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RESUMO

O cancer de mama afeta mais de um milhdo de mulheres em todo o mundo, e cerca de
400.000 pacientes morrem devido a esta doenca a cada ano. Essa patologia vem atingindo
progressivamente um nimero maior de mulheres, em faixas etdrias mais baixas e a mortalidade
também ¢ crescente no Brasil. Diversos estudos sobre cancer de mama analisam a expressdo ¢ as
possiveis rotas de sinalizacao celular da molécula de adesao celular epitelial (Ep-CAM). Ep-CAM
¢ uma das proteinas mais amplamente investigadas em canceres humanos. Por conta de seu alto
nivel de expressdo em varios carcinomas, ¢ um potencial alvo para o diagndstico e terapia
tumoral. O objetivo deste estudo foi avaliar as possiveis associacdes entre a superexpressdao da
proteina Ep-CAM e os aspectos clinicos e histopatologicos de 239 pacientes com carcinomas
mamarios. A superexpressdo de Ep-CAM foi observada em 96 tumores (40%), a baixa expressao
em 66 (28%), a auséncia da expressdo da proteina em 66 tumores (28%) e 11 (4,6%) casos foram
excluidos porque ndo apresentaram material suficiente para a analise. Os fatores prognosticos que
influenciaram a sobrevida global das pacientes foram: o tamanho do tumor, o0 comprometimento
linfonodal, o estadiamento clinico, a presenca de mestéstases a distancia, o fenotipo de carcinoma
mamario triplo-negativo e a superexpressdo da proteina Ep-CAM. A superexpressdo da proteina
Ep-CAM associou-se de forma significativa com pior sobrevida global em cinco anos, com a
auséncia de receptores hormonais (estrogeno e progesterona), com o fendtipo triplo-negativo e
com a auséncia de mestastase a distdncia. Com base nos resultados, sugere-se que a
superexpressdo de Ep-CAM seja considerada como potencial marcador prognodstico em
carcinomas mamarios, possibilitando escolhas terapéuticas mais adequadas para pacientes

diagnosticadas com cancer de mama.

Palavras-chave: Ep-CAM, cancer de mama, imunoistoquimica.



ABSTRACT

Breast cancer affects more than one million women worldwide and about 400,000 patients
die each year due to this illness. Breast cancer has progressively affected a larger number of
young women and mortality is also increasing in Brazil. For about two decades, several studies on
breast cancer focused the expression and the possible cellular pathways of the epithelial cell
adhesion molecule (Ep-CAM). Ep-CAM is one of the most completely investigated proteins in
human cancers. Because of its high expression in various carcinomas, Ep-CAM is a potential
target for tumor diagnosis and therapy. The objective of this study was to investigate the
associations between Ep-CAM protein overexpression and the clinical and pathological features
of a group comprising 239 patients with breast carcinomas. Ep-CAM overexpression was
observed in 96 tumors (40%), reduced expression was detected in 66 tumors (28%) and 66 tumors
(28%) did not express Ep-CAM protein. Eleven cases (4.6%) were excluded from the group,
because the material was not sufficient for analysis. Prognostic factors that significantly
influenced overall survival of the patients included: tumor size, lymph node metastasis, clinical
staging, the presence of distant metastasis, the triple negative phenotype and Ep-CAM
overexpression. Ep-CAM overexpression was also significantly associated with a worse five years
overall survival, with the absence of hormone receptors (estrogen and progesterone), the triple-
negative phenotype and with the presence of distant metastasis. Based on the results, we suggest
that Ep-CAM overexpression might be considered as a potential prognostic marker in breast

carcinomas, allowing more appropriate therapeutic choices for the patients.

Keywords: Ep-CAM, breast cancer, immunohistochemistry.



I - CANCER DE MAMA

1 — Epidemiologia

O cancer de mama afeta mais de 1 milhdo de mulheres em todo o mundo e cerca de
400.000 pacientes morrem devido a esta doenca a cada ano. Mundialmente, ¢ o cincer mais
frequente em mulheres e representa a segunda principal causa de morte por cancer na populagao
feminina (Sandhu et al., 2010), respondendo por 22% (1.380.000) do total de novos casos de

cancer e 14% (458.400) do total de mortes por cancer em 2008 (Jemal ef al., 2011).

Em 2012, esperam-se, para o Brasil, 52.680 casos novos de cancer da mama, com um
risco estimado de 52 casos a cada 100 mil mulheres. Sem considerar os tumores de pele nao
melanoma, esse tipo de cancer também ¢ o mais frequente nas mulheres das regides Sudeste
(69/100 mil), Sul (65/100 mil), Centro-Oeste (48/100 mil) e Nordeste (32/100 mil). Na regido
Norte ¢ o segundo tumor mais incidente (19/100 mil). As estatisticas mostram que no ano de 2012
surgirdo mais 1.320 casos novos no Estado de Goias. De acordo com essa estimativa, o cancer de
mama ¢ o terceiro cancer mais incidente no Estado, seguindo o cancer de pele ndo melanoma e o
de prostata. Em Goiania, 450 novos casos de cancer de mama sdo estimados para 2012, sendo que

o risco previsto ¢ de 64,68 casos para cada 100.000 habitantes (INCA, 2012).

Essa patologia vem atingindo progressivamente um numero maior de mulheres, em faixas
etarias mais baixas e a mortalidade também ¢ crescente no pais. Entre 1979 e 1999, houve um
aumento de 69% na taxa bruta de mortalidade por cancer de mama no Brasil (de 5,77 para 9,75
obitos por 100 mil mulheres/ ano). Dessa maneira, foi considerada a principal neoplasia maligna
feminina também em mortalidade, com taxa bruta de mortalidade estimada, em 2003, de 10,40

obitos por 100 mil mulheres (Sclowitz et al., 2005). Ao longo dos ultimos cinqiienta anos, a
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incidéncia do cincer de mama tem aumentado dramaticamente, sendo que hoje, uma entre oito
mulheres apresenta chance de desenvolver cancer de mama durante a vida (Ellsworth et al.,
2010).

Martins et al. (2009) analisaram o perfil epidemioldgico do cancer de mama na populagao da
cidade de Goiania (GO) e relataram um aumento do nimero de casos na ordem de 249%, no
quinquénio 1999-2003, quando comparado ao quinquénio 1989-1993. Os autores enfatizaram que
esse aumento foi decorrente da melhora nos programas de rastreamento do cancer de mama na

populagdo da cidade.

2 — Fatores de Risco

Segundo Berg (1984), os fatores de risco sdo caracteristicas individuais dos pacientes que
aumentam suas chances de desenvolver cancer de mama acima do nivel de risco na populagao
geral. Ele classificou os fatores de risco como genéticos (quando relacionados com historia
familiar), hormonais (quando relacionados a idade da menarca e da menopausa, paridade e idade
ao primeiro parto, etc), nutricionais (incluindo possivelmente os fatores sociais, econdmicos

e étnicos), morfoldgicos e relacionados as radiacdes ionizantes.

