entre pacientes tratadas ou nao
com tamoxifen (0,8 %/ano). A utilizacdo de tamoxifen aumentou em trés vezes o risco de
cancer de endométrio e reduziu em um terco a incidéncia de cancer de mama contralateral® .

Nos dltimos anos, apds os bons resultados obtidos com os inibidores da aromatase em
cancer de mama metastitico, uma série de estudos foi publicada testando essa classe de
drogas em comparacdo com cinco anos de tamoxifen como tratamento hormonal adjuvante. A
utilidade clinica dos inibidores da aromatase € limitada a pacientes pés-menopdusicas ja que a
aromatase torna-se a principal fonte de estrogenos circulantes apenas apds a faléncia ovariana.

O primeiro desses estudos foi o ATAC trial, um grande estudo randomizado, duplo-
cego, internacional, multicéntrico que randomizou 9366 pacientes pds-menopdusicas com
cancer de mama inicial ressecado para tratamento adjuvante com cinco anos de tamoxifen,
cinco anos de anastrazol ou cinco anos da combinagdo das duas drogas(g). O brago da
combinacdo foi semelhante ao braco do tamoxifen com relacdo a todos os desfechos. O
tratamento com anastrazol associou-se a uma sobrevida livre de doenca significativamente
prolongada em relagdo ao tamoxifen. Nao houve vantagem com relagcdo a sobrevida geral até
o momento da ultima publicagdo dos resultados (seguimento mediano de 68 meses)'”. O
anastrazol também foi melhor tolerado do que o tamoxifen com relacio a cancer de
endométrio, sangramento vaginal, eventos cérebro-vasculares e tromboembdlicos venosos e
fogachos. No entanto, o anastrazol foi associado com maior nimero de desordens musculo-
esqueléticas e fraturas''?.

Além do estudo ATAC que comparou anastrazol com tamoxifen desde o inicio da
adjuvancia, dois estudos avaliaram o impacto da troca para esse inibidor da aromatase apds
dois a trés anos de tamoxifen adjuvante '"'?. No estudo ITA, que avaliou 448 pacientes, a
troca para anastrazol associou-se com maior sobrevida livre de eventos e sobrevida livre de
recidiva. Nao houve diferenca significativa com relagdo a sobrevida geral. O anastrazol
associou-se com maior taxa de eventos adversos, mas nao houve diferencga na taxa de eventos

adversos sérios entre os grupos''”. Da mesma forma, em uma compilacio de dois estudos

randomizados ABCSG 8 e ARNO 95, houve uma reduc¢do de 40 % na taxa de eventos



(metastases a distancia ou locais e cancer de mama contra-lateral) em pacientes alocadas para
a troca para o inibidor da aromatase''?. Nesse estudo, pacientes que receberam anastrazol
apresentaram uma maior incidéncia de fraturas e menor ocorréncia de eventos trombéticos do
que pacientes tratadas apenas com tamoxifen''?.

O estudo BIG 1-98 randomizou, entre 1998 e 2003, 8028 pacientes para tratamento
hormonal adjuvante com cinco anos de letrozol, cinco anos de tamoxifen, dois anos de
letrozol seguidos de trés anos de tamoxifen ou dois anos de tamoxifen seguidos de trés anos
de letrozol. Na ultima atualiza¢do dos resultados publicada recentemente, a evolugao de 4922
pacientes randomizadas para monoterapia com tamoxifen ou letrozol € comparada apds um
seguimento mediano de 51 meses. Houve uma reducdo significativa de 18 % na taxa de
eventos relacionados 2 sobrevida livre de doenca em pacientes tratadas com letrozol'?.

O objetivo do estudo NCIC CTG MA.17 foi comparar a evolucdo de 5187 pacientes
pos-menopdusicas tratadas com cinco anos adicionais de letrozol ou placebo apds encerrar a
adjuvancia hormonal com cinco anos de tamoxifen. Esse estudo foi interrompido
precocemente na primeira andlise interina, por recomendacdo do comité independente de
monitorizacdo dos dados, por uma diferenca altamente significativa em favor do letrozol na
sobrevida livre de doenga. Apés um seguimento mediano de 2,4 anos, 207 eventos (recidivas
locais ou a distancia ou cancer de mama contralateral) havia ocorrido; 75 no grupo tratado
com letrozol e 132 no grupo tratado com placebo. As sobrevidas livres de doenca estimadas
em 4 anos foram 93 % para o letrozol e 87 % para o placebo (p < 0,001). Nao houve diferenca
na sobrevida geral entre os bracos'. Em uma atualizacdo dos resultados publicada apés 30
meses de seguimento mediano, mantiveram-se a vantagem com relacdo a sobrevida livre de
doenca para o brago alocado para o tratamento com letrozol (HR = 0,58) e a equivaléncia para
sobrevida geral nos dois grupos de tratamento"”. No entanto, em uma andlise de subgrupo
planejada, houve melhora da sobrevida geral nas pacientes tratadas com letrozol, que
apresentavam cancer de mama com envolvimento axilar".

O tratamento com letrozol foi, em geral, bem tolerado. A maioria dos eventos adversos
relatados foi de grau 1 ou 2. O letrozol associou-se com maior incidéncia de fogachos (58 % x
54 %), artralgias (25 % x 21 %), mialgias (15 % x 12 %), anorexia (6 % x 4 %) e alopécia (5
% x 3 %). Por outro lado, sangramento vaginal foi mais comum com placebo (6 % x 8 %). A
ocorréncia de novos diagnésticos de osteoporose relatados pelas pacientes diferiu
significativamente entre os grupos nessa atualizacdo dos resultados (8,1 % para o grupo
tratado com letrozol e 6 % para o tratado com placebo). A incidéncia de fraturas foi

similar".



Um grande estudo de tratamento hormonal adjuvante em pacientes pds-menopausicas
com exemestane também ja foi publicado. Nesse estudo, comparou-se, apds a utilizagdo de 2
a 3 anos de tamoxifen adjuvante, a troca para o inibidor da aromatase exemestane ou a
manutencdo do tamoxifen até o final dos 5 anos pretendidos de adjuvancia. Como no estudo
anterior, a troca para inibidor da aromatase resultou em uma reducio de 32 % no risco de
recidiva ou cancer de mama contralateral em um seguimento mediano de 30 meses'®. Na
atualizacdo desses resultados publicada recentemente, manteve-se a vantagem em sobrevida
livre de doenga favorecendo o tratamento com exemestane, apés um seguimento mediano de
55 meses 7.

O exemestane foi associado com maior incidéncia de artralgias e diarréia, mas
sintomas ginecoldgicos, eventos tromboembodlicos, sangramento vaginal e cdimbras foram
mais comuns com tamoxifen '®'”. Fraturas foram relatadas mais freqiientemente no grupo do
exemestane do que no grupo do tamoxifen (4,3 % x 3,1 %; p =0,03) (7 A incidéncia de
osteoporose também variou discretamente entre os grupos, sendo 7,3 % nas pacientes tratadas
com exemestane € 5,5 % naquelas tratadas com tamoxifen (p=0,01)(17).

Os resultados desses estudos motivaram a American Society of Clinical Oncology
(ASCO) a publicar um novo conjunto de recomendacdes a respeito do uso de inibidores da
aromatase como tratamento hormonal adjuvante de pacientes pds-menopdusicas com cancer
de mama expressando receptores hormonais em janeiro de 2005. Segundo a ASCO, o
tratamento adjuvante de pacientes pds-menopdusicas com cancer de mama expressando
receptores hormonais deve incluir um inibidor da aromatase para reduzir o risco de recidiva
tumoral. Porém, nem o momento, nem a duracdo de uso do inibidor da aromatase estdo
atualmente claramente definidos. Os inibidores da aromatase sdo considerados um tratamento
inicial apropriado para todas as pacientes com contra-indicagdes ao uso de tamoxifen. Para as
demais, opg¢des incluem cinco anos de inibidor da aromatase ou tratamento seqiiencial,
consistindo de tamoxifen (por 2 a 3 anos ou por 5 anos) seguido de inibidor da aromatase por
2 a 3 anos ou por 5 anos. Pacientes que ndo toleram inibidores da aromatase devem receber
tamoxifen. A ASCO destaca que o perfil de efeitos colaterais dos inibidores da aromatase e do
tamoxifen difere e que os efeitos colaterais em longo prazo dos inibidores da aromatase,

o . . < ~ . 18
principalmente sobre massa éssea, ainda ndo estdo completamente caracterizados''”.



2.2.2 Quimioterapia adjuvante

Os beneficios da quimioterapia adjuvante para cancer de mama encontram-se
definitivamente estabelecidos. Segundo a meta-andlise de Oxford publicada em 2005, a
utilizacdo de poliquimioterapia baseada em antraciclinas, com seis meses de duracdo, reduz a
taxa de mortalidade por cancer de mama em 38 % e 20 % em pacientes com menos de 50
anos e em pacientes entre 50 e 70 anos, respectivamente. A idade da paciente ao diagndstico
foi o unico fator preditivo de resposta a quimioterapia adjuvante. As reducdes proporcionais
em recidiva e mortalidade foram equivalentes na populacdo de pacientes estudada
independentemente da presenca de receptores hormonais, utilizacdo de tamoxifen,
envolvimento axilar e outras caracteristicas tumorais"’.

