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RESUMO

INTRODUCAO: Os estudos dos perfis de expressdo génica dos carcinomas de
mama identificaram um subtipo de tumor com pior prognostico denominado subtipo
basal. Tais tumores séo caracterizados por apresentarem negatividade para receptor
de estrégeno e HER2, muito embora ainda ndo estejam bem caracterizadas quais as
proteinas que poderiam ser bons marcadores para distinguir este subtipo de
carcinoma.

OBJETIVO: Avaliar o desempenho da expresséo das proteinas EGFR, CK5, CK14,
p63 e P-caderina, para identificar o fenotipo basal do carcinoma de mama.
Secundariamente, analisar as caracteristicas morfolégicas dos subtipos do
carcinoma de mama.

METODOS: Este estudo do tipo validacdo de teste diagndstico foi constituido por
121 espécimes de carcinoma de mama, conservados em blocos de parafina,
selecionados consecutivamente no Servico de Anatomia Patoldgica do Hospital
Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina, entre janeiro de 1994 a
dezembro de 2004. Dos blocos doadores, foram extraidos dois cilindros de 2 mm de
didametro e depositados nos blocos de parafina receptores, usando a técnica de
Tissue Microarray (Abcam ® Cambridge, UK). Nestes cortes foi feita a pesquisa dos
marcadores de diferenciacdo do fenotipo basal através de imunoistoquimica.
RESULTADOS: O carcinoma de mama do subtipo basal mostrou diferencas
especificas dos subtipos ndo basais: alto grau (grau lll) (p<0,0001), RE e HER2
negativos (p<0,0001) e (p<0,0001), e os marcadores basais CK5 (p<0,0001) e CK14
(p<0,0001) foram os que apresentaram melhor desempenho para identificar o
fendtipo basal. Em todos os casos do subtipo ndo basal, a CK14 foi negativa
(p<0,0001). O EGFR contribuiu para distinguir os verdadeiros casos negativos do
fenotipo ndo-basal (p=0,0414).

CONCLUSAO: O presente estudo revelou que os marcadores do fenétipo basal CK5
e CK14 demonstraram um bom desempenho para distinguir o subtipo basal dos néo
basais, destes, 0 CK14 apresentou o melhor valor preditivo positivo (100%).
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Gene expression profiles in breast cancer have identified a tumour
subtype with worse prognosis entitled basal-like type. These tumours are
characterized by their negativity for oestrogen receptor and HER2, although good
protein markers of this type of carcinoma have not yet been identified.

AIM: To assess the performance of expression of the following proteins: EGFR, CK5,
CK14, p63 and P-cadherin, in order to identify the basal phenotype of breast
carcinomas. Afterwards, morphological features of the breast cancer subtypes were
evaluated.

METHODS: This validation of the diagnosis test study encompassed 121 paraffin-
embedded breast carcinoma samples, consecutively selected in the Pathological
Anatomy Service in University Hospital of the Federal University of Santa Catarina
between 1994 and 2004. Two cores of 2mm in diameter were extracted from the
donor blocks and placed in the receptor blocks, using the Tissue Microarray
techniqgue (Abcam ® Cambridge, UK). The search for the basal phenotype
differentiation markers was performed on the slides using immunohistochemistry,
after the blocks were cut.

RESULTS: Basal like breast carcinomas have shown significant differences from the
non-basal subtypes: high grade (grade lll) (p<0,0001), ER and HER2 negative
(p<0,0001) and (p<0,0001), and the basal markers CK5 (p<0,0001) and CK14 (p<
0,0001) were the ones which displayed a better performance in the identification of
the basal phenotype. EGFR contributed to the distinction of the non-basal truly
negative cases (p=0,0414).

CONCLUSIONS: This study demonstrated that CK5 and CK14 are good markers to
distinguish the basal subtype from the non-basal tumours. Among the molecules

tested, CK14 displayed the best positive predictive value (100%).



1. INTRODUCAO

O carcinoma de mama é a neoplasia maligna mais freqiiente em mulheres *?,
com incidéncia mundial crescente . No ano 2000 foram registrados 1.050.000

casos, expressando 22% de todos os casos de carcinoma no contexto mundial 3**

6,7.

No Brasil, a incidéncia do carcinoma de mama é semelhante a dos paises
desenvolvidos, porém apresenta variacdes de acordo com as regifes do pais .
Neste contexto, no estado de Santa Catarina e na cidade de Floriandpolis este
carcinoma tem sido o mais freqiiente nos ultimos anos °. Em 2006, segundo dados
do Instituto Nacional do Cancer (INCA), foram registrados 1.610 novos casos,

destes, 140 novos casos foram diagnosticados em Florianépolis °.

1.1. Consideracdes Gerais

O carcinoma de mama € uma doenca complexa apresentando padrbes
histopatolégicos diversos, com desfechos clinicos diferentes e variacdes de
respostas ao tratamento > **. Em se tratando de uma doenca multifatorial, existe
uma forte relacdo entre fatores genéticos e ndo genéticos, com acumulo de
numerosas e frequentemente desconhecidas alteracbes moleculares, que levam a
proliferacdo celular, instabilidade genética e aquisicdo de um fendtipo resistente e
invasivo *2. As mudancas nas atividades dos genes alcancam o ambiente interno e a
vizinhanca das células tumorais e a combinagdo entre os fatores exdégenos com
variagcdes genéticas inatas do individuo constituem a causa para a manifestacédo
tumoral através de diferentes fenétipos *°.

Um dos maiores desafios para o estudo da carcinogénese mamaria, conforme
as atuais classificacfes dos perfis de expresséo génica, inicialmente propostos pelo
grupo de Stanford 4, seria identificar marcadores especificos que pudessem

predizer quais os tumores de mama com pior prognostico.



1.2. Perfil Molecular de Expressdo no Carcinoma de Mama

Desde o inicio desta década, o estudo do perfil molecular do carcinoma de
mama vem mostrando um importante avanco a partir da identificacdo dos perfis de
expressdo génica propostos por Perou et al **, que foram baseados em estudos com
cDNA microarrays.

Neste trabalho pioneiro, os autores estudaram uma plataforma de mais de
8.000 genes humanos, pertencentes a 42 pacientes, e conseguiram definir perfis de
expressdo diferentes para os carcinomas de mama **.

O primeiro nivel de classificagdo separou tumores negativos para o receptor de
estrégeno (RE) e tumores positivos para a expressdo deste receptor **
Subsequentes analises mais refinadas foram realizadas em modelos propostos por
varios pesquisadores **°.

A rigor, correlacionando os subtipos de carcinoma de mama com parametros
clinicos relevantes, como o tempo de sobrevida e o tempo livre de doenca destas
mulheres, foi possivel distinguir os atuais conceitos em que se baseia a classificagdo

11, 14, 15, 20, 21

molecular , a saber:

- Luminal A (fenétipos RE positivo/HER2 negativo): Foi caracterizado pela elevada
expressao de genes expressos pelas células epiteliais luminais, como, por exemplo,
as citoqueratinas (CK) 7, 8,18 e 19. A este fenétipo esta associada a assinatura de
melhor prognéstico, e néo se verifica expressdo aumentada de HER2 **. A maioria
dos carcinomas nao relacionados a mutacdes genéticas, sao caracterizados por este
perfil 22,

- Luminal B (fenétipos RE positivo/HER2 positivo): Foi caracterizado por baixa ou
moderada expressao de genes expressos pelas células epiteliais luminais, como, por
exemplo, as citoqueratinas (CK) 7,8,18 e 19. A este fendtipo esta associada a
assinatura de pior prognéstico, sendo particularmente relacionado a recidiva tumoral,
por apresentar possiveis similaridades com os tumores RE negativos (subtipo
Superexpressdo do HER2 e Basal) ™' 2. Provavelmente, este perfil esteja ligado a

mutacBes genéticas .



- Superexpressdo do HER2 (fenétipos RE negativo/HER2 positivo): Foi
caracterizado pela expressdo aumentada de varios genes expressos nas células

11

progenitoras A amplificacdo do oncogene HER2, e concomitantemente a

superexpressdo de sua proteina, é atualmente implicada como um importante
biomarcador de prognéstico no carcinoma de mama 2% ?*. Provavelmente, este perfil
também n&o esteja relacionado a mutagdes genéticas *> %°.

- Basal (fendtipos RE negativo/HER2 negativo): Foi caracterizado pela expressao
de varios genes expressos nas células progenitoras ou células basais/mioepiteliais
1 De acordo com as mais recentes publicacdes, este fenétipo mostra positividade
para CK5/6, CK14, receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), P-caderina,
p63 e CK17 que sdo proteinas expressas nas células basais/mioepiteliais, e nosso
grupo tem dado especial atencdo ao estudo do perfil basal de carcinoma de mama
10,15, 20, 21, 26, 27, 28, 29,30, 31,32 Egte perfil esta ligado a mutages genéticas ™, e é um
dos mais intrigantes subtipos tumorais, pois tem associacdo com pior prognéstico 2’
e ndo possui um alvo terapéutico definido como os outros subtipos 3. Portanto, ndo
responde ao tratamento com drogas anti-estrogénicas nem com 0 anticorpo
monoclonal anti-HER2 denominado trastuzumab % 2% 2434,

| 14 através do

- Normal Breast-Like: Ultimo grupo identificado por Perou et a
aumento da expressao de muitos genes conhecidos por serem expressos pelo
tecido adiposo e por outros tipos de células néo epiteliais. Estes tumores também
mostraram forte expressdo para genes epiteliais basais e baixa expressédo para
genes do epitélio luminal *. Apesar disso, atualmente ainda ndo esta clara sua
distincdo e seu valor clinico **.