O cancer de mama tem uma etiologia multifatorial e ¢ um dos tumores mais estudados em
termos de fatores de risco. Estudos epidemioldgicos e pesquisas bdsicas tém identificado uma
série de condi¢des que podem predispor ao cancer de mama. Tais pesquisas sdo fundamentais
para o conhecimento da biologia do tumor e para identificar fatores de risco e os habitos que
podem ser alterados ou controlados, na tentativa de diminuir o numero de novos casos ou mortes

causadas pela doenga (Pinho & Coutinho, 2005).
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Uma parte dos canceres de mama ¢ relacionada a acdo hormonal. Mulheres sem ovario e
que nunca receberam reposicao estrogénica dificilmente desenvolvem cancer de mama (Pinho &
Coutinho, 2005). Nos estudos de base populacional, fatores relacionados com a exposi¢cao aos
estrogénios ao longo da vida da mulher, como menarca precoce, menopausa tardia, uso de
contraceptivos orais e terapia de reposi¢do hormonal sdo associados com um aumento de
aproximadamente duas vezes no risco de cancer de mama (Ellsworth et al., 2010). Além desses
fatores, nuliparidade e idade da primeira gestagdo a termo acima de 30 anos também sdo

considerados como fatores de risco (INCA, 2010).

Ao contrario do cancer do colo de tUtero, o cancer de mama encontra-se relacionado ao
processo de industrializagdo e associado a um elevado status socioecondémico, além de outros
fatores de risco cléssicos descritos, incluindo obesidade, estatura e consumo de alcool. Este tipo
de cancer ¢ um importante problema de satde publica na América Latina, com aumento

consistente nas taxas de mortalidade nos ultimos quarenta anos (Guerra et al., 2005).

A idade ¢ um dos mais importantes fatores de risco para o cancer de mama. As taxas de
incidéncia aumentam rapidamente até os 50 anos e, posteriormente, esse aumento ocorre de forma
mais lenta (INCA, 2010). Outro fator importante € a histéria familiar. De 5 a 10% dos tumores de
mama sao considerados hereditarios e cerca de 30% das mulheres jovens que desenvolvem cancer
de mama s3o susceptiveis a apresentar um padrao genético de predisposicdo a doenga. Esta
hipdtese ¢ confirmada pelo fato dessas mulheres desenvolverem carcinomas bilaterais associados
com outras neoplasias, como carcinoma de ovario ou do co6lon, ou de mostrarem um padriao de
heranga autossomica dominante (Dufloth ez al., 2008).

Os avancos no estudo da genética do cancer de mama, pouco a pouco, contribuiram para

uma melhor compreensdo do processo bioldégico que leva uma célula normal da mama ser
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transformada em uma célula maligna com poder invasivo e metastatico. O portador de mutagdes
germinativas nos genes de susceptibilidade para o cancer de mama, o brcal e o brca2, esta
particularmente em maior risco de desenvolver o cancer de mama (Esteves et al., 2009). Mulheres
que apresentam mutacoes nestes genes tém 85% de chance de desenvolver cancer de mama antes
dos 70 anos de idade (INCA, 2010).

Pesquisas recentes utilizando perfis de expressdo génica, com o emprego de microarranjos
de DNA e, posteriormente, perfis imunoistoquimicos empregando microarranjos de tecido
(TMA), permitiram identificar novas categorias de tumores e desenvolver novo esquema de
classificacdo molecular dos carcinomas mamarios associados a diferentes cursos clinicos: luminal
A (positivos para receptores de estrogeno, RE, e para receptores de progesterona, RP; e negativos
para HER2); luminal B (RE+; PR+; HER2+); tumores com superexpressao de HER2 (RE-; RP-;
HER2+); tipo basal (triplo-negativos; RE-, RP-, HER2-; e positivos para citoqueratinas basais);
ndo classificavel (tumores com negatividade para todos estes marcadores) (De Brot et al., 2009).

Caracteristicas ambientais, como a dieta € o peso corporal também sdo amplamente
investigados na etiologia do cancer de mama. Populagdes de paises em que a incidéncia de cancer
de mama ¢ baixa e que imigraram para paises com incidéncia mais elevada demonstram que os
descendentes comegam a apresentar uma incidéncia semelhante a do pais onde residem. Tais
observagoes justificam a hipdtese de que os fatores hormonais, reprodutivos e ambientais sdo tao
importantes quanto (ou até mais) os fatores genéticos e também explicam a variagao das taxas
entre diferentes locais. Isto sugere que o uso de estimativas internacionais de prevaléncia de
fatores de risco para o cancer de mama podem nao ser adequadas para a definicdo de politicas
de saude brasileiras, ja que as populacdes tém caracteristicas diferentes (Pinho & Coutinho,

2005).
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3 — Histologia do Cancer de Mama

A classificagdo histologica dos tumores de mama ¢ resultante de um consenso, coordenado
pela Organizagdo Mundial de Satde (OMS) (Tavassoli & Devilee, 2003) e classifica os tumores
epiteliais em:

a) Carcinomas ductais invasivos ndo especificados (40 a 75%);

b) Carcinomas lobulares invasivos (5-15%);

c¢) Carcinomas tubulares (< 2%);

d) Carcinomas medulares (1-7%);

e) Carcinomas mucinosos (2%);

f) Carcinomas micropapiliferos (< 2%);

g) Outros carcinomas invasivos: cribiforme invasivo, metaplasico, adendide cistico, sebaceo,
neuroenddcrino, entre outros;

h) Lesdes in situ de mama: incluem a neoplasia lobular in situ (1-3,8%) e o carcinoma ductal in
situ (15-40%).

A maioria dos canceres de mama acomete as células dos ductos das mamas. Por isso, o
tipo histologico mais comum ¢é o carcinoma ductal. Ele pode ser in situ, quando nio passa das
primeiras camadas de células destes ductos, ou invasor, quando invade a camada basal e os
tecidos adjacentes. Os canceres que comegam nos lobulos da mama sdo chamados de carcinomas
lobulares e sdo menos comuns que o primeiro. Este tipo de cancer muito frequentemente acomete
as duas mamas. O carcinoma inflamatorio de mama ¢ um cancer mais raro e normalmente se
apresenta de forma agressiva, comprometendo toda a mama, deixando-a vermelha, edemaciada e
quente (Correa et al., 2010).