A meta-andlise também confirmou a superioridade de combinac¢des de drogas em
relacdo a quimioterapia com uma Unica droga, que quatro a seis meses de um mesmo regime
produz os melhores resultados e que, para pacientes com cancer de mama expressando
receptores hormonais, a utilizagdo seqiiencial de quimioterapia seguida de hormonioterapia

fornece efeitos terapéuticos aditivos®

. A utilizacdo de quimioterapia baseada em antraciclinas
comparativamente com o regime CMF (ciclofosfamida, metotrexate e 5-fluorouracil)
associou-se a uma vantagem moderada, mas altamente significativa (redu¢do adicional de 11
% na taxa de recidiva e de 16 % na taxa de mortalidade)(5 ),

Apesar dos beneficios demonstrados, tratamentos quimioterdpicos associam-se
também com um risco definido de morbidade e mortalidade. Portanto, a decis@o clinica de
administrar quimioterapia adjuvante a uma paciente com cancer de mama ressecado deve
considerar suas caracteristicas progndsticas e comorbidades que podem aumentar os riscos do
tratamento.

Segundo as diretrizes do National Comprehensive Cancer Network (NCCN)m

, podem
ser dispensados da realizacdo de quimioterapia adjuvante certos subgrupos de pacientes de

progndstico reconhecidamente melhor:

- Pacientes com cancer de mama contendo receptores hormonais, sem envolvimento
axilar e medida tumoral de menos de 0,5 cm ou entre 0,6 e 1 centimetro e bem
diferenciado;

- Pacientes com cancer de mama sem expressdao de receptores hormonais, sem

envolvimento axilar e medida tumoral de menos de 0,5 cm;
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- Pacientes com cancer de mama de tipos histolégicos favordveis (tubular ou

coldide), sem envolvimento axilar e medida tumoral de menos de 1 cm.

Segundo as mesmas diretrizes, em certos subgrupos de pacientes, a realizacdo de

quimioterapia adjuvante é considerada opcional:

- Pacientes com cancer de mama, contendo receptores hormonais, sem
envolvimento axilar e medida tumoral ente 0,6 ¢ 1 cm, moderadamente ou
pobremente diferenciado ou associado a fatores desfavordveis;

- Pacientes com cancer de mama, sem expressdao de receptores hormonais e sem
envolvimento axilar, com medida tumoral entre 0,6 € 1 cm;

- Pacientes com cancer de mama, de tipos histolégicos favordveis (tubular ou

coléide), sem envolvimento axilar e com medida tumoral ente 1 € 2,9 cm.

Resumidamente, é pratica aceita administrar quimioterapia adjuvante a todas as
pacientes com cancer de mama com envolvimento axilar e tumores com medida superior a 1
centimetro. Para mulheres com tumor inferior a 1 cm e sem envolvimento axilar, essa decisao
deve ser individualizada .

Vale destacar que h4 dados limitados sobre a utilizacdo de quimioterapia adjuvante em
pacientes com idade superior a setenta anos, pelo baixo nimero de pacientes dessa faixa etéria
incluso em estudos clinicos randomizados. Nessa populacdo, devem ser especialmente
considerados o risco maior de toxicidade relacionada ao tratamento e a presenca de
comorbidades e maior taxa de mortes ndo relacionadas a cancer de mama, que reduz o
impacto absoluto das modalidades terapéuticas adjuvantes em pacientes idosas®.

Virias estratégias para otimizar os resultados obtidos com a quimioterapia adjuvante ja
foram estudadas. Na ultima década, mais de uma duzia de estudos avaliando o papel do
escalonamento de dose e de quimioterapia de alta dose seguida de suporte com células-tronco
hematopoiéticas autélogas foram conduzidos. Estes estudos indicaram que enquanto doses
menores do que as doses plenas padrdo foram menos efetivas, aumentos de dose com suporte
de fatores de crescimento ou células-tronco ndo aumentaram a sobrevida geral e foram
associados com morbidade substancialmente mais alta e uma incidéncia baixa, mas real, de
mortalidade relacionada ao tratamento''”. No entanto, as tentativas de utilizar dose densa em

quimioterapia adjuvante de cancer de mama tém alcancado resultados positivos. Por exemplo,

o estudo CALGB 9741 randomizou cerca de 2000 pacientes com cancer de mama axila-
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positiva para a utilizacdo concomitante de AC seguido de paclitaxel ou a utilizacdo seqiiencial
de adriamicina, ciclofosfamida e paclitaxel e adicionalmente para o uso da quimioterapia a
cada trés ou a cada duas semanas (dose densa), com o suporte de fatores de crescimento. Nao
houve diferenca entre o tratamento concomitante e o seqiiencial, mas a quimioterapia em dose
densa resultou em vantagem significativa para sobrevida livre de doenca (Hazard ratio = 0,74)
e sobrevida geral (HR 0,69)(20) .

Ap6s resultados favoraveis obtidos no tratamento do cancer de mama metastatico, uma
série de estudos comprovou o beneficio da adicdo de uma nova classe de drogas, os taxanos,
no tratamento quimioterdpico adjuvante de pacientes com cancer de mama comprometendo a
axila.

O primeiro desses estudos foi conduzido pelo Cancer and Leukemia Group B
(CALGB) e ¢ denominado CALGB 9344. Nesse estudo, apds o tratamento cirdrgico, 3.121
pacientes com cancer de mama com envolvimento axilar foram inicialmente randomizadas
para receber quatro ciclos de uma combinag¢do de ciclofosfamida na dose de 600 mg/m2 com
uma de trés doses de adriamicina: 60, 75 ou 90 mg/m2. Houve, entdo, uma segunda
randomizacdo para receber quatro ciclos adicionais de paclitaxel ou nenhuma quimioterapia
adicional em um desenho 3x 2 V.

A utilizagdo de qualquer da trés doses possiveis de adriamicina ndo resultou em
diferencas estatisticamente significativas nos desfechos clinicos, mas o acréscimo de
paclitaxel resultou em vantagem significativa com relagao a sobrevida livre de doencga (70 %
versus 65 %; p = 0,0023) e sobrevida geral (80% versus 77%); p = 0,0064) *".

Apesar dos resultados positivos do estudo CALGB 9344, questionava-se se a melhor
evolucdo das pacientes alocadas para paclitaxel era relacionada ao acréscimo do taxano a
adjuvancia ou a simples extensdo da duracdo da quimioterapia de quatro para oito ciclos.
Outro estudo de desenho similar, o NSABP B-28, demonstrou que a aloca¢do para quatro
ciclos adicionais de paclitaxel apds quatro ciclos de AC resultou em vantagem
estatisticamente significativa com relacdo a sobrevida livre de doenca (76 % vs 72 % em 5
anos), mas nao em sobrevida geral. Um ponto negativo desse estudo foi a utilizacdo do
tamoxifen em todas as pacientes com idade superior a cinqgiienta anos, independente do status
dos receptores hormonais, e seu inicio concomitante com o inicio da quimioterapia @2,

No estudo BCIRGOO01, 1491 pacientes com cancer de mama com envolvimento axilar
foram randomizadas para dois regimes de quimioterapia de mesma duragdo: seis ciclos de
Docetaxel, Adriamicina e Ciclofosfamida (TAC) ou seis ciclos de 5-Fluorouracil,

Adriamicina e Ciclofosfamida (FAC). Apds um seguimento mediano de 55 meses, houve uma
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reducdo de 28 % no risco de recidiva (75 % versus 68 % de sobrevida livre de doenca; p =
0,001) e de 30 % no risco de mortalidade (87 % versus 81 % de sobrevida geral; p = 0,008)
nas pacientes randomizadas para o tratamento com TAC. Esse beneficio terapéutico ocorreu
as custas de toxicidade aumentada, especialmente neutropenia febril, que ocorreu dez vezes
mais freqiientemente nas pacientes tratadas com TAC. No entanto, ndo houve diferenca
significativa no nimero de mortes relacionadas ao tratamento entre os dois bragos®,

O estudo PACS 01 comparou seis ciclos do regime FEC (Fluorouracil, Epirrubicina e
Ciclofosfamida) com tratamento seqiiencial consistindo de trés ciclos de FEC seguidos de trés
ciclos de docetaxel em pacientes com cancer de mama com comprometimento axilar. O

tratamento seqiiencial resultou em prolongamento significativo da sobrevida livre de doenca

(73,2 % vs 78,4 % em 5 anos) e da sobrevida geral (86,7 % vs 90,7 %) **.

2.2.3 Trastuzumabe Adjuvante

Cerca de vinte por cento dos canceres de mama apresentam superexpressdo da
proteina e/ou amplificacdo do gene Her-2, um dos membros da familia dos receptores para
fator de crescimento epidérmico. Esses tumores, na auséncia de tratamento sistémico,
associam-se com um curso clinico particularmente agressivo. O cancer de mama HER2-
positivo geralmente apresenta tamanho maior e comprometimento nodal mais freqiiente e é
mais comumente associado com intervalo livre de doenga curto™®.