Atualmente, um dos objetivos da investigacdo molecular do carcinoma de
mama é saber se os tumores com perfil basal surgem de uma célula basal, e assim
buscar melhorar a terapia, utilizando marcadores destas células como proteinas-alvo
22 0 principal interesse em caracterizar os niveis de expresséo génica do carcinoma
de mama esta na determinacdo do subtipo basal por meio da verificacdo das
citoqueratinas basais (CK5, CK6, CK14 e CK17) ** % 2% EGFR, p-63 e P-caderina '*
2’ A importancia e a grande atencdo neste subtipo de carcinoma de mama vem
aumentando nos ultimos anos devido a freqlente demonstragdo com um pior

desfecho e menor sobrevida livre de doenca para as pacientes 2> 21 2¢,



Em recente revisdo, Sorlie *

investigou se os diferentes subtipos do
carcinoma de mama poderiam representar grupos clinicamente distintos, utilizando
para tanto analise univariada, comparando com a sobrevida global e a sobrevida
livre de doenca. A curva de Kaplan-Meier, baseada em quatro subtipos (excluindo o
Normal Breast-Like) mostrou diferencas altamente significantes na sobrevida global
entre as pacientes de subclasses diferentes **.

Resultados intrigantes foram observados no subtipo Luminal, revelando
diferentes desfechos. A observacao entre o Luminal A e Luminal B, evidenciou que o
subtipo Luminal B pode representar um grupo clinicamente distinto com pior curso
da doenca, sendo particularmente relacionado a recidiva tumoral, provavelmente por
similaridades deste grupo com os tumores RE negativos (subtipo Basal e o
Superexpressdo do HER2) . Este subtipo pode refletir o grupo de pacientes que
nado se beneficiam com o uso de tamoxifen adjuvante, mesmo com valores de
receptor de estrégeno positivo **.

Em 2006, Sorlie et al *°, validaram e caracterizaram os dois principais
subtipos do carcinoma de mama, previamente definidos como clinicamente
relevantes (subtipo Luminal A e Basal), em amostras de carcinoma de mama em
estagios iniciais, utilizando trés diferentes plataformas em DNA microarray *. A
caracterizagdo destes dois subtipos revelou que mecanismos distintos podem ser
pré-programados, em estagios iniciais, nestes diferentes subtipos da doenca. Os
resultados observados produziram maiores evidéncias que tais subtipos
representam entidades biologicamente distintas, e que podem necessitar de

estratégias terapéuticas diferentes .



1.3. Carcinoma de Mama: Diagndstico Baseado em Técnicas Moleculares

A genética do cancer tem sofrido grandes modificagBes através do emergente
campo dos genomas e dos recentes avangos nas técnicas utilizadas para determinar
o perfil molecular, revolucionando e influenciando uma possivel transformacdo da
prética clinica **.

Recentes tecnologias aplicadas nos estudos de DNA, RNA, do perfil das
proteinas, e da distribuicdo do genoma, podem ser usadas para retratar um fenétipo
mais preciso do tumor **. Neste contexto, a caracterizagéo sistematica e detalhada
dos tumores em uma escala gendmica pode ser correlacionada com informagdes
clinicas, contribuindo, desta forma, para aumentar o entendimento das causas e
progressdes do cancer, assim como permite capacitar a descoberta de novos
marcadores moleculares, possibilitando as intervencées terapéuticas **.

Com base nestes conhecimentos atuais, cabe ressaltar que as diversas
entidades coletivamente chamadas de “cancer” ttm em comum a origem, ja que
resultam do acumulo de mutacdes, instabilidades cromossémicas e alteracdes
epigenéticas **. Juntas, elas promovem um aumento da taxa de proliferacdo e do
dano celular, que prejudicam progressivamente o detalhado e complexo sistema de

regulacdo do crescimento e da morte celular ***3.

1.3.1. DNA microarray

Estudos com DNA microarray foram descritos pela primeira vez por Schena et
al ® em 1995 e demonstraram o poder da hibridizacdo em uma escala gendmica, a
partir de um sistema com alta capacidade para monitorar a expressdo de muitos
genes *°. Para determinar o perfil de expressdo génica utilizando este método, sdo
empregados polimeros de acido nucléico imobilizados em uma superficie solida,
como pontos de DNA (chamados de probes) para sequenciar os genes *’. Os probes

podem ser pequenos oligonucleotideos, c-DNA ou sequéncias gendmicas . A



técnica mede o rendimento da expressdo génica em milhares de genes
simultaneamente e pode ser empregada em um grande numero de amostras
dispostas paralelamente *’. Os resultados podem ser utilizados para aprimorar o

diagnéstico e a classificacdo molecular dos tumores *° 3940

, estimar a probabilidade
de metastases ** e predizer a resposta & quimioterapia combinada *%.

Neste sentido, salienta-se que, com o desenvolvimento de métodos com alta
tecnologia, como o c-DNA microarray, e com o0 esclarecimento da estrutura da
sequéncia do DNA humano, ocorreram grandes mudancas estratégicas nas
pesquisas relacionadas ao cancer *?, tornando possivel a analise da expressdo do
genoma, ao medir niveis de expressdo de milhares de genes ao mesmo tempo,
contrastando com a abordagem classica gene a gene *°.

Particularmente, ferramentas genémicas, como o0 DNA microarrays, possuem
um grande potencial para decifrar os padrées moleculares dos tumores e para
identificar novos e melhores marcadores clinicos *°. Deste modo, a analise dos
padroes de expressdo génica de milhares de genes usando DNA microarrays tem
demonstrado a grande diversidade entre os tumores que tém uma aparente
semelhanca histopatolégica *°. Para validar os achados desta técnica molecular (c-
DNA microarray) nos carcinomas de mama, tem sido utilizada a técnica denominada

Tissue Microarray (TMA) 3% 44,

1.3.2. Tissue Microarray (TMA)

Esta técnica (TMA) foi descrita pela primeira vez em 1998, causando uma
evolucdo na trajetéria da pesquisa na area de ciéncias biomédicas *°. A sua

utilizacdo possibilitou validar novos marcadores tumorais *°, correlacionar os

resultados com a aplicacdo terapéutica *°

e, consequentemente avaliar alvos
moleculares em um grande numero de amostras paralelas de tumor, num mesmo
periodo de tempo * 3448 O campo de aplicacdo do TMA é muito amplo, e sua
principal utilizacdo € em pesquisas que necessitam analisar tecidos com técnicas in

situ, como a imunoistoquimica (IHQ), a hibridizagdo do RNA in situ (RNA-ISH) e a



hibridizacdo fluorescente in situ (FISH), que sédo excelentes para o0 estudo de
epidemiologia molecular *2.
A andlise de tecidos em grande escala tem custo elevado e € lenta e

12

problematica quando métodos tradicionais de patologia séo utilizados Desta

maneira, o TMA permitiu a realizacdo de experimentos nas mesmas condi¢cdes

técnicas com economia de tempo e de recursos 4" %%,

1.4. Marcadores Imunoistoquimicos Utilizados em Carcinoma de Mama

Tradicionalmente, a imunoistoquimica (IHQ) é um dos principais métodos
para determinar o perfil de expresséo protéica em anatomia patolégica *°. A maioria
dos marcadores utilizados na IHQ tem um papel bem estabelecido, ou presumido, ou
ainda representam proteinas das quais a transcricdo foi discriminada em estudos
prévios de perfil génico *. Sua caracterizacdo na discriminacdo das proteinas pode
fornecer novos marcadores Uteis para analise, diagnéstico, progndstico e
monitoramento do cancer, e ajudara a desenvolver novos alvos moleculares para as

drogas anti-tumorais 3.

1.4.1. Receptores Hormonais

Os receptores hormonais (RH) sdo proteinas que se ligam aos horménios
circulantes, mediando os seus efeitos celulares *°. Os mais estudados em carcinoma
de mama séo os receptores de estrégeno (RE) e os receptores de progesterona
(RP) *°.

Ha mais de um século se conhece a associacao do carcinoma de mama com

51, 52

0s receptores de estrdgeno , € durante décadas a analise de receptores

hormonais foi realizada através de métodos bioquimicos *°.



Avancos na técnica para deteccéo dos receptores hormonais possibilitaram a
determinacdo mediante a realizacdo de imunoistoquimica >**°. A descoberta dos
receptores de estrogeno forneceu um poderoso marcador preditivo e prognadstico, e
um eficiente alvo para o tratamento dos casos de carcinoma hormdnio-dependente,
com o uso de drogas antiestrogénicas 2.

Sommer e Fuqua °? focalizaram a acdo dos receptores de estrégeno em
relacdo ao carcinoma de mama, delineando o importante papel dos receptores
hormonais no desenvolvimento, progress&o e tratamento da doenca 2.

Tumores com receptor de estrogeno positivo, horménio dependente
apresentam melhor resposta a terapia anti-hormonal e podem ser tratados com
tamoxifen ou com outras drogas alternativas que afetam a ac&o do estrégeno °’.
Contudo, alguns carcinomas de mama sao ou podem tornar-se resistentes a terapia

hormonal, mesmo que nestes casos expressem o receptor de estrégeno positivo °’.

1.4.2. Fator de Crescimento Epidérmico

A familia de receptores conhecidos como “fator de crescimento epidérmico”, €
constituida por quatro receptores da tirosina-kinase, que sdo o receptor do fator do
crescimento epidérmico (EGFR/HER1/c-erbB1), o receptor do fator de crescimento
epidérmico humano (HER2/c-erbB2), o HER3 (c-erbB3) e 0 HER4 (c-erbB4) 8,

1.4.2.1. EGFR (HER1/c-erbB1)

O gene do EGFR esté localizado no cromossomo 7pl11.2-p12 e compreende
28 exons *°. Foi o primeiro receptor transmembrana a ser ligado diretamente com o
cancer em humanos *°. A amplificacdo deste gene tem sido descrita em diferentes

tumores, principalmente no do sistema nervoso central, pulméo e estémago * %%,



Recentemente, a expressao da proteina do EGFR foi descrita nos carcinomas

de mama °8 567

, Sobretudo em um tipo especial de tumor relacionado ao fenétipo
basal denominado carcinoma metaplasico, que embora seja menos frequente (3,7%
de todos os carcinomas da mama), encontra-se inserido na via de diferenciacédo da

8 - 7 Os carcinomas

célula progenitora/mioepitelial da carcinogénese mamaria
metaplasicos de mama sdo tumores de subtipo basal que apresentam
superexpressao da proteina e amplificacdo do gene do EGFR (HER1/c-erbB1), e
nao exibem do HER2/c-erbB2, em analises de hibridizacdo in situ cromogénica

(CISH) e na imunoistoquimica >® .