O carcinoma invasivo de mama ¢ definido como um grupo de tumores epiteliais malignos

caracterizados por invadir o tecido adjacente e ter marcada tendéncia a metastase a distancia. A
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grande maioria desses tumores ¢ derivada das células da unidade ducto terminal do 16bulo
mamario, que sao as c€lulas cuboidais luminais secretoras e as células mioepiteliais e/ou basais.
Caracterizam-se como neoplasias heterogéneas, com varios subtipos patoldgicos e diferentes
aspectos histologicos, além de apresentagdes clinicas diferentes com diversas variacoes de
respostas ao tratamento (Vieira, 2008).

Para a classificagdo pos-cirurgica do carcinoma de mama, o patologista deve mencionar o
grau histologico do tumor:

GI — carcinoma bem diferenciado

GII — carcinoma moderadamente diferenciado

GIII — carcinoma pouco diferenciado

GX — grau histolégico impossivel de ser avaliado

Ao graduar os carcinomas em trés grupos, sdo separados os tumores de possivel
comportamento bioldgico mais favoravel (grau I) e os de provavel diagnostico desfavoravel (grau
IIT) daquele do grupo intermediario (grau II), cujo comportamento ¢ dificil de ser previsto.

O grau citoldgico ou nuclear, de acordo com Bloom e Black, ¢ o oposto do grau
histolégico:

Grau 1 — carcinomas anaplasicos, com intensa atipia nuclear e numerosas mitoses.

Grau 2 — moderada atipia nuclear

Grau 3 — leve atipia nuclear, raras mitoses (Alvarenga, 1980).

O grau histologico ¢ aplicavel somente ao carcinoma ductal invasivo, enquanto o grau

nuclear pode ser determinado em todos os tipos histologicos. O grau histoldgico tende a aumentar
junto com o tamanho tumoral ¢ o acometimento linfonodal, com importante influéncia negativa

no prognostico (Rakha, 2010).
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4 — Fatores Prognosticos

Apesar de ser considerado um cancer relativamente de bom progndstico, quando
diagnosticado e tratado oportunamente, as taxas de mortalidade por cancer de mama continuam
elevadas no Brasil, muito provavelmente porque a doenca ainda ¢ diagnosticada em estagios
avancados. Na populacdo mundial, a sobrevida média ap6s cinco anos é de 61%, sendo que para
paises desenvolvidos essa sobrevida aumenta para 73%. Ja nos paises em desenvolvimento, fica
em torno de 57% (INCA, 2010).

Os estudos sdo divergentes quando descrevem a idade como fator progndstico
independente para o cancer de mama, associando-o a um pior prognostico. Entretanto, carcinomas
mamarios invasores que ocorrem em pacientes jovens (definidas com idade até 40 anos)
geralmente apresentam caracteristicas clinicas e patoldgicas associadas a doenga mais agressiva,
com maior risco de recidiva locorregional e morte, do que tumores em mulheres na pds-
menopausa (com mais de 50 anos). Em mulheres jovens, os tumores sdo geralmente de alto grau,
com alta taxa de proliferacdo, maior invasao vascular, mais linfonodos comprometidos e maior
numero de recorréncias. Frequentemente, nao expressam receptores hormonais e apresentam altas
taxas de recorréncia local e metéstases a distancia (Dutra et al., 2009).

A ocorréncia de cancer de mama em mulheres jovens ¢ um evento raro. Cerca de 6,5% dos
casos desta neoplasia ocorrem em mulheres com menos de 40 anos e 0,6%, em mulheres com
menos de 30 anos. Em algumas séries de casos, varios fatores clinicos e epidemiologicos de mau
progndstico sdo associados as faixas etarias mais baixas (Clagnan et al., 2008).

Apesar de varios estudos enfatizarem a contribui¢do de diversos fatores na sobrevida do
cancer de mama feminino, o efeito de alguns desses no progndstico da patologia permanece ainda
incompreendido, tais como fatores étnicos-raciais, idade ao diagnostico, histéria familiar da

doenga, estilos de vida e status sdcio-econdmico, entre outros (Guerra, 2009).
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A caracterizagdo patoldgica dos carcinomas de mama inclui uma série de variaveis,
considerando a arquitetura tecidual, a diferenciacdo celular, o tamanho e a presenca de metéstase
local ou a distancia. Tais variaveis influenciam a progressdao da doenga, a avaliagdao de risco € o
prognostico. Outras varidveis, incluindo a expressdo do receptor de estrogeno (RE), receptor de
progesterona (RP) e o receptor do fator de crescimento epidérmico 2 (HER2) variam amplamente
entre os pacientes com cancer de mama e, portanto, sdo avaliados rotineiramente para determinar
o tratamento mais eficaz (Perou et al., 2000).

Sob o ponto de vista molecular, o cancer de mama apresenta uma grande variabilidade,
com pelo menos cinco subtipos de tumores identificados por padrdes de expressao génica. Em
mulheres com cancer de mama, a heterogeneidade molecular da doenca pode acarretar resultados
clinicos muito variaveis, embora as pacientes recebam tratamentos idénticos (Ellsworth et al.,
2010). Com o desenvolvimento de métodos de avaliagdo simultanea de multiplos genes, como o
de microarranjos de DNA, foi possivel a identificacdo de diferentes grupos de cancer de mama
segundo os perfis de expressdo génica, incluindo os luminais A e B, HER2, basal-simile € mama

normal (Bacchi et al., 2009).

5 — Estadiamento Clinico

O Sistema TNM foi idealizado nos anos 1940 e adotado pela Unido Internacional Contra o
Cancer (UICC) nos anos 1950. Desde entdao, vem sendo continuamente revisado e publicado,
estando em sua 6* edi¢dao, de 2002, com a versao em Portugués Brasileiro datado em 2004
(Gadelha et al., 2005). Trés componentes principais sao considerados para o estadiamento clinico:
caracteristicas do tumor primario, caracteristicas dos linfonodos das cadeias de drenagem linfatica
do 6rgdo em que o tumor se localiza e presenca ou auséncia de metéstases a distdncia. Nesta

classificagdo o “T” representa o tamanho ou o volume do tumor primario, com subcategorias que
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variam de TO a T4; o “N” indica a condi¢do dos linfonodos regionais, com subcategorias que
variam de NO a N3, expressando o nivel de evolugao do tumor e dos linfonodos comprometidos; e
o “M” indica a presenga ou auséncia de metastases a distancia, com as subcategorias M1 ou MO,
respectivamente. O simbolo “X” ¢ utilizado quando uma categoria nao pode ser devidamente
avaliada. Quando as categorias T, N e M sdo agrupadas em combinagdes pré-estabelecidas,
formam-se os estadios que, geralmente, variam de 0 a IV, com subclassificagdes A, B e C, em
alguns estadios, para expressar o nivel de evolu¢do da doenga. Foram consideradas as seguintes
categorias de estadiamento: estadio 0, estadio I, estadio II, estadio III e estadio IV. Segundo os
critérios da Organizacdo Mundial da Satde, foram considerados em estadio avancado os casos
com doenca nos estddios III e IV (Thuler & Mendonga, 2005). A Tabela 1 descreve as

caracteristicas do modelo TNM.
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Tabela 1: Classificacdo dos tumores de mama segundo estadiamento clinico