O trastuzumabe € um anticorpo monoclonal direcionado contra o dominio extracelular
do HER2 e representa o unico tratamento com alvo molecular aprovado atualmente para
cancer de mama, além dos tratamentos hormonais. Apds a publicacio de estudos que
demonstraram maiores taxas de resposta e prolongamento da sobrevida com a utilizagdo de
trastuzumabe associado a quimioterapia em cancer de mama metastitico HER2 positivo,
seguiram-se estudos avaliando o trastuzumabe no cendrio adjuvante'*”.

O estudo Herceptin Adjuvant (HERA) envolveu cerca de cinco mil pacientes com
cancer de mama inicial HER2 positivo que, apds tratamento locorregional e quimioterapia
neoadjuvante ou adjuvante, foram randomizadas para um de trés bragos: observacdo ou
tratamento com trastuzumabe a cada trés semanas por um ou dois anos. O esquema de

quimioterapia foi decidido a critério do investigador. Cerca de 95 % das pacientes receberam

antraciclinas e 25 % receberam taxanos. A inclusdo de pacientes era restrita aquelas com
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envolvimento de linfonodos axilares ou, em caso contrdrio, com tamanho tumoral superior a
um centimetro (um ter¢o do total de pacientes) @8

Os dados da primeira publicagdo, com apenas um ano de seguimento mediano,
referem-se a comparacdo do braco da observacdo com o de um ano de trastuzumabe
adjuvante. Os dados referentes ao brago tratado com dois anos de trastuzumabe ainda ndo
foram publicados. Na primeira andlise interina, com um tempo mediano de seguimento
consideravelmente curto, uma grande vantagem com relagdo a sobrevida livre de doenca
emergiu. As pacientes tratadas com trastuzumabe apresentaram 85,8 % de sobrevida livre de
doenca em dois anos em comparac¢do com 77,4 % para aquelas ndo tratadas (p<0,0001). Os
dados iniciais ainda ndo demonstram vantagem estatisticamente significativa com relagdo a
sobrevida geral %

Na mesma edicao do New England Journal of Medicine, foi publicada uma andlise
combinada planejada de dois estudos norte-americanos de trastuzumabe adjuvante. Foram
incluidas nessa andlise as primeiras 1736 pacientes do estudo NSABP B31 e 1615 pacientes
do estudo NCCTG N9831 randomizadas para quatro ciclos de adriamicina e ciclofosfamida
(AC) seguidos de quatro ciclos de paclitaxel, com ou sem um ano adicional de trastuzumabe
adjuvante iniciando concomitantemente com o paclitaxel. Com um seguimento mediano de
dois anos, houve vantagem para a adi¢do de trastuzumabe com relacdo a sobrevida livre de
doenca (reducdo de risco de 52 %; p < 0,0001) e sobrevida geral (reducao de risco de 33 %; p
=0,015) .

As principais diferencas com relacdo ao estudo HERA referem-se a administracao
concomitante de quimioterapia e trastuzumabe, a inclusdo de um nimero menor de pacientes
sem envolvimento axilar (6 % do total) e a utilizacdo de taxanos em todas as pacientes
tratadas. Em ambos estudos, a principal toxicidade relacionada ao uso de trastuzumabe foi o
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca, como nos estudos em doenca metastitica. A
insuficiéncia cardiaca ocorreu em classe funcional 3 ou 4 de acordo com a New York Heart
Association em 0,5 %, 3,4 % e 2,4 % das pacientes que receberam trastuzumabe no estudo
HERA, no NSABP B31 e no brago concomitante do NCCTG NO9831 incluido na anélise
combinada, respectivamente. As diferencas em toxicidade cardiaca podem se dever ao
seguimento mais curto no estudo HERA, variacdo ao acaso entre diferentes estudos ou maior
risco associado a administragdo concomitante de trastuzumabe e quimioterapia(25).

A duragdo ideal do tratamento com trastuzumabe ainda ndo estd definida. Com relacao

a essa questdo, os resultados do estudo FinHer sdo provocativos. Nesse estudo, 1010

mulheres com cancer de mama com axila comprometida ou ndo (nesse caso, a medida tumoral
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deveria ser superior a dois centimetros e o receptor de progesterona ndo expresso) foram
avaliadas. As pacientes foram randomizadas para receber trés ciclos de docetaxel ou trés
ciclos de vinorelbina seguidos por trés ciclos adicionais de FEC nos dois grupos. A alocagado
para tratamento com docetaxel resultou em vantagem estatisticamente significativa com
relacdo a sobrevida livre de doenga e um maior numero de eventos adversos. Do total de 1010
pacientes, 232 apresentavam superexpressdao de HER2 e foram adicionalmente randomizadas
para receber ou nao nove doses semanais de trastuzumabe concomitantes com a quimioterapia
consistindo de docetaxel ou vinorelbina. A alocacdo para tratamento com trastuzumabe
associou-se a uma reducdo significativa de 58 % na taxa de recidivas ou mortes e ndo houve
maior incidéncia de desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca congestiva ou reducdes
assintomdticas na fracdo de ejec@o nas pacientes que receberam o anticorpo monoclonal por

esse periodo mais curto do que nos estudos anteriores®®.
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2.2.4 Radioterapia Adjuvante

Em cancer de mama inicial, variacdes no tratamento local que substancialmente
afetam o risco de recidiva locorregional podem também afetar a mortalidade por cancer de
mama em longo prazo(zg). Dados da meta-andlise de Oxford disponiveis para 7300 pacientes
submetidas a cirurgia conservadora para cancer de mama confirmam que adicionar
radioterapia (geralmente apenas a mama conservada) reduz as taxas de recidiva local em
cinco anos de 26 % para 7 %, com conseqiiente impacto no risco de mortalidade por cancer de
mama em quinze anos, que diminui de 35,9 % para 30,5 %>, Talvez a radioterapia possa ser
desnecessdaria em pacientes idosas (com idade superior a setenta anos) apds cirurgia
conservadora da mama para um tumor primdrio de dimensdes reduzidas e expressando
receptores hormonais, desde que a paciente seja tratada de forma adjuvante com tamoxifen'".

A meta-andlise também incluiu dados de 8500 pacientes submetidas a mastectomia
com esvaziamento axilar, diagnosticadas com cancer de mama envolvendo a axila, que foram
randomizadas ou ndo para receber radioterapia pds-operatdria (geralmente a parede toracica e
linfonodos regionais). A adicdo de radioterapia resultou em ganhos similares nessa situagdo:
reducdo da taxa de recidiva local de 23 % para 6 % e do risco de mortalidade por cancer de
mama em quinze anos de 60,1 % para 54,7 %

De acordo, as diretrizes do NCCN recomendam a realizacdo de radioterapia pos-
operatéria sempre que houver op¢ao por cirurgia conservadora da mama ou apds a
mastectomia com esvaziamento axilar que resulte em mais de quatro linfonodos axilares
comprometidos, medida tumoral superior a cinco centimetros ou margens comprometidas.
Considera-se a radioterapia pds-operatdria opcional para pacientes submetidas a mastectomia
que resulte em entre um a trés linfonodos comprometidos ou tumor ressecado com margens
exiguas'”.

A radioterapia pds-operatdria pode ser empregada concomitantemente a quimioterapia
com o esquema CMF, mas ndo com esquemas baseados em antraciclinas e taxanos, sob o
risco de aumentar a toxicidade induzida pela radioterapia em tecidos normais. Tamoxifen e
radioterapia podem ser empregados concomitantemente sem alteracao da eficdcia ou aumento

da toxicidade do tratamento'”.
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2.3 Avaliacao Prognéstica e Perfil Molecular do Cancer de Mama

O principal papel da avaliacdo progndstica em cancer de mama é determinar se certas
pacientes devem ser selecionadas para receber (ou ndo receber) tratamentos adjuvantes apds
remocao cirdrgica do tumor primdrio, com a inten¢@o de reduzir o risco de recidiva.

Os fatores progndsticos sdo medidas disponiveis no diagndstico ou no momento da
cirurgia que, na auséncia de tratamento adjuvante, associam-se com taxa de recidiva, taxa de
mortalidade ou outra evolucao clinica. Os fatores preditivos sdo medidas associadas com o
grau de resposta a um tratamento especifico(6). Os fatores prognosticos e preditivos em cancer
de mama podem ser agrupados em trés categorias: 1) caracteristicas dos pacientes, que
independem da doenca, como a idade; 2) caracteristicas da doenca, como tamanho tumoral e
tipo histolégico e 3) biomarcadores®. Atualmente, a selecio do tratamento adjuvante
sisttmico é baseada predominantemente em fatores clinicos e histologicos. Os tunicos
biomarcadores incorporados no algoritmo de decisdes sobre adjuvancia em pacientes com
cancer de mama inicial s3o os receptores hormonais, avaliados usualmente por
imunohistoquimica, e a superexpressdo da proteina HER2 e/ou amplificacdo desse gene,
avaliada respectivamente por imunohistoquimica e hibridizacdo fluorescente in situ (FISH).