1.4.2.2. HER2

O gene HER2 estd localizado no cromossomo 17921, sendo homologo,
porém distinto do receptor do fator do crescimento epidérmico (EGFR) e é codificado

por uma proteina transmembrana que possui uma atividade de tirosina-kinase

intracelular ",

A amplificacdo e a superexpressdo do referido gene ocorrem em

32, 81

aproximadamente 15% dos carcinomas de mama , e foram relacionadas com

maior agressividade da doenca através da apresentacdo de menor tempo livre de
doenca e da sobrevida global, nas mulheres com esta alteracdo ™ "® 78 &
A amplificacdo do oncogene HER2 e concomitantemente a superexpressao

7

de sua proteina é atualmente implicada como um importante biomarcador de

prognéstico no carcinoma de mama 23 2,

A importancia clinica do diagnostico do
HER2 estd associada com o desenvolvimento de uma droga anti-tumoral
denominada trastuzumab (Herceptin, Roche Ltd, Basel, Switzerland), que é um
anticorpo monoclonal humanizado que atua contra a porcéo extracelular do produto
protéico do HER2 1022 24,34

A grande maioria dos estudos relacionados ao HER2 se vale da

imunoistoquimica para detectar a sua superexpressao protéica na membrana celular



82 Sem a amplificagéo deste oncogene, a expressado protéica é baixa e indetectavel
por tal método %2. Além disso, este método estad sujeito a artefatos técnicos e
diferencas de sensibilidade entre diferentes anticorpos e os tecidos pré-tratados 2.
Por esta razdo, métodos que avaliam a amplificagdo do gene parecem ser mais
especificos ®. As duas principais técnicas utilizadas para esta avaliacdo sdo: a
Hibridizacdo Fluorescente in situ (FISH) %2

(CISH) .

e a Hibridizacdo Cromogénica in situ

1.4.3. Marcadores de Células Basais

1.4.3.1. Citoqueratinas

As citoqueratinas (CK) sao proteinas dos filamentos intermediarios
codificados por genes KRT que estdo agrupadas em regides do braco do
cromossomo 12q (KRT 1-8) e 17q (KRT 9-25) .

Estas proteinas podem ser distinguidas de duas formas, pela massa
molecular em baixo peso e alto peso, e pelo ponto de vista isoelétrico, dividido pelo
tipo | acido (CK 10-20) e tipo Il basico (CK1-9) 3.

As CK sdo empregadas como marcadores especificos para diferenciar os
tipos de células epiteliais, e estdo sendo atualmente utilizadas com grande interesse
para marcar as células da glandula mamaria % 3-8,

Sabe-se que os anticorpos para citoqueratinas do tipo Il (CK5 e 6) e do tipo |
(CK14) coram as células basais e/ou mioepiteliais, ao passo que 0s anticorpos para
citoqueratinas do tipo Il (CK7 e 8) e do tipo | (CK 18 e 19) se associam com as
células epiteliais luminais/glandulares *°.

Os padrdes de expressao das CK sao conservados durante a oncogénese,
desta forma, carcinomas de mama podem ser classificados de acordo com a

expressdo das suas citoqueratinas ®*.



1.4.3.2. Caderinas

As caderinas sao uma superfamilia de moléculas de adesao dependentes de
calcio e tem um importante papel na determinacéo do fendétipo epitelial, na migragéo
e na diferenciacéo celular e na disseminac&o tumoral °.

As duas caderinas classicas, E-(epitelial) e P-(placentaria), encontram-se
preferencialmente localizadas nas juncdes intercelulares, sdo do tipo aderente e tém
uma estrutura bésica comum, todavia com diferentes pesos moleculares,
especificidade de ligacao e distribuicéo tecidual ®.

Na mama, a P-caderina é expressa nas células mioepiteliais e nas cap cells,
putativas células-tronco da glandula mamaria, enquanto que a E-caderina é

8 Estas moléculas

expressa nas ceélulas mioepiteliais/basais e nas luminais
desempenham importantes papéis na determinacdo do fendtipo epitelial, na
migracao e diferenciacéo celular e na disseminacao tumoral °.

Paredes et al, estudaram a P-caderina e sugeriram sua expressdo num
grupo de carcinomas de mama predominantemente de alto grau (GlIl), receptor de
estrogeno negativo, com niveis de proliferacdo mais elevados e com um

comportamento mais agressivo .

1.4.3.3. p63

O gene TP63 decodifica pelo menos seis distintas isoformas, sendo que uma
delas (ANp63) é expressa na populagédo celular basal do epitélio, e € necessaria
para a manutencédo da populacdo somatica basal 2.

A proteina p63 é um fator de transcricdo nuclear homélogo da p53, necessario
para o desenvolvimento da mama, como mostrado em estudos experimentais com
camundongos knockout &',

Esta proteina é expressa nas células basais/mioepiteliais do epitélio da mama

%8 e esta relacionada com tumores do subtipo basal ?’.



1.5. Aspectos Histopatolégicos

Apesar dos avangos nas pesquisas relacionadas aos métodos de diagnostico
utilizando a biologia molecular para a determinacdo de marcadores de expressdo
protéica, os fatores prognésticos tradicionais (tamanho tumoral, condi¢cdo dos
linfonodos e os parametros histopatoldgicos) ainda sédo observados rotineiramente.

Até o final da década passada, os fatores de prognostico determinados no
exame anatomo-patoldgico classico tinham uma grande importancia principalmente
devido a maior tendéncia a conservagdo da mama nas cirurgias e a demonstracao
da eficacia do tratamento de quimioterapia no carcinoma de mama disseminado >*.
Além disso, a determinacdo de componentes morfolégicos possibilitava distinguir o
carcinoma e correlacionar com determinantes de prognéstico °*.

Entretanto, em 1999, o Colégio Americano de Patologistas reuniu-se com um
grupo multidisciplinar e avaliou os fatores prognosticos e preditivos da resposta
terapéutica no carcinoma de mama ® . No consenso, publicado em julho de 2000,
foi determinada a estratificagdo destes fatores em trés categorias: categoria | sao
fatores jA& comprovados de importancia progndstica e Uteis no tratamento clinico das
pacientes; categoria Il sdo os fatores extensamente estudados biolégica e
clinicamente, mas cuja importancia necessita ser validada em estudos
estatisticamente fortes; e a categoria Ill engloba todos os outros fatores que néo
foram estudados suficientemente para demonstrarem o seu valor prognéstico %,

Deste modo, os fatores de progndstico sdo determinados pelas caracteristicas
clinicas das pacientes e pelos aspectos patoldgicos/biolégicos dos tumores, que
permitem prever a evolucdo clinica da doenca ou a sobrevida da paciente no
momento do diagnéstico inicial ®°. Por outro lado, os fatores preditivos s&do as
caracteristicas clinicas, patologicas e biolégicas utilizadas para estimar a
probabilidade de resposta do tumor a um tipo especifico de terapia adjuvante .

Dados publicados no consenso mostram que o envolvimento do linfonodo
loco-regional por metastase de carcinoma de mama € um dos mais importantes
fatores de prognostico, capaz de predizer a sobrevida livre de doenga e a sobrevida

global em carcinoma de mama °* **. Somente 20-30% das pacientes com linfonodo



negativo poderédo desenvolver recorréncia da doenca em 10 anos, comparado com
cerca de 70% das pacientes com envolvimento axilar 2.
Em relacdo ao tamanho tumoral, este, é considerado um fator de prognadstico

tempo dependente %

, pois o componente invasivo do carcinoma de mama,
identificado  microscopicamente, é o0 melhor determinante preditivo do
comprometimento linfonodal que o tamanho total do tumor (componente in situ e
componente invasivo), uma vez que, somente o componente invasivo reflete a
capacidade metastatica do carcinoma .

Quanto a graduacéo histologica, foi recomendada pelo protocolo do Colégio
Americano de Patologistas a utilizacdo do Sistema de Graduacdo de Scarff-Bloom-
Richardson modificada por Elston e Ellis, o qual emprega a graduacgéo histolégica
combinada de Nottingham 3 °*.

Salienta-se que o0s carcinomas invasivos de mama, com excecdo do
carcinoma medular devem ser graduados e o sistema de graduacgao utilizado deve
ser especificado no laudo anatomo patolégico *.

Para a classificacdo dos carcinomas de mama, o protocolo do Colégio
Americano de Patologistas preconizou ainda a utlizacdo da classificacdo da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), ndo excluindo, contudo, o uso de outras
classificagOes, tais como a publicada pelo Instituto de Patologia das Forgas Armadas

(AFIP) 9%

1.6. Consideracg8es Finais

Em resumo, até o final da década passada, as pacientes que tinham o
diagnéstico de carcinoma de mama eram tratados como doencas semelhantes,
baseados principalmente numa classificagdo morfoloégica que impossibilitava
justificar por que 0os casos com 0 mesmo diagnostico e estadio podiam ter desfechos

clinicos marcadamente diferentes.



As deficiéncias na investigacao dos diferentes tipos tumorais, como doencas
distintas, podem ser explicadas pelas presumiveis limitacbes da classificacdo
vigente que utilizava somente critérios clinicos e morfolégicos.

Hoje em dia, ninguém duvida da importancia dos estudos do grupo de
Stanford ¥, que baseado em estudos com cDNA microarrays, impulsionou a
classificagdo dos carcinomas de mama ao introduzir conhecimentos sobre o perfil
molecular.

Porém, atualmente sédo descritos muitos marcadores de células basais, com
diferencas na sensibilidade. Desta forma, mais estudos s&o necessarios para
categorizar o valor do desempenho dos marcadores de células basais para
identificar o fendtipo basal do carcinoma de mama e orientar a conduta clinica
destes pacientes.

Assim, um dos maiores desafios dos pesquisadores € melhorar 0s
diagnésticos para direcionar condutas terapéuticas mais individualizadas,
especialmente as pacientes com perfil basal, que estao relacionadas com um pior
prognéstico e com um curso da doenca mais agressivo, sem resposta a terapia
utilizada.

Para tanto, optou-se por realizar o presente estudo para analisar o
desempenho dos marcadores de células basais (EGFR, CK5, CK14, p63 e P-
caderina), para identificar o fendtipo basal e comparar com caracteristicas
morfolégicas.