TNM — 6°EDICAO GRUPAMENTO POR ESTADIOS
Estadio 0 Tis, NO, MO
Estadio 1 T1*, NO, MO

Estadio 114 TO, N1, MO

T1* N1, MO

T2, NO, MO
Estadio 1IB T2, N1, MO

T3, NO, MO
Estadio 1114 TO, N2, MO

T1* N2, MO

T2, N2, MO

T3, N1, N2, MO

Estadio I11IB T4, NO, N1, N2, MO
Estadio IIIC Qualquer T, N3, MO
Estadio IV Qualquer T, qualquer N, M1

Modificado de TNM/UICC 6%edicao.
Onde:

Tumor primario (T)

TX: Tumor ndo pode ser avaliado;
TO: Sem evidéncia de tumor primario;

Tis: Carcinoma Intraductal, Carcinoma Lobular in situ, ou Doenca de
Paget do mamilo com ou sem associacao de invasao normal;

T1: Tumor < 2cm em sua maior dimensao;
T2: Tumor > 2 cm mas < 5 cm em sua maior dimensao;
T3: Tumor > 5 ¢cm em sua maior dimensao;

T4: Tumor de qualquer tamanho com extensdo direta a parede
toracica (a) ou a pele (b) ou ambas (¢) e carcinoma inflamatorio (d).



Linfonodos Regionais (N)

NX: Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados;
NO: Sem evidéncia de mestastase linfonodal;

N1: Mestastase para linfonodos axilar ipsilaretal;

N2: Metastase para linfonodo axilar fixo ipsilateral na auséncia
evidente de metastases linfonodais clinicamente visiveis;

N3: Metastases em linfonodos infraclaviculares ipsilaterais com ou
sem envolvimento axilar evidente, ou metastases em linfonodos
supraclaviculares ipsilaterais com ou sem envolvimento axilar de
cadeia mamadria interna.

Metastase a distancia (M)
MX: Presen¢a de metastase a distdncia que ndo pode ser avaliada;
MO: Sem mestastase a distancia;

M1: Metastase a distancia.

O estudo histopatolégico do tumor primario da mama por meio do exame andtomo-
patologico com coloragdo de rotina (método de hematoxilina-eosina) ¢ o método de avaliagao
mais utilizado no cancer de mama. As informag¢des obtidas através deste exame sao essenciais na
determina¢do do prognoéstico das pacientes, com utilidade clinica ja& comprovada no tratamento
(Fitzgibbons et al., 2000).

Faz parte da avaliagdo-padrdo da paciente o estudo imunoistoquimico do tumor com o
objetivo principal de obter informacgdes sobre a expressdo de receptores de estrogeno, receptores
de progesterona e do receptor do fator de crescimento epidérmico (HER2) pelas células
neoplésicas. Estas moléculas funcionam como marcadores tumorais de valor prognostico e
preditivo de resposta ao tratamento (Corréa et al., 2010).

O tamanho do tumor e a condi¢do dos linfonodos axilares sdo os dois mais importantes
indicadores progndsticos para o cancer de mama, tanto que constituem a base do estadiamento

TNM estabelecido e aprovado pela Unido Internacional Contra o Céancer. O tamanho do tumor ¢
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um dos melhores preditores da recidiva e quanto maior for o tamanho, maiores sao as chances de
comprometimento metastatico dos linfonodos locorregionais. Os tumores de menor tamanho estao
invariavelmente relacionados a um melhor progndstico, tanto para sobrevida global quanto para
sobrevida livre de doenga, independente do autor, periodo ou tipo de tratamento aplicado (Abreu
& Koifman 2002).

A presenca de metéstases nos linfonodos axilares ¢ um dos fatores mais importantes no
estadiamento e avaliacdo prognéstica de pacientes com cancer de mama. A presenga de
metastases linfonodais esta relacionada com o maior potencial para metastases a distancia e pior
progndstico. As caracteristicas clinicas relacionadas as metastases linfonodais incluem a idade da
paciente, sendo os tumores de mulheres mais jovens (pré-menopausa) mais agressivos; tamanho
do tumor primario, o tipo e o grau histolégico. Tumores maiores que 2 cm tém maior chance de
estarem associados as metastases em linfonodos no momento do diagnodstico. Os carcinomas
ductais sem outras especificagcdes e os carcinomas micropapilares tém maior frequéncia de
metastases linfonodais que os tipos especiais puros, de boa evolugdo, como os tubulares e o
coldide. Tumores com alto grau histologico apresentam maior tendéncia a metéstases. O indice
proliferativo do tumor, avaliado por contagem mitdtica, que ¢ parte da avaliagdo do grau
histologico, também esta relacionado a maior propensao de metastases (Marinho et al., 2008).

A detec¢do dos receptores hormonais (receptores de estrégeno e de progesterona) tem
adquirido grande relevancia, sendo relacionada tanto ao valor preditivo para resposta a terapia
endocrina quanto ao seu valor prognéstico. Pacientes com tumores que expressam receptores
hormonais tendem a apresentar melhor resposta a terapia anti-hormonal, maior sobrevida global e
maior sobrevida livre de doenga (Arias ef al., 2003).

O cancer de mama ¢ uma doenga heterogénea, que engloba uma série de entidades

bioldgicas distintas associadas com caracteristicas morfoldgicas, imunoistoquimicas e
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comportamento clinico. Por muitas décadas, os carcinomas de mama foram apenas classificados
de acordo com o tipo e grau histologico e com a expressao de receptores hormonais. Mais
recentemente, apos o sucesso dos ensaios clinicos com o Trastuzumab, a caracterizacdo da
expressao de HER2 tornou-se parte integrante do trabalho histopatologico de acompanhamento de
pacientes com cancer de mama. Do ponto de vista de um oncologista clinico, as pacientes com
cancer de mama sdo classificadas em trés principais grupos: (i) aquelas que apresentam tumores
com receptores hormonais positivos, que administram as terapias voltadas para receptores de
estrogeno como opg¢do terap€utica com ou sem quimioterapia, (ii) aquelas com tumores HER2 +,
que recebem a terapia dirigida ao HER2, com uso do Trastuzumab ou, em algumas situagoes, o
Lapatinibe, e (iii) aquelas com receptores hormonais (RE e RP) e HER2 negativos, para as quais a
quimioterapia ¢ a inica modalidade de tratamento sist€émico disponivel (Reis-Filho & Tutt, 2008).