Os fatores progndsticos e preditivos aceitos incluem idade, tamanho tumoral,
envolvimento de linfonodos axilares, tipo histoldgico, grau patolégico e presenca de
receptores hormonais, segundo o consenso do National Institute of Health (NIH) elaborado
em 2000, Dentre estes, o fator mais relevante para a estimativa de recidiva € a presencga de
comprometimento axilar'”. Segundo esse consenso, hormonioterapia adjuvante deve ser
empregada a todas as pacientes com tumor expressando receptores hormonais e quimioterapia
adjuvante deve ser restrita as pacientes com tumor envolvendo a axila ou com diametro
superior a um centimetro®.

Para guiar os oncologistas clinicos nas decisdes sobre manejo adjuvante em cancer de
mama, um painel internacional de especialistas retine-se periodicamente durante a conferéncia
internacional de St Gallen e propde critérios que dividem as pacientes com cancer de mama
em subgrupos de risco distinto. Na tltima conferéncia em 2005, foi definido que o principal
fator a ser considerado na decisdo sobre adjuvancia € a responsividade potencial do tumor
mamadrio ao tratamento enddcrino, determinada principalmente pelo nivel de expressao dos

receptores hormonais'".
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O painel definiu também grupos de risco de acordo com caracteristicas progndsticas
estabelecidas, excetuando a presenca de receptores hormonais que foi abordada

separadamente:

- Risco baixo: sem envolvimento axilar e com todos os seguintes: grau 1, didmetro
tumoral inferior a dois centimetros, auséncia de superexpressao ou amplificacdo do
HER?2, auséncia de invasao vascular e idade superior a 35 anos;

- Risco intermedidrio: axila negativa e pelo menos um dos seguintes: didmetro
tumoral superior a dois centimetros, grau 2 ou 3, presenc¢a de invasao vascular, idade
inferior a 35 anos, superexpressdo ou amplificacdo do HER2 ou axila positiva (um a
trés linfonodos comprometidos) e auséncia de superexpressdo ou amplificacdo do
HER2;

- Risco alto: axila positiva com um a trés linfonodos comprometidos e superexpressao

ou amplificacdo do HER2 ou com mais de quatro linfonodos comprometidos.

De acordo com os critérios atuais de St Gallen, nao hé defini¢do de um subgrupo de
pacientes com tumor contendo receptores hormonais que ndo devam ser tratadas com
hormonioterapia adjuvante. Por sua vez, a quimioterapia adjuvante poderia ser dispensada em
pacientes de risco baixo e em alguns casos de risco intermedidrio e deveria ser administrada
nos demais casos'”.

Embora esses critérios (NIH e St Gallen), baseados predominantemente em fatores
clinicos e histoldgicos, sejam fortemente progndsticos, sao imperfeitos e, em muitos casos,
levam a previsdes inacuradas e, conseqiientemente, decisdes de manejo adjuvante
inadequadas. Por exemplo, utilizando esses critérios, a quimioterapia adjuvante seria
administrada a cerca de noventa por cento das pacientes jovens com tumores sem
envolvimento axilar. Como setenta a oitenta por cento dessas pacientes ndo recidivam apds a
cirurgia, um grande ndimero delas receberia quimioterapia adjuvante sem qualquer beneficio
terapéutico, com um risco definido de toxicidade relacionada ao tratamento®?.

Nos dltimos anos, avancos tecnoldgicos possibilitaram o desenvolvimento de métodos
que permitem a avaliacdo simultanea da expressdo de centenas a milhares de genes em uma
amostra tumoral. Dentre esses, 0 método mais amplamente aplicado € o arranjo de expressdao
de genes (microarray). Esse método consiste brevemente na colocacdo de segmentos de

DNA, cada um representando um tunico gene, em espagos separados em um meio sélido,

como uma lamina de vidro. Posteriormente, procede-se a extracdo do RNA tumoral que, apds
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amplificacdo e marcacdo com um pigmento fluorescente, € incubado para hibridizagdo com as
seqiiencias de DNA complementar contidas na lamina. Em geral, esse procedimento é
realizado na presenca de RNA de uma amostra controle corado com pigmento contra-
fluorescente. Finalmente, os niveis de fluorescéncia, que representam niveis aumentados ou
diminuidos de RNA para cada amostra em relacdo ao controle, sio medidos e analisados
através de técnicas estatisticas sofisticadas®".

Usando essa tecnologia, em 2000, investigadores avaliaram 65 amostras tumorais de
cancer de mama para a expressao de um grupo inicial de 8102 genes humanos. As amostras
foram obtidas de 42 pacientes diferentes; em vinte casos, os tumores foram amostrados duas
vezes, antes e apOs quimioterapia neoadjuvante, e, em dois casos, as amostras do tumor
primdrio foram pareadas com uma amostra de um linfonodo comprometido da mesma
paciente. Um método de agrupamento hierdrquico foi usado para agrupar genes de acordo
com similaridades no seu padrdo de express@o entre as amostras € para agrupar as amostras de
acordo com similaridades no seu padrao de expressao génic0(32).

Verificou-se que amostras obtidas da mesma paciente eram sempre mais similares uma
da outra do que com qualquer outra amostra. Além disso, o experimento permitiu a
classificacdo dos tumores em subtipos de acordo com seu padrdo de expressdo gé€nica. Os
subtipos foram denominados: luminal-like/ receptor estrogé€nico positivo, basal-like, HER2-
positivo e mama normal. Essa classificagdo molecular foi corroborada por avaliacdes
adicionais realizadas nas amostras por imuno-histoquimica. Constatou-se a presenca das
citoqueratinas caracteristicas de células luminais (8 e 18) e de células basais (5/6 ou 17) nos
tumores classificados pelo experimento como luminais e basais, respectivamente.
Adicionalmente, foi verificado que nenhum dos tumores basais expressava receptores
estrogénicos e que tumores HER2-positivos demonstravam baixos niveis desses receptores®?.

O mesmo procedimento foi aplicado em um estudo subseqiiente em uma amostra
maior de pacientes e correlacionado com dados de evolucdo clinica. A principal diferenca foi
a divisdo adicional do subtipo luminal /receptor estrogénico positivo em trés subgrupos:
luminal A, B e C (Figura 4). A classificagdo das pacientes de acordo com o perfil de
expressao génica identificou populagdes com evolugdes clinicas distintas: o subgrupo luminal
A apresentava os melhores resultados; os subtipos luminal B e C e 0 mama normal, resultados

intermedidrios e os subtipos basal-like e HER2-positivo, os piores desfechos (Figura 5) ©3),
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Figura4 - Subtipos de cancer de mama definidos de acordo com arranjo de expressdo de
genes.

Sorlie, T; et al. Proc Natl Acad Sci 2001; 98:10869.
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Figura 5 - Probabilidade de sobrevida geral e sobrevida livre de doenca conforme o subtipo
molecular definido por arranjo de expressao de genes.
Sorlie, T; et al. Proc Natl Acad Sci USA 2001; 98: 10869-10874.

Em 2002, um outro grupo de pesquisadores utilizou o microarray de genes em

amostras tumorais de 78 pacientes jovens com tumores sem envolvimento axilar para buscar
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definir um grupo de genes cuja expressdo pudesse discernir pacientes de progndstico bom e
ruim. De um ndmero inicial de cinco mil genes obtidos pelo método de agrupamento
hierdrquico ndo supervisionado, foram selecionados os setenta genes com correlagdo
prognéstica mais forte, através de um método de classificacdo supervisionada®?.

De acordo com o padrdao de expressdo dos setenta genes, foi possivel definir nos
tumores uma assinatura génica de progndstico bom ou ruim. Essa avaliacdo estabeleceu
corretamente a evolucao clinica da paciente em 83 % dos casos. Pacientes com uma assinatura
génica de progndstico ruim apresentavam uma chance quinze vezes maior de desenvolver
metastases nos cinco primeiros anos de acompanhamento do que as pacientes com assinatura
de bom prognéstico. Os autores também compararam favoravelmente a capacidade preditiva
desse método com os critérios clinicos validos naquele momento (NIH e St Gallen de 2001).
A aplicacdo do preditor molecular resultaria em um nimero equivalente de pacientes que
receberia corretamente a indicacdo de quimioterapia adjuvante € em um ndmero
substancialmente menor de pacientes tratadas com quimioterapia adjuvante sem beneficio
terapéutico™.

O mesmo grupo validou posteriormente esse grupo de setenta genes em uma amostra
maior de 295 pacientes jovens com cancer de mama inicial, com ou sem envolvimento axilar.
A acurdcia preditiva do método foi similar nessa amostra. O padrdo de expressao génica foi a
caracteristica mais fortemente associada com o prognéstico das pacientes””. O perfil
progndstico molecular correlacionou-se significativamente com o grau histolégico, presenca
ou auséncia de receptores hormonais e idade, mas ndo com o didmetro tumoral, nimero de
linfonodos positivos ou modalidades terapéuticas empregadas(30).