O emprego da técnica do TMA deveu-se para que todos 0s experimentos
fossem realizados nas mesmas condi¢cdes técnicas com economia de tempo e de

recursos.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o desempenho da expresséo das proteinas EGFR, CK5, CK14, p63 e
P-caderina, para identificar o fenétipo basal do carcinoma de mama, através da
técnica de tissue microarrays. Secundariamente, foram analisadas caracteristicas

morfolégicas dos subtipos do carcinoma de mama.

2.2. Objetivos Especificos

1. Calcular a frequéncia dos subtipos do carcinoma de mama com base na
classificagcdo molecular.

2. Calcular a frequéncia da expressédo das proteinas EGFR, CK5, CK14, p63 e
P-caderina com o fenétipo basal e ndo basal do carcinoma de mama.

3. Calcular a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor
preditivo negativo da expresséo das proteinas EGFR, CK5, CK14, p63 e P-
caderina para identificar o fenétipo basal do carcinoma de mama.

4. Analisar a associacdo das caracteristicas morfoldégicas com os fenétipos do

carcinoma de mama.



3. SUJEITOS E METODOS

3.1. Desenho do Estudo

Este foi um estudo do tipo de validagéo de teste diagnostico, o qual faz parte
da linha de pesquisa “Mecanismos celulares e moleculares envolvidos na
patogénese e na progressado do cancer ginecoldgico e mamario“ do grupo CAGIMA,
cadastrado no CNPq (ANEXO 1).

3.2. Selecédo de Sujeitos e Tamanho da Amostra

O tamanho amostral foi de 196 mulheres, selecionadas consecutivamente e que
tiveram diagndstico de carcinoma de mama no Servi¢o de Anatomia Patoldgica (SAP) do
Hospital Universitario (HU) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), no
periodo de janeiro de 1994 a dezembro de 2004.

Todos o0s registros médicos das mulheres que foram submetidas a
procedimentos cirdrgicos na mama e cujo material foi enviado ao SAP foram vistos
pela mestranda. Foram selecionadas mulheres admitidas no estudo por apresentarem
no registro meédico o diagndstico de carcinoma de mama.

Para isso, foram revistos e separados para o presente estudo os laudos
anatomo-patolégicos, laminas e respectivos blocos de parafina contendo material de
carcinoma de mama e que estavam arquivados no SAP. Além disso, foram revistos
todos os prontuarios médicos, no Servico de Arquivo Médico (SAME) do HU, das

mulheres incluidas no estudo.



3.2.1. Critérios de inclusao:

— Mulheres com diagndstico histolégico de carcinoma de mama.

3.2.2. Critérios de exclusao:

— Casos cujo material ndo foi encontrado ou n&o apresentou condigdes para
a avaliacdo da expressdo das proteinas através do método
imunoistoquimico e casos que ndo continham os dados clinicos no

prontuério médico.

— Casos com diagnéstico anatomo-patolégico de carcinoma medular,
porque este subtipo especial de carcinoma de mama faz parte da maioria

dos casos do subtipo do fenétipo basal do carcinoma de mama ’.

Portanto, foram obtidos inicialmente 196 casos, em que foram excluidos 75
casos, sendo 6 cujos blocos de parafina ndo foram encontrados por terem sido
retirados pelas pacientes, 15 sem informac¢fes clinicas nos prontuarios, 10
impréprios para o estudo imunoistoquimico, 7 com diagnéstico de carcinoma
medular, 37 com resultado indeterminado quando houve negatividade para RE e
HER?2 associada a negatividade para todos os marcadores (EGFR, CK5, CK14, p63
ou P-caderina) ou resultado indeterminado para RE ou para o HER2, restando,

entdo, 121 casos, que correspondem ao nosso material do tamanho amostral final.



3.3. Variaveis e Conceitos

3.3.1. Variaveis

1) Subtipos do carcinoma da mama (subtipo Luminal A, subtipo Luminal B,
subtipo Superexpressdo do HER2, subtipo Basal).

2) Expresséao do receptor RE (positivo/negativo/indeterminado).

3) Expresséao da proteina HER2 (positivo/negativo/indeterminado).

4) Expressdo das proteinas do EGFR, CK5, CK14, p63 e P-caderina
(positivo/negativo).

5) Grau histolégico (G I, G I, G IlI).

6) Linfonodos (positivo/negativo).

3.3.2. Conceitos

- Subtipos do carcinoma de mama

Os subtipos do carcinoma de mama seguiram a classificacdo de Perou

|l4 |21

et al =", modificada por Sorlie et al “, e a caracterizacao do subtipo do fenoétipo

I 15, 20

basal foi segundo critérios de Nielsen et al e Sorlie et a encontram-se

descritos na sequéncia e apresentados no Quadro 1:

e Subtipo Luminal A guando houve positividade para o0 RE e negatividade
para o HER2 %,

e Subtipo Luminal B quando houve positividade para o RE e para 0 HER2 .



Subtipo Superexpressdao do HER2 quando houve negatividade para o RE e
positividade para o HER2 2%,

Subtipo Basal quando houve negatividade para RE, HER2 e positividade
para pelo menos um dos marcadores basais: EGFR, CK5, CK14, p63 ou P-

caderina 4 1520.21

QUADRO 1. Classificagcao dos subtipos do carcinoma de mama

Classificagdo do Expressédo das
subtipo do proteinas EGFR,
RE HER2
carcinoma de mama CK5, CK14, p63 e
P-caderina
Luminal A positivo negativo negativo/positivo
Luminal B positivo positivo negativo/positivo
Superexpressao . . . .
negativo positivo negativo/positivo
HER2
Basal negativo negativo positivo

- Express@es das proteinas RE, HER2, EGFR, CK5, CK14, CK8/18, p63 e P-

caderina

A expressao imunoistoquimica para os marcadores moleculares P63 e RE
foi observada pela marcacdo nuclear, e do CK5 e CK14 pela marcacao
citoplasmatica, independentemente da intensidade da marcacao. Considerou-
se um caso positivo se mais de 10% das células marcaram com RE, P63, CK5
e CK14. Para a avaliagdo da marcacdo do HER2, EGFR e da P-caderina,

levou-se em consideragcdo a percentagem de células com marcagao



Scarff-Bloom-Richardson modificado por Elston e Ellis

membranar. A positividade do HER2 e do EGFR foi avaliada de acordo com o
meétodo recomendado pelo kit Hercepteste (DAKO) das quatro categorias (0, +,
++, +++), foi considerado positivo quando os resultados englobavam as
categorias ++ e +++ %, Uma vez que a expressdo da P-caderina é observada
apenas nas células mioepiteliais da glandula mamaria normal, qualquer nivel de
expressdo da P-caderina foi considerado anormal e aberrante nos carcinomas

de mama %.

- Grau histolégico

O grau histologico foi determinado segundo o Sistema de Graduacao de

9.9 com pontuacdo para

cada uma das seguintes caracteristicas:

Formacdo Tubular: escore 1 (na maior parte do tumor, > 75%), escore 2
(entre 10% e 75%) e escore 3 (em menos de 10%).

Grau nuclear (pleomorfismo): escore 1 (nldcleos pequenos, com pouco
aumento ou variagdo no seu tamanho em comparacdo com 0s nucleos das
células epiteliais ductais normais, com contornos regulares e uniformidade de
cromatina nuclear), escore 2 (ndcleos maiores do que os ndcleos das células
ductais normais, aspecto vesiculoso, nucléolos mais visiveis, geralmente
Unicos e com moderada variagdo no seu tamanho e forma) e escore 3
(variacdo acentuada no tamanho e forma nuclear; ndcleos volumosos e
bizarros, vesiculosos, com nucléolos grandes proeminentes, geralmente
multiplos).

indice mitético: as figuras de mitose, contadas em dez campos de maior
aumento na periferia do tumor, onde a atividade proliferativa € mais intensa.

Apoés a somatoria dos valores dados para cada uma das caracteristicas acima

citadas, os carcinomas de mama invasivos foram classificados em trés graus:

Grau |, baixo grau (bem diferenciado): 3 a 5 pontos;
Grau I, grau intermediario (moderadamente diferenciado): 6 a 7 pontos;

Grau lll, alto grau (pouco diferenciado): 8 a 9 pontos



- Linfonodos

Os linfonodos foram agrupados em duas categorias (positivo e negativo)

guando da presenca ou ndo de metastase em pelo menos 1 linfonodo.

3.4. Descricao dos Procedimentos Técnicos (IPATIMUP) (ANEXO 2)

3.4.1. Construcédo dos Tissue Microarrays (TMA)

3.4.1.1. Selecédo dos Tecidos para a Construcao do TMA

A partir dos blocos de tecidos doadores, foram realizados cortes histolégicos
de 4um para coloragdo Hematoxilina-Eosina (HE). As novas laminas foram
sequencialmente analisadas ao microscépio Optico por um patologista (D.S.C.V.), e
duas é&reas morfologicamente significativas do componente tumoral foram
selecionadas na lamina de vidro. Posteriormente, foram delimitados dois circulos
(correspondentes as areas significativas) em cada bloco doador sobrepondo as
laminas marcadas, para assim marcar a area de extracdo do material dos blocos

doadores.

3.4.1.2. Montagem dos TMA

A partir do numero de éareas selecionadas em cada bloco doador, foram
construidos mapas com as coordenadas de localizagdo de cada caso nos blocos
receptores (APENDICE 1) que foi seguido criteriosamente durante a confec¢do dos
TMA.



Os blocos receptores do Tissue Microarrays (TMAs) foram construidos no
Tissue MicroArray builder ab1802 (Abcam® Cambridge, UK), composto por um
molde de 24 cilindros e por uma “seringa extratora” (punch-extractor). De cada bloco
doador foram extraidos dois cilindros de 2mm de diametro e depositados nos blocos
receptores, previamente preparados. A seringa extratora apresenta uma marcacao
de 5mm, de acordo com o tamanho dos cilindros do molde do bloco receptor, para
gue os cilindros de tecido extraidos tenham todos a mesma altura.

Depois de depositados todos os cilindros, os 18 blocos receptores, agora
TMAs, foram colocados na estufa a 37°C durante 1 hora com a face de corte virada
para baixo e sobre uma lamina de vidro. A cada intervalo de uma hora os blocos
eram pressionados para promover a homogeneizagdo dos mesmos. Deste modo, 0s
cilindros de tecido ficaram aderidos as paredes do bloco receptor e a superficie de

corte ficou homogénea através do contato com a lamina.