Os tumores de mama que expressam receptores de estrogeno ou receptores de
progesterona correspondem a 75 a 80% dos casos de canceres de mama e os tumores que
expressam receptores de HER2 correspondem a 15 a 20% dos casos de carcinomas mamarios.
Cerca da metade desses casos que expressa HER2 co-expressam receptores hormonais. E
aproximadamente 10 a 20% dos canceres de mama estdo em uma categoria denominada triplo-
negativo, tal como definido pela auséncia de expressdo destas trés proteinas. (Cleator et al.,
2007).

A maioria dos canceres de mama triplo-negativos pertence ao subtipo basal-simile.
Canceres basal-similes sdo normalmente associados a um alto grau histolégico, marcado por
pleomorfismo celular, um alto indice de Ki67, aumento da atividade mitdtica e presenca de
Figuras atipicas de mitose (Rakha et al., 2007).

Em nivel gendmico, comparado com os outros subtipos, o subtipo basal-simile distingue-

se pela instabilidade gendmica, aumento de alteragdes no numero de copias do DNA, e freqiliente
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queda dos niveis de delegdes e inser¢des. Este subtipo também ¢ caracterizado pela
desestabilizacdo de componentes importantes do ciclo celular, como a via RB, e anormalidades
em p53. Mutacdes nesse gene tém sido relatadas em até 82% das pacientes, em comparagao com

apenas 13% no grupo luminal A (Santana-Davila & Perez, 2010).

6 — Imunoistoquimica

No cancer de mama humano, a imunomarcagdo de receptores de estrogeno e progesterona
auxilia na escolha do tratamento. Mas, as chances de sucesso também estdo relacionadas com o
diagnostico precoce, ja que as neoplasias decorrentes dos desequilibrios hormonais, na sua fase
inicial, ainda sdo hormonio-dependentes, com melhor progndstico em comparagdo aquelas que ja
adquiriram independéncia hormonal (Silva et al., 2004).

O método imunoistoquimico, principalmente apds o desenvolvimento de anticorpos
capazes de reconhecer epitopos que ndo sdo degradados durante o processamento histoldgico,
tem, na pratica, gradativamente, substituido o método bioquimico, antes tido como o padrao-ouro,
para a avaliacdo dos receptores hormonais. Os resultados do método imunoistoquimico dependem
de variaveis como o tipo de fixador utilizado, o tempo de fixagdo do material, a temperatura de
processamento ¢ o método de recuperagio antigénica utilizado. A excegdo do Gltimo, os outros
nem sempre podem ser padronizados, pois sdo procedimentos que ocorrem a distancia do
laboratorio de patologia ou, entdo, variam de laboratorio para laboratério (Arias et al., 2003).

O estudo imunoistoquimico ¢ utilizado em diferentes situacdes da patologia mamaria,
sendo as mais importantes: avaliagdo de fatores preditivos e progndsticos do cancer de mama (por
exemplo, receptores hormonais ¢ HER2), pesquisa de células epiteliais metastaticas em linfonodo
sentinela, diagnostico diferencial de lesdes mamarias e determinacdo de possivel origem de

neoplasias metastaticas (Salles et al., 2009).
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Nas ultimas décadas, a imunoistoquimica tem revolucionado a pratica da Anatomia
Patologica. Além do inestimavel auxilio ao diagnéstico de diferentes tipos de neoplasia, as
técnicas permitem a identificagdo de diferentes tipos de marcadores (enzimas, receptores,
produtos de genes, etc.) que estdo relacionados ao comportamento biologico das neoplasias. No
campo da imunoistoquimica, a disponibilidade de anticorpos monoclonais que reagem com
antigenos associados aos tumores de mama esta se expandindo progressivamente e, dessa forma,
vem permitindo que se conhe¢a melhor a biologia da referida neoplasia, oferecendo, com isso, um
prognostico, um diagndstico e um tratamento mais estruturado para o controle dessa classe

tumoral (Zuccari et al., 2008).

7 — Cancer de Mama Triplo-Negativo

Cancer de mama triplo-negativo ¢ um termo recente e refere-se a tumores que, quando
analisados por imunoistoquimica, ndo expressam receptores de estrégeno, progesterona e HER2.
Suas caracteristicas moleculares e clinicas se superpdem as dos tumores definidos, pela técnica de
microarranjos, como do tipo basal. Além dessas caracteristicas, estes tumores afetam mais
frequentemente mulheres com menos de 50 anos, apresentam comportamento mais agressivo e
sdo mais prevalentes entre as afro-descendentes (Corréa et al., 2010).

Dos cerca de um milhdo de casos de cancer de mama diagnosticados mundialmente em
2008, estima-se que 172.695 abrigam o fenotipo triplo-negativo. O cancer de mama triplo-
negativo esta recebendo uma quantidade enorme e adequada de atengao das pesquisas, dada a sua
biologia tnica, o0 mau prognéstico, o padrao inicial de metastase agressivo e a relativa falta de
alvos terapéuticos, quando comparado com o cancer de mama endocrino-sensivel ¢ HER2-

positivo (Anders & Carey, 2009).
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A heterogeneidade do cancer de mama tem implicagdes para os médicos e seus pacientes.
Cada vez mais os tratamentos sdo voltados para marcadores moleculares. O desenvolvimento de
terapias hormonais validou a distin¢ao entre o receptor de estrogeno (ER), em canceres de mama
ER — positivo e negativo. O Tamoxifeno foi inicialmente utilizado como um tratamento para
todos os canceres de mama, porém mais tarde foi reconhecido que somente pacientes que
expressavam receptores hormonais se beneficiavam do medicamento. A introdugdo da terapia
com o Trastuzumabe (Herceptin), um anticorpo monoclonal, destacou a importancia de identificar
tumores com amplificagdo ou superexpressao de HER2neu (HER2) (Dent et al., 2007).

Muitos autores sugerem que existe estreita relacao entre o cancer de mama basal-simile, o
triplo-negativo e o ligado a deficiéncia do BRCAI. A afirmativa ¢ sustentada pelo fato de que
grande parte das caracteristicas moleculares, imunoistoquimicas e morfoldgicas sdo
compartilhadas pelos trés grupos de tumores. A maior parte dos tumores associados a deficiéncia
de BRCAI ¢ triplo-negativa e expressa marcadores de células mioepiteliais, como as
citoqueratinas basais. Além disso, essas pacientes compartilham evolugdo clinica desfavoravel
(Fernandes et al., 2009).