Esses dados sugerem que a habilidade de metastatizar para sitios distantes ¢ uma
propriedade genética precoce e inerente de certos tumores de mama®”. Os dados que ora
avaliamos relacionados ao estigio tumoral tém provavelmente relacdo com o tempo de
desenvolvimento do tumor antes do diagndstico, mas nem sempre refletem com acuricia seu
potencial metastatico, fundamentalmente relacionado com seu padrao de expressao génica.

O microarray de genes ainda ndo se encontra incorporado na rotina clinica de
avaliacdo das pacientes com cancer de mama. Para que isso ocorra, hd necessidade de
validacdo prospectiva mais extensa do método e de desenvolvimento de um controle de
qualidade rigoroso, que permita reprodutibilidade das avaliacdes nos diferentes centros®".

Além disso, atualmente, a técnica de microarray de genes é consideravelmente cara e

disponivel em poucos centros no mundo.
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A possibilidade de utilizar metodologias mais acessiveis para identificar os subtipos
moleculares definidos pelo microarray de genes € bastante interessante. Dentre os subtipos
descritos, o basal-like ou triplo-negativo (receptores de estrégeno e progesterona e HER2
negativos) representa um desafio terapéutico para o oncologista clinico. Sua evolucdo
costuma ser desfavordvel e além da quimioterapia adjuvante, outras modalidades terapéuticas
sist€tmicas ndo podem ser empregadas, ji4 que os beneficios da hormonioterapia e
transtuzumabe adjuvantes dependem respectivamente da presenga de receptores hormonais e
HER?2 superexpresso.

A 1identificacdo do subtipo basal-like no diagndstico poderia levar a opg¢do por
esquemas de quimioterapia adjuvantes mais agressivos tentando reduzir o alto risco de
recidiva dessas pacientes. Além disso, o conhecimento mais detalhado dos aspectos clinicos e
bioldgicos dos tumores basais pode propiciar o desenvolvimento de novas classes de drogas

efetivas nesse subtipo ou demonstrar que drogas ja conhecidas podem ser uteis no tratamento

de tumores basais.

2.4 Cancer de Mama Basal-like ou Triplo-negativo

O subtipo basal-like de cancer de mama recebeu essa denominacdo porque seu padrao
de expressdo gé€nica € semelhante ao do componente de células epiteliais basais normais da
mama. Essas similaridades incluem auséncia de expressao do receptor de estrogeno e genes
relacionados e expressdo de citoqueratinas 5/6 e 17°9. Tumores basais-like também sdo
chamados de triplo-negativos porque, além da negatividade para receptores hormonais (RE e

209 O fenétipo triplo-negativo é

RP), tipicamente tém baixa expressio de HER
razoavelmente acurado na identificacdo do subtipo basal-like de cancer de mama, mas essa
predi¢do ndo € perfeita; cerca de 80 % dos tumores que ndo expressam RE e HER2 sdo, de
fato, basais-like®®.

Diferentes definicoes de cancer de mama basal-like a partir de resultados de
imunohistoquimica jad foram descritas na literatura. Em algumas séries de casos, a
identificacdo dos tumores basais-like baseou-se exclusivamente na positividade das células
tumorais para citoqueratinas basais, independentemente da expressdo de receptores hormonais

e HER2®73,
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Utilizando essa defini¢cdo, Banerjee et al avaliaram uma coorte retrospectiva de 282
pacientes com cancer de mama grau 3 para a expressao de CK5/6, CK14 e CK17. Dezessete
por cento dos casos foram positivos para pelo menos um dos marcadores e foram
considerados ser do subtipo basal-like. Esse grupo foi comparado com um igual nimero de
controles pareados para idade, comprometimento axilar e grau. Concluiu-se que os casos
basais-like tinham significativamente menores taxas de expressdo de RE, RP e HER2, além
de taxa de recidiva mais alta e sobrevidas livre de doenca e geral mais curtas®®.

Um grupo de investigadores no Brasil avaliou 102 casos de cancer de mama
selecionados de forma a representar eqiiitativamente os trés graus histologicos(1, 2 e 3),
segundo o sistema de graduacdo de Scarff-Bloom e Richardson. Cerca de 78 % dos casos
foram classificados como luminais puros (CK8/18 + e CKS5 -), 13 % como mistos (CK8/18 +
e CKS5 +) e 5 % como basais puros (CK8/18 - e CKS5 +). Os autores também identificaram a
expressdo de p63, uma proteina de ligacdo ao DNA relacionada ao p53, em cerca de 15 % dos
casos, freqiientemente com expressao simultanea de p63 e CKS5 nas mesmas células tumorais.
Houve também correlagdo da expressao de p63 com a presenga de baixos niveis de BRCA1
nas células neopldsicas. Esses dados reforcaram o conceito de que o BRCAI1 poderia
representar um regulador de células progenitoras, responséavel pela promog¢do da transi¢cao do
fenotipo epitelial basal para glandular. A presenca de baixos niveis de BRCAI estimularia a
expressdo de p63, que poderia favorecer a proliferacio das células progenitoras CKS +,
levando ao desenvolvimento de tumores basais-like®”.

Em outros relatos, a defini¢dao de tumor basal-like baseou-se na auséncia de expressao
de receptores hormonais e HER2, além de, em algumas séries, positividade das células
tumorais para as citoqueratinas basais**?.

Matos et al avaliaram 168 casos de carcinoma invasor de mama através de andlises
imunohistoquimicas, realizadas em tissue microarray. O objetivo era classificar os tumores
nos subtipos basal, com superexpressio de HER2 e luminal, com base na expressd@ao ou nao
pelos tumores de RE e HER2. Tumores basais eram definidos pela auséncia de expressdo de
RE e HER2 e compreendiam 7,6 % do total de casos avaliados. Os casos foram
adicionalmente avaliados para a expressao de Ki-67, P-caderina, CK 5 e p63. Os tumores
basais eram mais freqiientemente de grau 3, positivos para p63, P-caderina e CK5 e com alta
taxa de proliferagﬁo(m) .

Potemski er al avaliaram 195 casos de cancer de mama para a expressdo das

citoqueratinas basais CK5/6 ou 17, que foram detectadas em 37 % das amostras. O subtipo

basal-like foi definido pela auséncia de expressao de RE e HER2, além de positividade para
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CK5/6 ou 17 e perfazia 25 % dos casos. A coloracdo positiva para citoqueratinas basais foi
associada com pior progndstico quando comparada com pacientes negativos para
citoqueratinas basais em todos os casos. Contudo, quando apenas os casos que nao
expressavam RE foram analisados, a expressio de CK5/6 ou 17 ndao manteve seu valor
prognéstico. Os autores concluiram, de forma interessante, que o pior progndstico associado
com o fendtipo basal-like seria dependente da auséncia de expressdo do RE e ndo da
expressdo das citoqueratinas basais“".

No entanto, certamente, a definicdo imunohistoquimica mais precisa do subtipo basal-
like foi descrita por Nielsen et al que, em 21 casos de cancer de mama basal-like definidos
por experimentos de microarray de genes, avaliaram a expressdo imunohistoquimica de RE,
CK5/6, c-kit, HER1 e HER2, buscando identificar um perfil imunohistoquimico que se
correlacionasse com o perfil de expressdo génica®®.

Do total de 21 casos de cancer de mama basal-like, 13 tinham coloracio positiva para
CK5/6, 12 para HERI1 e 6 para c-kit. Dessa forma, o perfil imunohistoquimico preditivo do
subtipo basal-like foi definido por RE negativo, HER2 negativo e CK5/6 e/ou HER1 positivo.
Esse perfil foi identificado em 16 dos 21 casos, conferindo ao método uma sensibilidade de
76 % para a identificacdo do subtipo basal-like®.

Para corroborar esses dados, os autores avaliaram a expressdo imunohistoquimica dos
mesmos marcadores em experimentos de tissue microarray em uma série de 930 casos, com
tempo de seguimento mediano de 17,4 anos. A expressdao de citoqueratinas basais (CK5/6
e/ou 17) associou-se significativamente com sobrevida livre de doenca mais curta, quando
comparada com os casos negativos. A expressdo de HERI1 foi identificada em 44,1 % dos
casos que expressavam citoqueratinas basais. Essa percentagem foi semelhante a encontrada
nos casos basais-like definidos por microarray (12 dos 21 = 57 %) e significativamente
superior a identificada nos 521 casos da série negativos para citoqueratinas basais (7,9 %). No
total de casos, a expressao de HER1 foi demonstrdvel em uma fragdo maior (13,4 %) do que
CK17 (4,6 %), refor¢cando o conceito de que a inclusdo do HER1 na defini¢do de tumor basal-
like seria melhor do que a inclusdo de CK17%%.