3.4.1.3. Corte do Bloco de TMA

Antes de realizar os cortes histolégicos, os TMAs foram esfriados a -10°C
durante 30 minutos. Apdés o corte sequiencial de 2um (micra) de espessura, as
laminas foram envolvidas numa camada de parafina até a sua utilizacdo no processo
de imunoistoquimica. Foi feita a coloracdo HE, do primeiro corte de cada TMA, para
controle morfolégico da presenca de tumor.

Foram utilizados uma placa fria (Leica EG1130, Germany) e um micr6tomo
(Reichet-Jung 2030, Bicut, Germany) para a realizacdo dos cortes histolégicos.

Usaram-se dois tipos de laminas, conforme os cortes histolégicos eram
destinados para coloragdo com Hematoxilina-Eosina (HE) (Marienfeld, Germany) ou
para imunoistoquimica (Superfrost®Plus, Germany), apresentando estas um maior

poder de adeséao.



3.4.2. Método Imunoistoquimico

Todos os casos foram processados de acordo com o método da
Estreptavidina-Biotina-Peroxidase, tendo sido utilizado o kit comercial supracitado. A
técnica foi realizada segundo um protocolo estabelecido e padronizado pelo
laboratério de imunoistoquimica do Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da
Universidade do Porto (IPATIMUP).

Para a recuperacdo antigénica, foram utilizadas duas solucbes comerciais
(Unmasking solution — tampao citrato, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA e
EDTA (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, USA) e um banho (JenconsPLS SUBS,
Grant instruments, Cambridge, UK), além de uma solugéo de bloqueio de peroxidase
endogena a 3% (solucao de perédxido de hidrogénio a 3% (Panreac, Espanha) em
metanol, (Sigma-Aldrich, Germany).

Em resumo, os cortes de TMA foram desparafinados, reidratados e
submetidos a recuperacgéo antigénica induzida pelo calor em banho a 98°C. Utilizou-
se solucéo Retrieval (pH=6) e EDTA (pH=8) durante 30 minutos, onde aplicaram-se
oito anticorpos primarios monoclonais (Quadro 2). A peroxidase enddgena foi
blogueada com peroxido de hidrogénio a 3%, seguindo-se o bloqueio protéico com
soro especifico. Os cortes foram incubados com os diferentes anticorpos
monoclonais nas condigcbes previamente otimizadas (Quadro 2). Seguiu-se a
incubacédo do anticorpo secundario e do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase.
A peroxidase foi revelada pelo DAB e o corte contrastado com Hematoxilina de
Mayer.

Todas as laminas foram analisadas por dois observadores (F.M., F.C.L.S.) no

microscoépio de multiobservacao (Leica MDL, Germany).



QUADRO 2: Anticorpos monoclonais utilizados no método imunoistoquimico:

Tempo de Antigeno de
Anticorpo Clone Fabricante Diluicao incubacéo recuperacgao
(min) (min)
CK5 XM26 LabVision 1:50 60 30 - Tris EDTA
(1:10)
. . 30 — tampdo
p63 4A4 LabVision 1:150 60 citrato (1:100)
EGFR 31G7 zymed 1:100 60 30 — solucdo
’ de pepsina
CK14 LL0O2 Novocastra 1:400 60 30 - Tris EDTA
(1:10)
BD . 30 - Tris EDTA
P-cad 56 Transduction 1:50 60 (1:10)
. . 30 — tampdo
RE SP1 LabVision 1:150 30 citrato (1:100)
HER2 SP3 LabVision 1:80 30 30 — tampdo

citrato (1:100)

Nota: No EGFR, P-caderina e CK14 foi usado anticorpo secundario com o polimero, a excecdo da P-caderina
cuja recuperacao antigénica foi realizada com EDTA.

3.4.3. Controles

Em cada bloco receptor foram colocados casos que serviam de controle

interno (1 fragmento de tecido testicular e 3 fragmentos de tecido mamario normal).

Estas amostras foram processadas da mesma forma, uma vez que pertenciam ao

TMA e néo apresentavam expressao relevante do antigeno.

3.5. Coleta de Dados




Foi elaborada uma ficha que ndo continha o nome das mulheres e foram
numeradas em ordem sequencial de acordo com a incluséo no estudo (APENDICE 2).
A coleta de dados iniciou apds a aprovacido do projeto pelo Comité de Etica

em Pesquisa em Seres Humanos da UFSC.

3.6. Analise dos Dados

Os dados transcritos na ficha foram revisados manualmente, para a detec¢éo
de possiveis erros de selecdo e preenchimento. Foi criado um banco de dados com
codificacdo das variaveis utilizando Excel®. A digitacdo do banco foi realizada com
conferéncia manual através da listagem dos dados, na ordem em que foram
incluidos. A revisdo da consisténcia dos dados foi feita mediante tabelas descritivas,
e em seguida, o arquivo gerado foi transportado para o programa Epi Info 3.3.2

Para a realizacdo da andlise estatistica, os dados foram descritos por meio de
frequéncias absolutas (n) e relativas (%).

Foi utilizado o Teste Exato de Fisher para verificar a associagdo entre as
variaveis estudadas e a classificagdo do subtipo tumoral.

Os marcadores foram avaliados em relacdo a deteccdo de subtipo basal
através do Teste Exato de Fisher.

Calcularam-se medidas de acerto como sensibilidade, especificidade, valores
preditivos positivos e negativos (VPP e VPN), com seus respectivos intervalos de
confianca (IC 95%).

Definiu-se como sensibilidade a proporc¢ao dos individuos com a doenca, que
tém um teste positivo para a doenca, a especificidade como a proporcdo dos
individuos sem a doenca, que tém um teste negativo, o valor preditivo positivo (VPP)
do teste como a probabilidade de doenca em um paciente com resultado positivo e o
valor preditivo negativo (VPN) a probabilidade de n&o ter a doenca com resultado

negativo .


http://www.cdc.gov

O nivel de significancia assumido foi de 5% e o software utilizado para analise
foi 0 SAS verséo 8.2.

3.7. Aspectos Eticos

O projeto deste trabalho foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina, de acordo com a
Resolucdo n°. 196/96, 251/97 e 292/99, do Conselho Nacional de Salde, do
Ministério da Saude, com parecer consubstanciado - Projeto n°® 141/2005, aprovado
em reunidao do dia 30 de maio de 2005 (ANEXO 3), com ementa complementar
aprovada em reunido do dia 08 de junho de 2006 (ANEXO 4).



4. RESULTADOS

Dos 121 casos deste estudo, 99 (82%) foram do subtipo ndo Basal (54,5%
Luminal A, 6% Luminal B e 21,5% superexpressdo do HER2). A frequéncia do

subtipo Basal foi observada em 18% dos casos estudados (Tabela 1).

TABELA 1 - Frequéncia dos subtipos do carcinoma de mama.

Subtipo RE HER2 Marcador basal Frequéncia*
Luminal A positivo negativo negativo/positivo n = 66 (54,5%)
Luminal B positivo positivo negativo/positivo n =7 (6%)

superexpressao . . ) »
negativo positivo negativo/positivo n =26 (21,5%)
HER2
Basal negativo negativo positivo n =22 (18%)

*n= 121 (100%).



Em relacdo as caracteristicas morfolégicas, observou-se que predominaram
0s casos com grau histologico Il (Gll) em 55 casos (47%). A frequéncia do
comprometimento linfonodal mostrou que em 59 casos (52,2%), pelo menos 1

linfonodo mostrava presenca de metastase (Tabela 2).

TABELA 2 - Frequiéncia das caracteristicas morfolégicas.

Caracteristicas

morfolégicas n % valido % sob 121
Grau histologico
grau | 33 28,2% 27,3%
grau ll 55 47% 45,5%
grau lll 29 24,8% 24,0%
Linfonodos

negativo 54 47 8% 44,6%
positivo 59 52,2% 48,8%

* n= 121 (100%).



Ao avaliarmos a frequéncia da expressdo do RE, verificamos que houve
negatividade em 39,2% dos casos validos, e a auséncia de superexpressdo do

HER?2 foi observada na maioria dos casos estudados (72,7%) (Tabela 3).

TABELA 3 - Frequéncia da expressédo do RE e do HER2.

Marcadores
. . . n % valido %sob 121
imunoistoquimicos
RE
negativo 47 39,2% 38,8%
positivo 73
60,8% 60,3%
HER2
] 72, 7% 72,7%
negativo 88
B 33 27,3% 27,3%
positivo

* n= 121 (100%).



A freqiiéncia da expressdo dos marcadores de células basais, detectados
pela imunoistoquimica, mostrou que a P-caderina foi positiva em 48 casos (39,7%),
e 0 p63 e EGFR foram os marcadores que apresentaram menor freqiéncia positiva
(6,6% e 4,1% respectivamente) (Tabela 4).

TABELA 4 - Frequéncia da expressao dos marcadores de células basais.

Marcadores de

) . n % valido % sob 121
células basais
CK5
negativo 92 76% 76%
positivo 29 24% 24%
p63
negativo 113 93,4% 93,4%
positivo 8 6,6% 6,6%
P-caderina
negativo 73 60,3% 60,3%
positivo 48 39,7% 39,7%
EGFR
negativo 116 95,9% 95,9%
positivo 5 4,1% 4,1%
CK14
negativo 111 92,5% 91,7%
positivo 9 7,5% 7,4%

* n= 121 (100%).



A associacao do grau histolégico com o subtipo tumoral mostrou que, entre 0s
casos de carcinoma de mama subtipo basal, predominou o grau histolégico 11l com
52,4% dos casos (p< 0,0001). A associacdo entre o comprometimento linfonodal e o
subtipo do carcinoma de mama evidenciou que os subtipos Luminal A e
Superexpressdo do HER2 apresentaram maior niumero de casos com pelo menos
um linfonodo comprometido com frequéncia de 54,1% e 56%, respectivamente
(Tabela 5).