Os mastologistas adotaram o conceito de TNBCs (canceres de mama triplo-negativos)
logo apds a introducdo do teste de andlise da expressdo de HER2, no final dos anos 90. Estes
tumores tendem a ser biologicamente agressivos e dificeis de tratar, devido a falta de eficacia dos
alvos terapéuticos no seu tratamento. Além disso, essas pacientes ndao recebem o beneficio de
terapias especificas, tais como agentes anti-hormonais ou anti-HER2. Embora mais da metade dos
TNBCs expresse receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), os primeiros testes com
agentes anti-EGFR ainda precisam demonstrar sua eficacia clinica. Esses tumores tipicamente
expressam altos niveis de p53 mutante, que tem sido utilizado como um marcador de mau

progndstico, e estdo associados a mutagdes no gene BRCAT1 nao hereditarias. O desenvolvimento
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de terapias clinicamente uteis para estes tumores ¢ imprescindivel e varios candidatos a
biomarcadores estdo atualmente sob investigacao (Diaz et al., 2007).

O comportamento clinico do cancer de mama triplo-negativo ¢ classicamente mais
agressivo do que os demais tumores deste 6rgao. Consequentemente, a sobrevida dessas pacientes
¢ inferior a da populacdo geral das pacientes com cancer de mama. Além disso, os tumores triplo-
negativos apresentam maior tropismo por 6rgaos sélidos, sendo a ocorréncia de metastases dsseas,
muitas vezes, um problema secunddrio nesta doenga. O tropismo por envolvimento visceral
(como de pulmdes e figado) ¢ comum e segundo algumas séries recentes, apresentam maior
incidéncia de metastases cerebrais, fato que podera ser importante em um futuro préximo para
estabelecer novas estratégias de estadiamento e, por conseguinte, de tratamento dessas pacientes
(Fernandes et al., 2009).

Na literatura mundial, existem poucos dados a respeito de locais especificos de metastases
e evolugdo clinica ao longo do tempo, para pacientes com cancer de mama triplo-negativo e
cancer metastatico. Um potencial sitio de preocupagdo € o sistema nervoso central (SNC). Um
aparente aumento de incidéncia de metastases do SNC também foi observado em afro-americanas
e em portadoras da mutacdo BRCAI, duas populacdes de pacientes que tém incidéncia
relativamente maior da doenga triplo-negativa (Lin et al., 2008).

A histologia dos tumores triplo-negativos inclui frequentemente tumores de alto grau, alta
taxa de proliferagcdo celular e necrose. Devido a alta atividade de proliferacdo, estes muitas vezes
se manifestam como canceres diagnosticados entre intervalos de mamografias (De Laurentiis et
al., 2010).

Devido a falta de expressao dos alvos moleculares estabelecidos, as mulheres com tumores

triplo-negativos (TNBCs) ndo tem terapias alvo a sua disposi¢do e tém uma sobrevida pior que os
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subgrupos ER-positivo e/ou PR-positivos. Idade precoce e condi¢do socioecondmica também
estao associadas aos TNBCs (Lund et al., 2008).

O cancer de mama triplo-negativo pode ser classificado em dois subtipos: o fenotipo basal
(BP) e o fenotipo nao basal (NBP). Normalmente a triagem clinica envolve apenas a deteccao de
ER, PGR e Her2 e por esta razdo a abordagem terapéutica ¢ sempre a mesma independente do
subtipo. No entanto, héd relatos de que 50 a 60% dos canceres de mama triplo-negativos sdo
positivos para os marcadores basais e por isso ¢ aconselhdvel classificar as lesdes como BP ou
NBP e realizar anélises para elaborar estratégias terapéuticas mais adequadas para as pacientes.

(Sasa et al., 2008).

11 - CARACTERITICAS DE Ep-CAM
1 - Gene

Em 1979, a busca por novos antigenos de superficie celular expressos em tecidos
neoplasicos levou a descoberta de Ep-CAM (Armstrong & Eck, 2003), um dos primeiros
antigenos humanos descritos em tecido epitelial (Baeuerle & Gires, 2007). Ep-CAM foi
inicialmente identificada pelo anticorpo monoclonal (mAb) 17-1A, apds a imunizagdo de ratos
com cé¢lulas de cancer colorretal humano (Miinz ef al., 2010). Usando uma abordagem similar, o
antigeno Ep-CAM foi identificado, véarias outras vezes e cada vez recebendo o nome do
respectivo anticorpo monoclonal usado na deteccdo (Tyrps ef al., 2007). Por um longo tempo,
Ep-CAM foi considerada uma mera proteina de superficie celular, mediadora de adesdo celular

homotipica (Miinz et al., 2010).

Atualmente, acredita-se que a molécula de adesdo epitelial (Ep-CAM) ¢ um antigeno de

diferenciagdo pan-epitelial, que esta restrito ao epitélio normal em individuos saudaveis, mas que
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estd tipicamente hiperexpresso sob varios graus, na maior parte dos carcinomas humanos (Ziegler
et al., 2009). Ha cerca de duas décadas, diversos estudos sobre cancer de mama enfocaram a
expressao € as possiveis rotas de sinalizacdo celular da molécula de adesdo celular epitelial (Ep-

CAM) (Gostner et al, 2011).

A proteina Ep-CAM ¢ codificada pelo gene TACSTDI (tumor-associated calcium signal
transducer 1), originalmente relatado como gene GA733-2, que foi localizado no cromossomo 4q,
com uma estimativa minima do tamanho de 13,9 kilobase (kb). A comparagdo entre dados de
sequéncia gendmica ¢ de cDNA revelou que o gene GA733-2 consiste de nove éxons, dispostos
consensualmente com sequéncias intronicas intercalantes (Linnebach et al, 1993) e que
codificam componentes extracelulares, transmembranares e citoplasmaticos (Armstrong & Eck et
al., 2003). A seqiiéncia de aminoécidos codificada pelo éxon 1 corresponde ao peptideo sinal. O
dominio extracelular ¢ codificado pelos éxons 2 a 6, sendo que o éxon 2 codifica uma sequéncia
rica em cisteina que ¢ homodloga ao fator de crescimento epidérmico (EGF-like) e um pequeno
dominio com homologia ao nidogénio (uma proteina da matriz celular) (Simon et al.,1990;
Linnebach et al., 1993), seguido de uma regido pobre em cisteina (Litvinov et al., 1994). O éxon
7 codifica 0 dominio transmembranar. O éxon 8 codifica uma por¢do de 15 aminoacidos do
dominio citoplasmatico, incluindo um grupamento de seis aminodcidos carregados positivamente.
O éxon 9 codifica 13 aminoécidos restantes do dominio citoplasmatico, o coddon de parada e toda
a regiao 3’ ndo-traduzida (Linnebach et al,. 1993; Balzar et al,. 1999b). A Figura 1 esquematiza o

gene GA733-2.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Chromosome 4 o 3 untransi ﬁmp_ EGF-lke Hm Transm. + Cytopl. _H Cylopl. tail }'
signal seq. repeat | repeat || domain tail 3' untransl.
GA733-2
Figura 1 — Modelo esquematizado do gene GA733-2 Modificado de Balzar, et al., 1999
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2 — O Transcrito de Ep-CAM

O mRNA transcrito ¢ de aproximadamente 1,5kb. A maior variagdo nos transcritos ocorre
na por¢ao nao-traduzida 5°, podendo ter 16 ou 160 nucleotideos. A regido ndo-traduzida 3’
contém dois possiveis motivos importantes. A primeira sequéncia (ATTTA) apresenta-se como
um sinal especifico para degradacao do mRNA das citocinas, linfocinas e algumas oncoproteinas.
A segunda sequéncia (TTATTTAT) tém sido identificada como uma sequéncia consenso na
regido 3’ de mediadores inflamatorios. Isto sugere que a expressdao de Ep-CAM seja altamente

regulada ao nivel do mRNA (Balzar et al., 1999b).