Adicionalmente, os autores classificaram 663 amostras com resultados interpretaveis
suficientes em quatro categorias de acordo com os resultados do tissue microarray: grupo H
(HER2 positivo, ou seja, 3 + por imunohistoquimica); grupo E (HER2 negativo e RE
positivo); grupo B (HER2 e RE negativos e CK5/6 e/ou HERI1 positivo) e grupo N
(indeterminado, ou seja, negativo para os quatro marcadores). Essa definicao

imunohistoquimica do cancer de mama basal-like nao apenas se correlacionou melhor com os
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casos identificados por microarray, mas também forneceu as diferencas mais significativas
em sobrevida com relacdo aos outros grupos definidos pelo tissue microarray. O grupo B teve
progndstico significativamente pior do que o grupo E (RE negativo) e evoluc¢do similar ao
grupo H (HER?2 positivo)®®.

Além do perfil molecular, o cancer de mama basal-like também tem fatores clinicos e
histolégicos caracteristicos. Tipicamente, sdao tumores de alto grau, com alta taxa mitdtica e
elevada relacdo nicleo/citoplasma®®”. Fregiientemente, hd presenca de uma cicatriz central,

necrose tumoral, células fusiformes ou metaplasia escamosa®?.

Do ponto-de-vista clinico, € aprecidvel a correlacio entre cincer de mama em
portadoras de mutagdo no BRCA1 e o subtipo basal-like™”. Além disso, h evidéncias de que
o fenotipo basal-like é mais freqiiente em tumores de mama de intervalo em compara¢do com
tumores detectados por screening™. E possivel, também, que o subtipo basal-like seja mais
freqiiente em mulheres negras e pré-menopdusicas, conforme demonstrou um grande estudo
de base populacional, realizado no estado norte-americano Carolina do Norte™?.

O tratamento do cancer de mama basal-like é desafiador, pois este sendo tipicamente
triplo-negativo ndo é passivel de terapias-alvo, como transtuzumabe e hormonioterapia,
restando apenas a quimioterapia como alternativa terapéutica adjuvante ou paliativa. O
prognéstico ruim do cancer de mama basal-like, certamente, estd em parte relacionado com
este armamentdrio terapéutico limitado®.

Apesar do progndstico desfavordvel, os tumores de mama basais-like sdo sensiveis a
quimioterapia convencional. Em um estudo conduzido no MD Anderson Cancer Center, o
perfil de expressdo génica de 83 tumores mamarios foi determinado através de microarray no
material de pungOes aspirativas realizadas antes da quimioterapia neoadjuvante com
paclitaxel, fluorouracil, adriamicina e ciclofosfamida. Quarenta e cinco por cento dos casos de
cancer de mama basal-like obtiveram resposta patoldgica completa ao tratamento. Essa taxa

)(45). Assim, o

de resposta foi significativamente superior a obtida pelos tumores luminais (6 %
progndstico ruim relacionado ao subtipo basal-like ndo se relaciona a resisténcia primadria a
quimioterapia convencional. Ao invés disso, estd relacionado ao menor nimero de op¢des de
tratamento disponiveis em tumores triplo-negativos e a biologia intrinseca desse subtipo, que
apresenta uma alta taxa de recidiva quando resposta completa ndo € alcancada com o

.. - . . 45
tratamento primdrio e uma evolugdo pior quando recidiva“”.



25

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo primario

- Identificar o subtipo basal-like através da negatividade para RE e HER2 e
positividade para citoqueratinas 5/6 e/ou EGFR em amostras tumorais de cancer de

mama em estagio inicial e determinar sua freqii€éncia na coorte estudada.

3.2 Objetivos secundarios

- Identificar a relacdo entre o subtipo basal-like e caracteristicas progndsticas
clinicas previamente estabelecidas: idade, comprometimento axilar e estigio
tumoral;

- Determinar o subtipo molecular das amostras tumorais de acordo com o0s
resultados da imunohistoquimica: basal-like (descrito acima); HER2-positivo
(HER2 positivo); luminal (RE positivo e HER2 negativo) e indeterminado (RE,
HER2, CK 5/6 ¢ EGFR negativos);

- Identificar a relacdo entre o subtipo molecular de cancer de mama e a ocorréncia
de desfechos clinicos previamente estabelecidos: recidivas e mortes;

- Determinar se ha diferenca nos niveis de expressao de EGFR entre os tumores com

e sem expressao de receptores hormonais € com e sem expressao de HER2.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Delineamento

Trata-se de um estudo observacional, descritivo e analitico. Inicialmente, foi feito um
estudo transversal para determinar a prevaléncia dos subtipos moleculares definidos por
imunohistoquimica nas amostras tumorais, bem como a distribuicdo de caracteristicas
prognésticas clinicas das pacientes incluidas. Em seguida, procedeu-se um estudo de coorte
retrospectivo para determinar a ocorréncia dos desfechos clinicos de interesse nas pacientes.
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Sdo Lucas da Pontificia Universidade

Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS) antes de sua execugao.

4.2 Amostra

Trata-se de uma amostra de conveniéncia, de selecdo consecutiva. Foram consideradas
para esse estudo todas as pacientes submetidas a cirurgia potencialmente curativa para cancer
de mama no Hospital Sdo Lucas da PUCRS entre o periodo de janeiro de 1995 até dezembro
de 2000, com registro do exame andtomo-patoldégico no Servico de Patologia dessa
instituicdo. As caracteristicas clinicas das pacientes foram definidas a partir de uma ficha
clinica preenchida durante a revisao dos prontudrios. Os dados de seguimento foram obtidos
através dos registros no prontudrio médico das visitas de acompanhamento nos ambulatoérios

de oncologia e mastologia, bem como de internagdes hospitalares.

4.3 Critérios de Inclusao

- Sexo feminino;
- Diagnéstico histopatolégico confirmado de carcinoma invasor da mama de tipo

histolégico ductal ou lobular;
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- Estagio patoldgico I ou II, de acordo com o sistema TNM.

4.4 Critérios de Exclusio

- Estagio patoldgico III ou IV, de acordo com o sistema TNM;

- Tumores de tipos histolégicos especiais, diferentes de carcinoma ductal ou lobular
invasor da mama;

- Pacientes com registros médicos sem os dados epidemiolégicos necessarios;

- Pacientes sem nenhuma informacdo referente ao seu seguimento no prontudrio
médico ou ap6s contato telefonico;

- Pacientes que receberam modalidades terap€uticas sist€émicas antes do tratamento

cirdrgico (neoadjuvancia).

4.5 Amostras Tumorais e Técnica Imunohistoquimica

Os blocos de parafina rotineiramente processados, representativos do tumor de cada
uma das pacientes incluidas no estudo foram localizados nos arquivos do Servigo de Patologia
do Hospital Sdo Lucas da PUCRS. A imunohistoquimica foi realizada no Instituto de
Patologia, usando o método do complexo avidina-biotina-peroxidase. Resumidamente,
laminas de 4 micrometros de espessura foram cortadas e a atividade da peroxidase endégena
foi bloqueada com dgua oxigenada. A recuperacdo antigénica foi realizada através de banho-
maria em um tampao de citrato (pH 6), exceto para o EGFR, que requereu para recuperagao
antigénica incubacio com a enzima proteinase (para pronto-uso, sem necessidade de dilui¢do)
por cinco minutos. Os anticorpos primdrios foram entdo aplicados e permaneceram em
temperatura ambiente durante a noite. Os antigenos foram detectados com um anticorpo
secundério marcado com biotina e complexo ABC. Por udltimo, as ldminas foram levemente
contra-coradas com hematoxilina.

Os anticorpos primdrios empregados na técnica imunohistoquimica foram os
anticorpos para citoqueratinas 5 e 6 (Zymed; clone D5/16B4; dilui¢do 1:100), HER2
(Novocastra; clone 5A2; diluicdo 1:100) e EGFR (Zymed; clone 31G7; dilui¢do 1:100) em
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todos os casos e para receptores de estrogeno (Zymed; clone 6F113; dilui¢ao 1:100) nos casos
em que esse exame ndo foi realizado na avaliacdo inicial das pacientes. A leitura e a
interpretacdo de todas as coloracdes realizadas para esse estudo foram executadas por dois
observadores simultaneamente, sendo um deles uma patologista mamadria experiente em
imunohistoquimica. Para CK5/6 e EGFR, os tumores foram considerados positivos quando
havia qualquer reatividade citoplasmatica e/ou membranosa em células tumorais do
componente invasor. A avaliacdo da expressao de HER2 foi realizada de acordo com o
sistema utilizado no HercepTest (1+, coloracdo incompleta das membranas, fracamente
perceptivel, em mais do que 10 % das células tumorais; 2+, coloracdo completa das
membranas, fraca a moderada, em mais do que 10 % das células tumorais; 3+, coloragdo
completa das membranas, forte, em mais do que 10 % das células tumorais)(%). Para os
propositos desse estudo, os tumores foram considerados positivos para HER2 apenas quando
apresentavam coloracio com intensidade de 3+. A avaliagdo da expressdo do RE foi realizada
de acordo com o escore descrito por Harvey et al, que leva em consideracao tanto a propor¢ao
de células tumorais coradas, quanto a intensidade da coloracdo das células positivas. O escore
de proporcao varia de zero a cinco (zero = sem impregnagdo; 1 =< 1/100; 2 = 1/100 a 1/10; 3
=1/10a1/3;4 =1/3 a2/3 e 5 => 2/3 das células tumorais coradas) e o escore de intensidade
varia de zero a trés (zero = sem impregnacdo; 1 = intensidade fraca; 2 = intensidade
intermedidria; 3 = intensidade forte). A soma dos dois escores resulta em um ndmero que
varia de zero a oito; todos os casos com o escore final de dois ou mais sdo considerados

positivos 47

4.6 Analise Estatistica

Inicialmente, foi determinada a prevaléncia do subtipo basal-like na populacio
estudada, bem como as prevaléncias dos demais subtipos moleculares definidos por
imunohistoquimica. A seguir, foram construidas curvas de sobrevida livre de doenca e
sobrevida geral para cada subtipo molecular, através do método de Kaplan-Meier. As curvas
foram comparadas através do log rank teste. A relacdo entre o subtipo basal-like e as
varidveis clinicas de interesse (estdgio tumoral, comprometimento axilar, idade da paciente)

foi estudada através do teste exato de Fisher, da mesma forma que a relacdo entre a expressao
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de EGFR e a expressao de HER2 e RE. Em todos os casos, os testes foram bicaudais e um

valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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S RESULTADOS