TABELA 5 - Associacao entre o grau histolégico e os linfonodos com os subtipos do
carcinoma de mama

Caracteristicas Superex-
o Luminal A Luminal B Basal Valor-p*
Morfolbdgicas Her2
n % n % n % n %
Grau histoldgico
grau | 25 39,1 2 286 4 160 2 9,5
< 0,0001
grau Il 34 53,1 4 57,1 9 36,0 8 38,1
grau lll 5 7,8 1 143 12 48,0 11 524
néo classificados 2 0 1 1
) n % n % n % n %
Linfonodos
positivo 33 541 2 400 14 560 10 455
0,8266
negativo 28 459 3 600 11 440 12 545
ignorado 5 > 1 0

* Teste Exato de Fisher.



Todos os casos do subtipo basal foram negativos para receptor de estrogeno
e para a superexpressao do HER2 (p< 0,0001). Os marcadores que melhor
mostraram magnitude de associacdo com o subtipo basal foram a p-caderina (p<
0,0001), a CK5 (p=0,0020) e a CK14 (p< 0,0001) (Tabela 6).

TABELA 6 — Associagdo entre os marcadores imunoistoquimicos com os subtipos

do carcinoma de mama.

Marcadores
imunoistoquimicos Luminal A Luminal B Superexp Basal Valor-p*
HER-2
n % n % n % n %
RE < 0,0001
Positivo 66 100,0 7 100,0 0 0,0 0 0,0
Negativo 0 0,0 0 0,0 26 100,0 21 100,0
HER2 < 0,0001
Positivo 0 0,0 7 100,0 26 100,0 0 0,0
Negativo 66 100,0 0 0,0 0 0,0 22 100,0
CK5 0,0020
Positivo 9 13,6 2 28,6 6 23,1 12 54,5
Negativo 57 86,4 5 71,4 20 76,9 10 45,5
p63 0,9290
Positivo 4 6 0 0,0 2 7,7 2 9,1
Negativo 62 94 7 1000 24 923 20 90,9
P-caderina <0,0001
Positivo 13 20 3 42,9 19 731 13 59,1
Negativo 53 80 4 57,1 7 269 9 40,9
EGFR 0,0723
Positivo 1 1,5 0 0,0 1 3,8 3 13,6
Negativo 65 98,5 7 1000 25 96,2 19 86,4
CK14 < 0,0001
Positivo 0 0,0 0 0,0 0 0,0 9 40,9
Negativo 65 100,0 7 100,0 26 100,0 13 59,1

*Teste Exato de Fisher.



Ao avaliarmos a associacao da expressédo dos marcadores do fenétipo basal
com o subtipo basal e ndo basal, observamos que 100% dos casos ndo basais
foram negativos para CK14 (p< 0,0001). Entre os casos do subtipo basal, houve
maior significancia estatistica (p< 0,0001) com os marcadores CK5 (54,5%) e a
CK14 (40,9%) (Tabela 7).

TABELA 7 — Associacdo da expressdo dos marcadores do fenétipo basal com os

subtipos basal e ndo basal.

Marcadores Basal N&o basal Valor-p*
n % n %
CK5 < 0,0001
Positivo 12 54,5 17 17,2
Negativo 10 455 82 82,8
p63 0,6360
Positivo 2 9,1 6 6,1
Negativo 20 90,9 93 93,9
P-caderina 0,0537
Positivo 13 59,1 35 35,4
Negativo 9 40,9 64 64,6
EGFR 0,0414
Positivo 3 13,6 2 2,0
Negativo 19 86,4 97 98,0
CK14
< 0,0001
Positivo 9 40,9 0 0,0
Negativo 13 59,1 98 100,0

*Teste Exato de Fisher.



Ao avaliarmos o desempenho da expressao dos marcadores para identificar o
fenotipo basal, verificamos que a CK5 mostrou sensibilidade de 54,5% e
especificidade de 82,8%, com valor preditivo negativo mais expressivo (89,1). A
CK14 apresentou 100% de especificidade com o valor preditivo positivo mais
expressivo (100%) (Tabela 8).

TABELA 8 - Desempenho dos marcadores na determinacdo dos subtipos basal e
nao basal

Sensibilidade Especificidade

Marcadores VPP* VPN**
% %
(1C95%) (IC95%)
CK5 54,5 82,8 41,4 89,1
(33,7-75,4) (75,4 -90,3)
p63 9,1 93,9 25,0 82,3
(0,0-21,1) (89,2 - 98,6)
P-caderina 59,1 64,6 27,1 87,7
(38,5-79,6) (55,2-74,1)
13,6 98,0 60,0 83,6
EGFR
(0,0 - 28,0) (95,2 - 100,0)
40,9 100,0
CK14 100,0 88,3
(20,4-61,5) (100,0-100,0)

* VPP (valor preditivo positivo); ** VPN (valor preditivo negativo
p p p g



Figura 1. Carcinoma de mama: marcacéo positiva para CK5 (CK5, 20X).

Figura 2. Carcinoma de mama: marcacao positiva para CK14 (CK14, 20X).

Figura 3. Carcinoma de mama: marcacao positiva para EGFR (EGFR, 20X).



Figura 4. Carcinoma de mama: marcacao positiva para P-caderina (P-caderina, 20X).

Figura 5. Carcinoma de mama: marcacao positiva para p63. (p63, 40X).



5. DISCUSSAO

O perfil de expressao génica do carcinoma de mama invasivo identificou um
grupo de tumores com pior prognostico, onde estdo incluidos os carcinomas de
mama hereditarios relacionados as mutacdes do gene BRCAL. Esse grupo de

| 14, 15, 19, 26, 35

tumores tem sido chamado subtipo basa , € 0 mais agressivo e nao tem,

27, 33 Atualmente, a missdo dos

até agora, alvos terapéuticos especificos
patologistas e cientistas € entender os conhecimentos adquiridos na era
oncogendmica e a complexidade dos mais recentes resultados das pesquisas em
microarrays, traduzindo-os para a pratica clinica. Assim sendo, n0sSsO grupo vem
mostrando especial interesse pelo subtipo basal do carcinoma de mama '*?’. Neste
caminho, através deste estudo, estamos nos propondo a avaliar o desempenho de
marcadores imunoistoquimicos para identificar o fenétipo basal.

Em nossa série do total de 121 casos de carcinoma de mama, identificamos
22 casos (18%) com subtipo do fenétipo basal, estando nossa casuistica um pouco
acima do observado na literatura atual, que varia de trés a quinze por cento de todos
os carcinomas de mama ** %91,

O mais importante resultado deste estudo mostrou que os marcadores do
fenotipo basal P-caderina, CK5 e CK14 demonstraram bom desempenho para
distinguir este subtipo especial de tumores daqueles ndo basais, com sensibilidade
de 59,1%, 54,5% e 40,9%, respectivamente. Dentre estes trés marcadores
fenotipicos, as citoqueratinas basais (CK5 e CK14) mostraram especificidade de
82,8% e 100% respectivamente, com significancia estatistica (p< 0,0001). Destes, 0
melhor valor preditivo positivo (VPP) foi do marcador CK14 (100%).

Assim, conforme apontou a analise estatistica, se fossem escolhidos apenas
o marcador CK5 ou o CK14 como alvos protéicos para identificar este subtipo
especial, mais agressivo dentre os carcinomas de mama, a confirmagdo diagnostica
seria estatisticamente significante (p< 0,0001). Deve ser destacado que neste
estudo, em todos os casos de subtipo ndo basal, a CK14 mostrou-se negativa,
sendo, portanto altamente especifica para identificar os casos verdadeiramente

negativos daqueles do fendtipo basal (p< 0,0001) (IC 95%: 100 - 100). A rigor, os



padrbées de expressdo das CK sdo conservados durante a oncogénese, assim,
carcinomas de mama podem ser classificados de acordo com a expressao das suas
citoqueratinas 4. Por outro lado, ha relatos sugerindo que a P-caderina identifica um
grupo de carcinomas de mama que nao expressam RE e que estariam
correlacionados com caracteristicas tumorais mais agressivas e com alto grau
histolégico .

A importancia das citoqueratinas e da P-caderina, como marcadores
imunoistoquimicos, para identificar o fenétipo basal ja foi evidenciada em outros
estudos 19 20 2127 -32.85 Emhorg falte uma melhor caracterizacdo no sentido de
compreender o carcinoma basal, publicacbes recentes atribuiram algumas
caracteristicas a este tipo de tumor: negatividade para o RE e para o HER2 (RE-
/HERZ2-) com positividade para CK5/6 e/ou EGFR, com 76% de sensibilidade e 100%

20, 27 Diferentes autores também estabeleceram outros

de especificidade
marcadores para distinguir o subtipo do fenétipo basal utilizando, deste modo, a P-
caderina, o p63, a CK14 e CK17, que sdo moléculas expressas nas células
basais/mioepiteliais *’.

O outro resultado importante de nosso estudo se refere ao poder do EGFR
em distinguir os verdadeiros casos negativos do fenétipo ndo basal daqueles basais.
Tal associacao foi estatisticamente significante (p=0,0414) (IC95%: 95,2 a 100). Nos
ultimos anos, esta familia de receptores, conhecidos como “fator de crescimento
epidérmico” ou receptores ERBB, teve grande destaque %, e tem sido estudada em

49,59,60,62,63  antretanto este marcador raramente encontra-

varios tipos de tumores
se expresso em estudos experimentais de carcinoma de mama. Por conseguinte,
nossos resultados sdo concordantes com estudos que demonstram a inativacao do

gene EGFR no carcinoma de mama °®" 1%

Por outro lado, este gene tem
manifestado expressao nas células mioepiteliais/basais e mais amplos estudos séo
necessarios para elucidar a via da carcinogénese mamaria dependente do EGFR %,
A expressdo da p63 mostrou baixa sensibilidade (9,1%), ndo sendo, assim,
um bom marcador para identificar o perfil basal. Contudo, foi bom para excluir os
verdadeiros casos negativos, com especificidade de 93,9% (89,2 - 98,6).
Estudos em imunoistoquimica demonstraram que a perda da expressao desta

proteina esta relacionada com o caminho de diferenciacdo das células progenitoras



em células luminais, e, a expressdo aumentada relaciona-se com células

mioepiteliais/basais ** 1%,

Deste modo, o p63, em associagdo com outros
marcadores, como a P-caderina e CK5, também constitui um importante marcador
molecular que pode ser usado para distinguir o fenétipo basal *°.