As analises do mRNA de Ep-CAM em um grande ntimero de células de carcinoma, nao
foram capazes de demonstrar variacdes de splicing dos éxons que codificam o dominio

intracelular da molécula (Balzar et al., 1999D).

A regido promotora de Ep-CAM, que controla a expressao do gene, foi clonada e
caracterizada. A sequéncia do local de inicio de transcri¢gdo (TSS) foi definida. Por andlise de
delegdo, foi estabelecido que 177pb da sequéncia 5’-flanqueadora sdo suficientes para conduzir a
expressdo do gene repoérter, enquanto a regido 687-341 pb do sitio de inicio da transcri¢ao (TSS)

parece ser responsavel pela expressao epitélio-especifica (van der Gun et al., 2010).

3 — A proteina Ep-CAM

Ep-CAM ¢ uma glicoproteina transmembranar do tipo I, com massa molecular de 40 kD e
possui 314 residuos de aminoacidos, dos quais 23 formam um peptideo sinal, 242 residuos de
aminoacidos formam o dominio extracelular, 23 formam o dominio transmembranar e os 26

restantes formam um pequeno dominio intracelular (Szala ef al., 1990; Winter ef al., 2003). Doze
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residuos de cisteina existem entre os 242 aminoacidos do dominio extracelular, com varios sitios
de glicosilagao. O modelo atual da estrutura terciaria de Ep-CAM contém 3 dominios funcionais
(Armstrong & Eck et al., 2003). O primeiro dominio extracelular contém dois dominios similares
ao fator de crescimento epidermal (EGF-like). Alguns trabalhos mostram que o segundo dominio
EGF-like de Ep-CAM ¢ na verdade um dominio de tireoglobulina (TY) (Baeuerle & Gires, 2007).
O terceiro dominio ¢ um dominio livre de cisteina ¢ sem relagdo com moléculas conhecidas. A
porcdo N-terminal do dominio EGF-like pode desempenhar um papel nas interagdes de linfocitos
(Armstrong & Eck et al., 2003). A Figura 2 demonstra os dois modelos estruturais propostos para
Ep-CAM e apresenta os pontos de N-glicosilagdo da molécula. As seqiiéncias de aminoacidos
homologas entre Ep-CAM e Tireoglobulina sdo mostradas em vermelho e perfazem 54% da

estrutura protéica (Baeuerle & Gires, 2007).
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Figura 2 — Modelos estruturais da proteina Ep-CAM. (Modificado de Baeuerle & Gires, 2007)

A molécula de adesdo epitelial (Ep-CAM) foi inicialmente descrita como antigeno
associado a tumor. No entanto, Ep-CAM mostrou ser um marcador pan-epitelial, que ¢
enriquecido na membrana basolateral. O nivel de expressdo de Ep-CAM tem sido associado com
a diferenciacdo celular. Por exemplo, as regides germinais das colonias de células normais
apresentam niveis elevados de expressao de Ep-CAM, que diminuem a medida que as células se
diferenciam e migram para o topo das vilosidades (Maaser & Borlac ef al., 2008). A fun¢do
reguladora de Ep-CAM na morfogénese do tecido epitelial tem sido demonstrada em uma série de

tecidos, no pancreas e em particular na glandula mamaria (Went et al., 2004).

Ep-CAM ¢ uma proteina transmembrana capaz de interagir com muitas outras proteinas,
como a propria Ep-CAM, claudina-7, tetrapaninas, CD44 ¢ catepsinas (Went et al., 2008). Tem
um papel importante na adesdo celular, proliferacdo celular, diferenciacdo, migracao, regulacao
do ciclo celular e estd implicada também a sinalizagdo de células-tronco tumorais (Ralhan et al.,

2010).

Além disso, a associagdo de Ep-CAM com claudina-7 interfere com a adesdao homotipica
celular mediada por Ep-CAM, promovendo a motilidade celular, proliferacdo, sobrevivéncia,
carcinogénese e formacao de metastases (Niibel et al., 2009). Estes resultados sustentam um papel
para Ep-CAM como oncogene. De fato, a superexpressdo de Ep-CAM foi associada com a

diminui¢ao da sobrevida global dos pacientes com diferentes tipos de cancer (Varga et al., 2004).

Estudos que investigam o papel de Ep-CAM na carcinogénese ainda sdo controversos. Em
contraste com o seu papel de promover formacao do tumor, Ep-CAM também ¢ descrita como
uma proteina supressora de tumores. Ep-CAM foi inicialmente proposta para funcionar como uma
molécula de adesdo, capaz de mediar as interacoes de adesao homofilicas, evitando a dispersao
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celular. Devido a essas propriedades adesivas, Ep-CAM ¢ susceptivel de desempenhar um papel
na inibi¢do da invasdo (Litvinov ef al.,1994). A superexpressao de Ep-CAM em alguns tipos de

carcinoma ¢ associada com a melhora da sobrevida dos pacientes (Songun et al., 2005).

O duplo papel da Ep-CAM ¢ refletido também em estudos sobre mecanismos que
investigam o papel de Ep-CAM na modulacdo aplicada a sua expressao. Células de carcinoma
colorretal de ratos, transfectadas com cDNA de Ep-CAM aumentaram a adesdo célula-célula,
atenuando a invasdo de células tumorais ¢ diminuindo a incidéncia de tumores e metastases,

quando inoculadas no bago de ratos (van der Gun et al., 2010).

Estes dados sugerem que a expressao de Ep-CAM antagoniza o crescimento do tumor € o
aparecimento de metastases. Além disso, em quatro diferentes tipos de carcinomas, a baixa
regulacdo da expressio de Ep-CAM, utilizando RNA antisense ou pequenos RNAs de
interferéncia (siRNA), diminuiu a prolifera¢do, migragdo e invasao celular (Osta et al.,2004 Munz

et al., 2009).