De um total de 404 casos diagnosticados no Hospital Sao Lucas da PUCRS entre
janeiro de 1995 e dezembro de 2000, 280 foram inicialmente selecionados para revisdo para o
mestrado em Geriatria de Anna Cancela, que foi concluido em agosto de 2005, na PUCRS.
Nessa primeira revisdao, foram excluidos os casos sem dados epidemioldgicos suficientes
descritos nos arquivos médicos e sem acompanhamento clinico disponivel. Além disso, a
autora baseou-se no estadiamento clinico das pacientes e foram excluidos todos os casos com
estdgio clinico Il ou IV.

Para o atual estudo, foram adicionalmente excluidas 29 pacientes que receberam
quimioterapia neoadjuvante, 59 pacientes que apresentavam estdgio patoldgico diferente de I
ou II, 5 pacientes que tinham tumores de tipos histolégicos especiais, uma paciente que, apos
revisdo, ndo tinha dados de seguimento clinico e dez pacientes cujo exame andtomo-
patolégico ndo havia sido realizado no Servico de Patologia do HSL da PUCRS. Dessa forma,
os blocos de parafina de 176 pacientes foram procurados nos arquivos do Servigo de
Patologia do HSL da PUCRS. Sempre que disponivel, deu-se preferéncia ao bloco de parafina
correspondente a core biopsy do tumor. Apds busca exaustiva nos referidos arquivos, os
blocos correspondentes a 127 casos foram localizados e encaminhados ao Instituto de
Patologia para realizacdo da técnica imunohistoquimica. Apds a avaliagdo histolégica, 15
casos adicionais foram excluidos porque ndo continham tumor invasor de mama nos cortes
selecionados. Assim, 112 pacientes foram, de fato, incluidas na presente andlise.

Dos 112 casos avaliados, 13 (11,6%) foram do subtipo basal-like, definidos pela
negatividade para RE e HER2 e CK5/6 e/ou EGFR positivos. EGFR foi expresso em 5 dos 13
tumores basais-like (38, 5%) e CK5/6 em 12 dos 13 casos (92%). A idade média das
pacientes ao diagndstico foi 49 anos. Trés tumores basais-like ocorreram em pacientes com
40 anos de idade ou menos, representando 21,4 % dos casos ocorrendo nessa faixa etdria. Os
dez casos restantes ocorreram em pacientes com mais de 40 anos, totalizando 11,6 % dos
casos nesse grupo. Essa diferenga nao foi estatisticamente significativa (p=0,207).

N3ao houve correlagdo do subtipo basal-like com o status de envolvimento axilar; nove
dos treze casos ndo apresentavam envolvimento axilar no diagnoéstico (12,3 % do total de
casos NO) e quatro casos apresentavam (10,3 % do total de casos N1) (p=1,0). Da mesma
forma, nao houve correlagdo significativa entre o subtipo basal-like e o estadiamento

patoldgico. Trés dos treze casos foram definidos como estdgio patoldgico I (7,9 % dos casos
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estdgio I) e dez casos, como estdgio patologico II (13,5 % dos casos estagio II) (p=0,53).
Todos os casos do subtipo basal-like eram carcinomas ductais invasores.

Com relac@o aos marcadores testados, os seguintes resultados foram obtidos: 81 casos
(72,3 %) foram positivos para RE (Figura 6); 13 casos (11,6 %) foram positivos para HER2
(Figura 7); 11 casos (9,8 %) expressavam EGFR (Figura 8) e 36 casos (32,1 %) expressavam
CK5/6 (Figura 9). Além dos treze casos definidos como basais-like, 77 (68,8%) foram
definidos como luminais, 13 (11,6%) como HER2-positivos € 9 (8 %) como indeterminados,

pois ndo expressavam nenhum dos quatro marcadores testados (Tabela 1).

Tabela 1 - Descricdo das principais caracteristicas dos subtipos basal-like, luminal, HER2-
positivo e indeterminado

Idade Média Tipo Histolégico Estagio I/11 NO/N1
ﬁl‘lzsfg)”ke 49 anos 100 % CDI 23 %/77%  69%/31 %
Luminal 13 9% CLI/ 87
(n=77) 54 anos %CDI 34 % [ 66 % 65 % /35 %
HER2-positivo 8 % CLI/ 92 %

(n=13) 53 anos CDI 46 % / 54 % 69 % /31 %
Indeterminado
(n=9) 53 anos 100 % CDI 33 % 1 67 % 56 % | 44 %

CDI = carcinoma ductal invasor
CLI = carcinoma lobular invasor
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Figura 6 - Coloracido positiva nuclear para RE (escore Allred 8).

Figura 7 - Coloracdo positiva nas membranas celulares para HER2 (intensidade 3+).
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Figura 8 - Coloracdo positiva na membrana e citoplasma para EGFR.

Coloracdo positiva na membrana e citoplasma para CK 5/6.

Figura 9 -
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Trés dos treze casos de tumores basais-like apresentaram recidivas durante o periodo
de acompanhamento (duas recidivas locais e uma recidiva sist€mica). Nesse grupo, houve
uma morte relacionada a cincer de mama. No total de casos, ocorreram 26 recidivas e 12
6bitos em um periodo mediano de seguimento de 81 meses. Nao houve diferenca significativa
nas curvas de sobrevida livre de doencga e sobrevida geral dos subtipos basal-like, luminal,

HER2-positivo e indeterminado (Figuras 10 e 11).

. tipo
1,0 HH—
_h_\_"\—ﬂ basal
— HER 2
indeterminado

0,8 ! o luminal

0,6
0,4
_'.
0,2
0,0
| ! ! | ! | | !
0 20 40 60 80 100 120 140

sobrevida livre de recidiva

Figura 10 - Curvas de sobrevida livre de doenca para os subtipos basal-like, luminal, HER2-
positivo e indeterminado.
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Figura 11 - Curvas de sobrevida geral para os subtipos basal-like, luminal, HER2-positivo e

indeterminado.

Do total de 112 casos, 11 demonstravam expressao imunohistoquimica de EGFR. Os

casos EGFR-positivos eram mais freqiientemente RE-negativos (Tabela 2) e HER2-positivos

(Tabela 3).

Tabela 2 - Relacgdo entre a expressdo de EGFR e RE.

EGFR-positivo EGFR-negativo Total
RE-positivo 4 (4,9%) 77 (95,1%) 81 (100%)
RE-negativo 7 (22,6%) 24 (77,4%) 31 (100 %)
P=0,01; teste exato de Fisher.
Tabela 3 - Relacdo entre a expressdo de EGFR e HER?2.
EGFR-positivo EGFR-negativo Total
HER2-positivo 4 (30,8%) 9 (59,2%) 13 (100%)
HER2-negativo 7 (7,1%) 92 (92,9%) 99 (100 %)

P=0,023; teste exato de Fisher.
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6 DISCUSSAO

Recentemente, varios subtipos moleculares de carcinoma invasor da mama foram

reconhecidos através dos estudos de perfilamento genético por DNA microarray***. O

(48)

subtipo basal-like representa cerca de 15 a 25 % do total de casos de cancer de mama™’ e foi

associado com evolugdo desfavoravel em diversas populacdes de pacientes>* %49,

No atual estudo, o subtipo basal-like correspondeu a 11,6 % do total de casos. A
porcentagem relativamente menor do que em estudos prévios pode estar relacionada ao
estdgio inicial das pacientes incluidas. Os subtipos basal-like € HER2-positivo associam-se
com tamanhos tumorais maiores ao diagnéstico do que os casos RE-positivos*”. De acordo,
em nossa coorte de pacientes com cancer de mama de estigio patoldgico I e II, cerca de 70 %
dos casos sao RE-positivos.