De especial atencdo, destaca-se a concordéancia deste estudo com a

classificacdo molecular inicialmente proposta por Perou **

, ao distinguir o fenotipo
basal como sendo RE/HER2 negativo. Tais diferengcas foram estatisticamente
significantes para ambas as variaveis estudadas (p < 0,0001), e o resultado foi
confirmado em cem por cento de nossa casuista. A auséncia destes produtos de
expressao protéica e a caracterizacao deste subtipo como padrao basal, diferenciam
estes carcinomas como mais agressivos, associando-0s com um pior progndstico °.

Um outro aspecto a enfatizar no presente estudo é a analise das
caracteristicas morfolégicas dos diferentes subtipos do carcinoma da mama. Foi
interessante constatar que o subtipo basal estava presente em 52,4% dos casos de
carcinoma de mama com grau lll, estando este resultado de acordo com a literatura
10.104 " Em relagdo aos linfonodos, ndo houve resultado estatisticamente significante
para esta variavel estudada (p = 0,8266).

Este estudo demonstra que, usando um limitado nimero de marcadores,
como a CK5 e a CK14, podemos caracterizar e distinguir o subtipo do fenétipo basal
do carcinoma de mama. O p63 e o EGFR foram vagamente expressos neste subtipo
de tumores, porém foram Uteis para distinguir o subtipo do fenétipo ndo basal.
Portanto, a categorizacdo do valor do desempenho destes marcadores de células
basais ajudou a identificar o fenétipo basal do carcinoma de mama. Assim, a
utilizacdo desses marcadores especificos na rotina da patologia cirargica podera
ajudar a selecionar mulheres com alta probabilidade para serem portadoras de
alteracdes genéticas com alta suscetibilidade do desenvolvimento do carcinoma de

mama e outros relacionados.



. CONCLUSAO

6.1. FreqUéncia dos subtipos do carcinoma de mama com base na

classificagcdo molecular:

e A frequéncia do subtipo Luminal A foi de 54,5%.
e A frequéncia do subtipo Luminal B foi de 6%.
e A freqiéncia do subtipo Superexpressédo do HER?2 foi de 21,5%.

e A frequéncia do subtipo Basal foi de 18%.

6.2. FrequUéncia da expressao das proteinas EGFR, CK5, CK14, p63 e
P-caderina com o fenétipo basal e ndo basal do carcinoma de

mama:

e A frequéncia da expressdo do EGFR foi de 13,6 % nos basais e 2,0 % nos
néo basais.

e A frequéncia da expressdo da CK5 foi de 54,5 % nos basais e 17,2% nos ndo
basais.

e A frequéncia da expressao da CK14 foi de 40,9% nos basais e 0,0% nos ndo
basais.

e A frequéncia da expressdo do p63 foi de 9,1% nos basais e 6,1% nos ndo
basais.

e A frequéncia da expressdo do P-caderina foi de 59,1% nos basais e 35,4%

nos nao basais.



6.3. Calculo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo
(VPP) e valor preditivo negativo (VPN) da expressado das proteinas
EGFR, CK5, CK14, p63 e P-caderina para identificar o fenétipo

basal do carcinoma de mama:

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo
negativo (VPN) da expressdo do EGFR foram de 13,6%, 98,0%, 60% e
83,6%, respectivamente, para identificar o fenétipo basal do carcinoma de
mama.

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo
negativo (VPN) da expressdo da CK5 foram de 54,5%, 82,8%, 41,1% e
89,1%, respectivamente, para identificar o fenétipo basal do carcinoma de
mama.

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo
negativo (VPN) da expressdao da CK14 foram de 40,9%, 100%, 100% e
88,3%, respectivamente, para identificar o fenétipo basal do carcinoma de
mama.

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo
negativo (VPN) da expressao do p63 foram de 9,1%, 93,9%, 25,0% e 82,3%,
respectivamente, para identificar o fenétipo basal do carcinoma de mama.

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo
negativo (VPN) da expresséo da P-caderina foram de 59,1%, 64,6%, 27,1% e
87,7%, respectivamente, para identificar o fenétipo basal do carcinoma de

mama.



6.4. Analise da associacdo das caracteristicas morfoldgicas (grau
histolégico e linfonodos) com os fenétipos do carcinoma de

mama:

e O grau histoldgico | (Gl) teve maior associacdo com o subtipo Luminal A
(39,1%).

e O grau histologico Il (Gll) teve maior associagdo com o subtipo Luminal B
(57,1%).

e O grau histolégico Ill (Glll) teve maior associacdo com o subtipo Basal
(52,4%).

e Linfonodos: ndo houve resultado estatisticamente significante para esta

variavel estudada (p = 0,8266).

6.5. Consideragdes finais:

O presente estudo revelou diferentes desempenhos imunoistoquimicos para
identificar o fenotipo basal e o ndo basal do carcinoma de mama.

Os resultados mostraram relevante marcacdo das proteinas do fenétipo basal
CK5 (p<0,0001) e CK14 (p<0,0001). Destes, a CK14 apresentou o melhor valor
preditivo positivo (100%) (p<0,0001). Cabe salientar que o EGFR mostrou um
excelente desempenho para identificar o fenétipo nédo basal (p=0,0414).

O aprimoramento para caracterizarmos o carcinoma basal como uma
entidade biolégica distinta do carcinoma nao basal, pode constituir uma ferramenta
atil para selecionarmos mulheres que deveriam submeter-se ao rastreamento de

mutacdes génicas (BRCA1 e BRCA2).
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APENDICE 1

TMA 1 Daniella TMA 2 Dani€lla TMA 3 Dani€lla
Testiculo 01A 03A 04A 05A N Testiculo 12A 13A 14A 15A N Testiculo 23A 25A 26A 27A TN
(187) (192) (190)
B6A 7A 8A 9A 10A 11A 16A 17A 19A 20A 21A 22A 28A 29A 30A 31A 32A 33A
1B 3B 4B 5B 6B 7B 12B 13B 14B 15B 16B 17B 23B 25B 26B 27B 28B 29B
TN (187) 8B 9B 10B 11B N N (192) 198 208 21B 22B ™ TN (184) 308 31B 32B 33B TN
187 192 184
TMA 4 Daniella TMA 5 Daniella TMA 6 Dani€lla
Testiculo 35A 36A 37A 38A N Testiculo 48A 49A 51A 52A N Testiculo 62A 62A 64A 65A N
(184) (59) (59)
40A 42A 43A 44A 45A 46A 54A 55A 56A 57A 59A 60A 66A 67A 68A 69A 70A 71A
35B 368 37B 38B 40B 42B 48B 49B 51B 52B 54B 55B 62B 63B 64B 65B 66B X
TN (184) 43B 44B 45B 46B N N (59) 56B 57B 59B 60B N TN (59) 68B 698 70B 71B N
51842 (59) (59)
TMA 7 Dani€ella TMA 8 Dani€lla TMA 9 Dani€lla
Testiculo 72A 73A T4A 75A TN (67) Testiculo 84A 86A 87A 88A N Testiculo 97A 98A 99A 101A (;%
(84)
76A 77a | 78a | 79A | s0A 81A 90A o1A | 92a | 94a | osa | o6A 1024 103A | 104A | 1054 [ 106A | 107A
978 98B 998 101B 1028 103B
72B 73B 74B 75B 76B 778 84B 86B 87B 88B 90B 91B
N (84) 104B 105B 106B 1078 N
TN (67) 788 798 80B 81B TN (67) N (84) 92B 94B 95B 96B N (84)
(84)
TMA 10 Daniella TMA 11 Daniella TMA 12 Daniella
Testiculo 108A 109A 110A 111A TN Testiculo 118A 119A 120A 121A N Testiculo 130A 131A 133A 134A N
(97) (69) (140)
112A 113A 114A 115A 116A 117A 122A 123A 125A 127A 128A 129A 135A 136A 137A 139A 140A 141A
108B 109B 1108 111B 112B 113B 118B 1198 120B 121B 122B 123B 130B 131B 133B 134B 135B 136B
TN (92) 114B 1158 1168 117B N TN (140) 1258 1278 1288 1298 N TN (67) 137B 1398 1408 141B ™
(98) (140) (140)
TMA 13 Daniella TMA 14 Daniella TMA 15 Daniella
Testiculo 142A 143A 144A 145A N Testiculo 153A 154A 155A 156A N Testiculo 164A 165A 166A 168A N
(148) | 06559- 6/559-7
146A 148A 149A 150A 151A 152A 157A 158A 159A 160A 162A 163A 169A 170A 172A 173A 174A 175A
1428 143B 1448 1458 146B 1488 153B 1548 1558 1568 1578 158B 164B 1658 1668 1688 1698 1708
TN (165) 1498 1508 151B 152B N N 1598 160B 162B 163B N N 172B 173B 174B 175B N
(165) 06/559- 06559- 06/559- 06/559-
TMA 16 Daniella TMA 17 Daniella TMA 18 Daniella
N
Testiculo 176A 177A 179A 180A 06/559 Testiculo 187A 188A 189A 190A ™ Testiculo X 2A 24A 82A ™
06/559 06/559
181A 182A 183A 184A 185A 186A 191A 192A 193A 196A 187B 1888 85A 132A 161A 167A 2B 24B
1898 190B 191B 192B 1938 196B 828 858 132B 161B 167B X
176B 1778 1798 180B 181B 182B
N
N TN 06/559 06/559 TN 06/559 TN
TN 183B 184B 1858 186B 06/559 X X X X X X X X 06/559
06/559

I:I Ponto de orientac&o do bloco



APENDICE 2

Informagao Das Doentes com Carcinoma da Mama

Ne° Caso no estudo
N° do registro no SAP
Ne° do prontuario do HU

I°PARTE

Data do diagndstico
Data da Ultima consulta
|dade do diagndstico

Recidivado Tumor: Sim Néo Néo referido
Data..... ............

Local darecidiva:

Obito:

Sim Néo N&o referido
Data..... ......l.......

Tempo livre do doenga:

Sim Néo N&o referido
Data..... ......l.......