Outra possivel explicacdo para as diferentes prevaléncias encontradas estd relacionada
as metodologias e defini¢des empregadas em diferentes estudos de imunohistoquimica. Na
atual série, 32 % dos casos demonstraram expressao de CK5/6 — um niimero quase trés vezes
maior do que o de casos classificados como basais-like. Em estudos anteriores, a porcentagem

%(36,37,39,41)

de casos com expressdo de citoqueratinas basais variou entre 14 % e 37 e, em

algumas situagdes, essa positividade foi suficiente para a defini¢cdo do subtipo basal-like®™®.
Essa variacdo pode ser atribuida a diferentes anticorpos empregados (para CK5/6, CK 14 ou
CK 17), metodologias utilizadas (tissue microarray versus imunohistoquimica convencional),
critérios para selecionar os pacientes e, possivelmente, discordantes interpretacdes das
laminas coradas para citoqueratinas basais. Atualmente, estipula-se que qualquer coloragdo
positiva (na membrana e/ou citoplasma) em células do componente invasor é suficiente para
definir a expressdo das citoqueratinas basais. No entanto, essa leitura € muitas vezes

dificultada pela presenca de ductos mamarios normais residuais entremeados no componente

invasor (Figura 12), que podem gerar uma interpretacao falso-positiva.
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Figura 12 - Ductos mamadrios normais residuais entremeados no carcinoma invasor de
mama, com coloracdo falso-positiva para CK 5/6.

Por outro lado, se nossa defini¢ao fosse baseada exclusivamente na negatividade para
RE e HER2, 22 casos (19,6 % do total) teriam sido definidos como basais-like. Esse nimero
incluiria os casos atualmente classificados como indeterminados, conforme descrito por
Nielsen et al, que acreditam que esses casos tratam-se de tumores basais-like com expressao
fraca ou focal de CK5/6 e/ou EGFR, luminais com baixa expressao de RE, tumores mama
normal-like e casos com problemas técnicos®.

Certamente, os critérios utilizados por Nielsen et al sio os mais acurados para a
identificacdo imunohistoquimica do subtipo basal-like. Essa definicdo ndo so se correlacionou
melhor com os casos de cancer de mama basais-like identificados por DNA microarray,
como forneceu as diferencas em sobrevida mais significativas com relagao aos outros subtipos
em uma coorte de 663 pacientes seguidas por um longo perl’odo(36). Contudo, apesar de
bastante especificos, esses critérios tém 76 % de sensibilidade e, assim, deixam de classificar

9 Além disso, esse estudo foi

como tal cerca de Y% dos casos de tumores basais-like
executado através de tissue microarray que tem acuricia potencialmente diferente da técnica
imunohistoquimica convencional, usualmente empregada. Outra questdo importante é que a
coorte estudada por Nielsen ef al era predominantemente de casos de cancer de mama RE-

negativos (60%). Mesmo nesse grupo, a prevaléncia de tumores basais-like foi de 15 %, o que
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permite concluir que a definicdo proposta por Nielsen et al € bastante rigorosa e seu
significado clinico e progndstico precisa ser validado em outros estudos antes de sua
incorporagdo na rotina de avaliagao das pacientes com cancer de mama inicial.

Nossos resultados também demonstraram que nao houve associac@o do subtipo basal-
like com estagio patolégico, envolvimento axilar ou idade das pacientes. A auséncia de
associacdo do subtipo basal-like com as varidveis clinicas pode se dever ao nimero
relativamente pequeno de pacientes em nosso estudo e a opcdo pela defini¢ao
imunohistoquimica mais estrita desse subtipo, que pode ter deixado de classificar
corretamente alguns casos verdadeiramente basais. Outros estudos haviam identificado

(49)

associacdo do subtipo basal-like com estdgio tumoral mais avancado ~ e idade mais jovem

das pacientes*?.

Com relacdo aos nossos dados de evolucdo clinica, ndo houve diferenca significativa
com relacdo a sobrevida livre de doenca e sobrevida geral em um seguimento mediano de 81
meses para os subtipos de cincer de mama basal-like, luminal, HER2-positivo e
indeterminado, definidos através de imunohistoquimica. Isso provavelmente se deve ao bom
progndstico das pacientes com cancer de mama em estigio patolégico I e II incluidas na atual
avaliacdo. Em um total de 112 casos, houve apenas 26 recidivas (23 % do total) e 12 Gbitos
(10,7 % do total). A auséncia de significancia progndstica dos subtipos também pode estar
relacionada ao nimero relativamente pequeno de pacientes nessa andlise.

A expressao imunohistoquimica de EGFR foi identificada em cerca de 10 % dos casos
em nosso estudo e casos EGFR-positivos foram mais freqiientemente RE-negativos e HER2-
positivos. Siziopikou et al identificaram coloracdo positiva para EGFR em 26 % dos 306
casos de cancer de mama avaliados em seu estudo. Essa coloragdo também foi
significativamente mais freqiiente em tumores RE-negativos (59 versus 12 %). Quando os
pacientes foram avaliados concomitantemente para RE, RP e HER2, a expressao de EGFR foi
mais comum nos casos triplo-negativos (64 %), em comparagdo com os tumores RE e RP-
negativos ¢ HER2-positivo (47 %) e RE e RP-positivos e HER2-negativo (11 %)°”. No
estudo de Nielsen er al, 13,4 % do total de casos e 44,1 % dos casos positivos para
citoqueratinas basais demonstraram expressdo imunohistoquimica de EGFR, sugerindo que o
EGFR ¢ freqlientemente superexpresso em tumores basais®®. Em um estudo coreano, de 776
casos avaliados, 10 % demonstraram coloracdo positiva para EGFR. Os mesmos critérios
adotados por Nielsen et al foram utilizados para definir os casos basais-like. 45 % dos casos
basais-like, 16,5 % dos casos HER2-positivos e apenas 2 % dos casos RE-positivos

apresentavam expressio de EGFR“”.
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O EGFR ¢ uma proteina tirosina-quinase ligada a membrana celular, que pertence a
familia dos receptores para fatores de crescimento epidérmico humanos (HER1 ou EGFR;
HER2; HER3 e HER4). Apds sua ativacao, o EGFR dimeriza-se e, conseqiientemente, ativa
varias vias de sinalizacdo intra-celulares envolvidas em proliferacdo celular e

. A 0
carcmogenese(s )

. Ja foi demonstrado, em vdrias séries, que a expressao imunohistoquimica
de EGFR em casos de cancer de mama associa-se com evolucdo desfavoravel,
independentemente de outros fatores prognésticos*®). Isso pode sugerir que o0 EGFR tem um
papel relevante na patogénese dos casos de cancer de mama, onde ocorre sua superexpressao.
Além da expressdo mais freqiilente de EGFR em tumores basais-like e RE-negativos

1(36,49,50)

de um modo gera , estudos pré-clinicos t€ém demonstrado que a inibi¢do da tirosina-

quinase do EGFR em linhagens celulares RE-negativas reduz a taxa de proliferacdo celular®".
Além disso, o uso do gefitinib em ratos transgénicos MMTV-erbB2 (em que um promotor
viral mantém o HER2 superexpresso) retarda o tempo até o desenvolvimento de tumores RE-
negativos®". Assim, o EGFR pode representar um alvo terapéutico interessante nesse
subgrupo de pacientes com cancer de mama e alguns estudos com drogas anti-EGFR
(anticorpo monoclonal cetuximab e inibidores de tirosina-quinase) ja estdo em andamento
nessa populagdo para testar essa hipotese.

Com relagdo a expressdao concomitante de EGFR e HER2, os dados disponiveis sdo
mais controversos. Em nossa série, 30,8 % dos casos HER2-positivos demonstravam
expressdo imunohistoquimica de EGFR, que foi identificada em 16,5 % dos casos HER2-

(49)

positivos no estudo coreano' . Além disso, no estudo conduzido por Siziopikou et al, a

expressao de EGFR foi mais comum em tumores triplo-negativos (64 %) do que em tumores

negativos para RE e RP, mas positivos para HER2 (47 %)

. Apesar dessas disparidades, ha
evidéncias pré-clinicas que apontam para uma acdo conjunta do EGFR e do HER2,
favorecendo a atividade ndo-transcricional do RE, ao nivel da membrana celular e/ou
citoplasma, que pode contribuir para o desenvolvimento de resisténcia ao tamoxifen em
tumores RE—positivos(Sz) . Além disso, dados clinicos ja foram publicados demonstrando que o
lapatinib (um inibidor de tirosina-quinase anti-HER2 e anti-EGFR) é efetivo em pacientes
com tumores HER2-positivos que apresentaram progressdo durante o tratamento com
transtuzumabe®?.

Concluindo, nossos resultados sugerem que € possivel identificar o subtipo basal-like
de cancer de mama através da andlise imunohistoquimica convencional do RE, HER2, CK5/6
e EGFR, apesar de ndo termos conseguido demonstrar o significado clinico dessa definicao

em nossa amostra. Além disso, a expressdo de EGFR parece ser mais freqiiente em tumores
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RE-negativos, sugerindo que drogas anti-EGFR podem representar alternativas terapéuticas

promissoras nesse subgrupo de pacientes.
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