Grupo étnico

Idade da Menarca

Idade M enopausa

Historia reprodutiva (N° de gestagoes)

Histéria familiar positiva para carcinomade mama
Sim Néo Néo referido
Determinar os membros da familia com cancer de mama:

Quimioterapia pré-operatéria:

Sim Néo Né&o referido

2°PARTE

L ocal de comprometimento:

Mamadireita Mama esquerda Bilateral

Tamanho tumoral

Tipo Histolégico

Presenga de sinais de autélise

Sim Néo

Grau Histologico

Presenca de invasao peri-neural

Sim Néo N&o referido

Presenca de invaséo vascular

Sim Néo Néo referido

Numer o de linfonodos isolados

NUmer o de linfonodos compr ometidos

Margem tumoral comprometida

Sim N&o N&o referido

Especificar amargem

Margem tumoral liver

Sim Néo Né&o referido

Comprometimento de pele

Sim Néo Néo referido

Especificar o tipo de comprometimento

Classificagdo do subtipo tumoral

Resultado do estudo imunoistoguimico:
resultado RE c-erbB2 CK5 P63 P-caderina EGFR CK14
positivo
negativo

Observagdes

Estado:

VivoSemEvidénciaCanc |:| VivoComEvidénciaCancer |:| Perda de Segmento |:|

M ortoSemEvidénciaCancer |:| MortoComEvidénciaCancer

[]
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Grupo de Pesquisa
Cagima

Identificacéo Recursos Humanos Linhas de Pesquisa Indicadores do Grupo

Identificacéo

Dados bésicos
Nome do grupo: Cagima
Status do grupo: certificado pela instituicao
Ano de formacé&o: 2000
Data da Gltima atualizag&o: 04/09/2006 11:01
Lider(es) do grupo: Luiz Carlos Zeferino - Iczeferino@terra.com.br
Sophie Frangoise Mauricette Derchain - derchain@supernet.com.br

Area predominante: Ciéncias da Salde; Medicina
Instituicdo: Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP

Orgéo: Faculdade de Ciéncias Médicas Caism Unidade: Departamento de Tocoginecologia
Endereco

Logradouro: AV. ALEXANDER FLEMING, 101

Bairro: CIDAD. UNIV. ZEFERINO VAZ CEP: 13083881

Cidade: Campinas UF: SP

Telefone: 37889516 Fax: 37889302

E-mail: zeferino@caism.unicamp.br Home page: jhttp://www.caism.unicamp.by

Repercussdes dos trabalhos do grupo

Aumentar o conhecimento sobre a carcinogénese e a fisiopatologia, que inclue os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na defesa, progressao e patogenicidade das neoplasias ginecolégicas e mamarias, em busca de avangos na
orientacdo e aprimoramento das agdes preventivas, de rastreamento, diagnosticas e terapéuticas; contribuir para o
conhecimento do processo de invaséo tumoral, em especial a transformacao da neoplasia intra-epitelial em carcinoma
invasivo; aprimorar o conhecimento sobre a epidemiologia e histéria natural da neoplasia do colo uterino em busca de
novos parametros para a definicdo de estratégias e normas, visando a aumentar o desempenho do rastreamento desta
doenga; identificar marcadores de prognoéstico e testar novas técnicas terapéuticas que auxiliem no planejamento
terapéutico e no seguimento dos pacientes tratados.

Recursos humanos

Pesquisadores Total: 13
Cecilia Maria Roteli-Martins Maria Salete Costa Gurgel

Glauce Aparecida Pinto Rita Goreti Amaral
Jose Vassallo Rozany Mucha Dufloth

Julio Cesar Teixeira Silvia Helena Rabelo dos Santos



http://www.caism.unicamp.br

Liliana Aparecida Lucci De Angelo Andrade Sophie Francoise Mauricette Derchain
Luis Otavio Zanatta Sarian Sylvia Michelina Fernandes Brenna

Luiz Carlos Zeferino

Estudantes Total: 15
Adriana Céssia Paiva Santos Nathalia Ellovitch
Amanda Olivia de Arruda Raphael Augusto Pioli de Freitas
Anne Melina Ambrésio Avelar Renata Clementino Gontijo
Claudia Cristina Camisdo Rosana Franco
Eliana Borin Lopes Montemor Sabas Carlos Vieira
Joana Froes Braganca Bastos Tatiane Fernandes
Karen Vicéncia Pingarilho Lombardelli Vera Lucia Rezende

Marcela Ponzio Pinto Silva

Técnicos Total: 10
Cristiano Aparecido Chagas - Ensino Médio (20 grau) - Técnico de Laboratério
Deise Regina Giuliette Voltani - Graduacao - Técnico de Laboratério
Douglas Munhoz Montis - Graduagéo - Médico
Elisabete Aparecida Campos - Graduagao - Bi6logo
Erika Simone Lopes - Graduac&o - Bioquimico
Gislaine Aparecida F Carasan - Graduagéo - Estatistico
Julia Kawamura Tambascia - Graduagdo - Médico
Lucia Maria F de Carvalho - Graduag&o - Biélogo
Maria Cristina do Amaral Westin - Graduacéo - Médico
Sirlei Siani Morais - Graduag&o - Estatistico

Linhas de pesquisa Total: 3

Avaliacéo dos Procedimentos Diagndsticos e Terapéuticos do Cancer Ginecoldgico e Mamario
Epidemiologia e Prevencédo do Cancer Ginecoldgico e Mamario

e Mecanismos Celulares e Moleculares Envolvidos na Patogénese e na Progressao do Cancer Ginecoldgico e
Mamario.

Relagdes com o setor produtivo Total: 0

Indicadores de recursos humanos do grupo
Integrantes do grupo Total

Pesquisador(es) 13
Estudante(s) 15
Técnico(s) 10



ANEXO 2



5] IPATIMUP

ety du Pemlagho o Fnurclegie Maloalsr
du Unfusrifide ds Perts

e P Rilbrn e, a0 08 T BOHT A1

CHRTIFICADO

Para o devikas ik cemifico que & [ Dusbclla Serafin Couto Veeara cagica oo
Imstituin de Patologia ¢ Imesologia Mokcular da Usivensdads da Porio (IFATIMUPFide | a
2B da Movembro gz 20,

Comlipme e oo veifiear s Relandne em Aneva, om todo o seo stkno o De Daneti
Sefalin Oaula W icera Gasmpin uns plano dg erabalbe cam @nlfass na <cimsStuchs ok = bando
de cumeres de cises de carcmmermie da mama seravés da téenica de Tismse Microarrays. Fate
berwe Je oG eEa polctioanichie ulbends @i vines Wabalhis de nvedbipailo
coepuniod entre o [FATIMUF ¢ ¢ Depetimsetd de Peedopa ¢ Hoapiial Universanana &
Undweniilade Federal 4 Sama Cetamine. Eole matcrinl tmibsim sord wilzsds ne atuds &
dirseriaglo de mesrsdo &a i Damiclla

Pas wlim do rabalho 3¢ comtirugie do Bania de tomons, & Th™ Danicls Vs pariscpau
sctivamwrne m rounifes do Crupe de Falologda hlavda G IFATIMLUP, periasendoe om
todal che 18 herns de petlgio

s i oot btvad it & I Diamclla Vicsih maitroi &n speovokamenbs LU TTO BON|

Min Ginalizor, cumpre-me ainda referir o ooty ol quibidiudos o rev clalis pela o D"
Dsielie go shi SRkl enire B

Pabs, 28 de daorvemmbion de 26
f o s

Pribfeveds, i wuu-g#h da Faculdade de Medicima da Univorssdide do Pocio
lrvestgad s Sisdoe 2 der da Cirupe de Patologia Mamdnia do [FATIMUP
e e



RELATORIO DE ATIVIDADES da Dua. Danlkella Serslla Coulo Vielra no
AT LR

Petisda: 1 5 28 do Nevembire de 206

- Altvidadss mlaconsdos a3 oskagn o Cances Genohcs Lab - Bnoas

Fathclogy. Insfilulo do Paliopia & Imurslogle da Unliesidade &0 Pono
(IPATIRUPY: Criapio de Banco de lumores peia ldomaca de Tlasee Momaray

(TREA ) doe conos socaonadon parn & deserlapio de madtada:
» Rovis#o de Bminas de temores de mama @ macagas oo hiooos
B
»  Consinsglo dos Thidis
= Andiph das Lmings sm Hemawwling @ Eosing  (HE] dos blooos da
TMAs

» Rostzagio de imuncistoguineca (THO) dos biocos do ThMAS

#  Lpitay e [armngs 0k IR0

& Finsbo o stualizng o & Besa do Dedos

a  [mcoodficacio da Basa de Dados

a  Rovsio de Beraluea alusicrada, oom Srfass &m cancina ea ds mama e a

biclogia moiscudar.

» Redacan fing de artipe 0o rmvisde ntitulade: CARGINOMA DA MAMA
ROVOS CONCEITOS NA CLASSIFICACAD ANATOMO PATOLOGICA. & sor
ericaTnbacks paia poblicaclo fa evln da Assocacio Wédica Brasdaina,
CEN A e ieviado, no oo de 2000

Alrvidades relacionadss » rotia do Insteuto de Patoiogia & lmunciogia da
Uninsseiase do Poma (IPATIMUPY
« Participachs em rounific sernanal do grupo do Patologia maména do
Cancer Genencs Lab, IPATIMUP.
s Pancipscdo om reunilo semanal do Seminno leseme”
s Paticipecio em reunilo semacsl no Jowna? Club,
o Pamcipacso no I Gene Mealng, Grpo oe Estute dos Tumores
Naursarddsrisos, nos das 17 0 15 de Novemb da 2006, IPATIMUS



)

A \/ \
ﬁ VAR /- =

ASSOCIACAO MEDICA BRASILEIRA

Sao Paulo,18 dejaneir o de 2007.

Ilma Sra.
Dra. Rozany Mucha Dufloth

Comunicamos que em 08 de janeiro de 2007 recebemos o artigo intitulado “CARCINOMA
DA MAMA: NOVOS CONCEITOS NA CLASSIFICACAO ANATOMO
PATOLOGICA”, protocolado sob o n.° 6614, de sua autoria, € que 0 mesmo sera analisado
pelo Conselho Editorial da Revista da Associacéo Médica Brasileira para possivel publicagéo.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Bruno Caramelli
Editor da Revista da Associagéo
MédicaBrasileira
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