Abordagens experimentais que visam ao controle do promotor de Ep-CAM e o
silenciamento da expressdao de Ep-CAM com pequenos RNAs de interferéncia foram conduzidas
(Went et al., 2008). Tais estudos demonstram que o silenciamento da expressdo de Ep-CAM foi

mostrado associado a diminui¢do da taxa de migragao celular tumoral (Maaser & Borlac; 2008).

4 — Ep-CAM e Cancer

Ep-CAM ¢ uma das proteinas mais amplamente investigadas em canceres humanos
(Ralhan et al. 2010). Esta tipicamente hiperexpressa em uma variedade de tumores de origens

mesoteliais e ectodérmicos, como os tumores neurogénicos, sarcomas, melanomas e linfomas
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(Monburg et al., 1987). Também foi descrita em carcinomas de varias origens, incluindo de colon
e reto, de prostata, do figado, do es6fago, do pulmao, de cabega e pescoco, de pancreas e de mama

(Went et al., 2004).

A expressio de Ep-CAM ¢ conhecida por ser reguladora em uma variedade de
carcinomas, incluindo os de pulmao e colon (Went et al, 2006). A correlagdo entre expressao de
Ep-CAM e o prognostico parece ser tecido-especifica. No cancer de ovario, mama e de carcinoma
de células escamosas do es6fago, a superexpressao de Ep-CAM tem sido correlacionada com pior

prognostico (Stoecklein et al, 2006).

A imunoterapia com o anticorpo monoclonal anti-Ep-CAM diminuiu a freqiiéncia de
mestastase a distdncia em pacientes com cancer colorretal e eliminou células tumorais de cancer
de mama na medula 6ssea (Braun ef al., 1999). Por conta de seu alto nivel de expressdo em varios
carcinomas, Ep-CAM ¢ um potencial alvo para o diagnostico e terapia tumoral. Ensaios clinicos

visando Ep-CAM foram realizados com sucesso variavel (Baeuerle & Gires, 2007).

Além do seu papel na proliferagdo, Ep-CAM esta superexpressa em células iniciadoras de
cancer isoladas de carcinomas de colon, mama, pancreas e prostata e nas células-tronco
progenitoras de tecidos normais. No entanto, ndo ¢ entendido como Ep-CAM transmite sinais

para o nucleo da cé€lula, ou como o sinal ¢ gerado (Maetzel et al., 2009).

Recentemente, Ep-CAM ganhou um interesse renovado como um transdutor de sinal e foi
identificado como um marcador de células-tronco iniciadoras de céncer. O silenciamento
transitorio da expressao de Ep-CAM levou a uma reducao do potencial oncogénico em carcinoma

de mama, gastrico, hepatocelular e de células escamosas orais da lingua (van de Gun et al., 2010).
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5 — Ep-CAM e Cancer de Mama

Em meados de 2003, Thurm e colaboradores avaliaram a expressdo de Ep-CAM em
células residuais de carcinoma mamario micrometastatico apds terapia adjuvante. Amostras de
medula 6ssea de pacientes sem metastases a distancia e com menos de 10 linfonodos axilares
positivos foram analisadas. As 62 pacientes foram divididas em dois grupos quanto ao
processamento das amostras de medula dssea. No primeiro grupo, 35 pacientes tiveram as células
separadas com o uso de centrifugacao em Ficoll e nas amostras das 27 pacientes restantes foram
empregadas esferas imunomagnéticas acopladas a um anticorpo anti-Ep-CAM. A andlise da
medula 6ssea ocorreu 3 meses ap6s o tratamento. Das 35 primeiras pacientes, 10 (28,6%) tiveram
células que expressaram citoqueratinas, indicando provavel metdstase mamaria. Entretanto,
nenhuma delas co-expressava a Ep-CAM. As 27 pacientes do segundo grupo apresentaram
resultados semelhantes. Mesmo com o emprego de um método que aumentava a sensibilidade de
deteccao, apenas duas amostras co-expressavam a Ep-CAM, o que limitaria o uso terapéutico do

anticorpo anti-Ep-CAM como terapia adjuvante (Thurm et al., 2003).

Em 2004, Spizzo e colaboradores realizaram um estudo com 1.715 pacientes, utilizando
microarranjos de tecido e analise por imunoistoquimica. Como resultado, 41,7% dos casos
apresentaram alta expressao de Ep-CAM, enquanto 48% tiveram baixos niveis e 10,3% perderam
a expressao da proteina. Uma relagdo significativa foi estabelecida entre a expressao de Ep-CAM
e o comprometimento de linfonodos axilares, o grau histoldégico e o tamanho do tumor. A
sobrevida das pacientes diminuiu significativamente com o aumento da expressdo de Ep-CAM,

nos casos em que havia comprometimento de linfonodos axilares.

Schmidt e colaboradores, em 2008, analisaram num estudo tipo coorte, a expressao de Ep-

CAM por imunoistoquimica em 402 pacientes de uma Unica institui¢do e dessas, 70 tinham o
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fenotipo triplo-negativo. Além de detectar uma possivel associacdo entre Ep-CAM e o pior
progndstico, também nestes casos, a detec¢ao dos niveis de Ep-CAM foi conduzida para que estas
pacientes pudessem ser tratadas com adecatumumab, um anticorpo dirigido contra Ep-CAM.
Foram encontradas associagdes significativas entre o grau-histologico, a superexpressao de Ep-
CAM e de HER2 com uma pior sobrevida livre de doenca. E foi sugerido que Ep-CAM
representasse um alvo adequado para terapias especificas, particularmente em tumores triplo-

negativos.

Em 2011, o mesmo grupo liderado por Spizzo realizou outro estudo acerca da expressdo
de Ep-CAM com imunoistoquimica, desta vez com 2.291 espécimes de tumores primarios ¢ 108
com metéstases, utilizando o anticorpo especifico para Ep-CAM, clone VUID9. A expressao de
Ep-CAM no cancer de mama dependeu do subtipo histologico, sendo que os de histologia lobular
geralmente ndo mostraram expressao ou a expressao foi fraca. A maioria das metastases foi Ep-

CAM positiva e estas frequentemente refletiam o fenotipo da expressao do tumor primario.

No céncer de mama invasivo, a superexpressao de Ep-CAM esté associada a uma redugao
da sobrevida livre de doencga e da sobrevida global. Portanto, esta molécula foi sugerida como um
potencial alvo para imunoterapia adjuvante contra a doenga com presenca de micrometastase. No
entanto, a Ep-CAM pode estar desregulada em células de tumores mestastaticos, pois a perda de
adesdo celular ¢ um pré-requisito para a dissemina¢ao de células tumorais (Thurm et al., 2003).
Além de sua importancia progndstica, a Ep-CAM tem se destacado como um pontencial alvo para

terapias antitumorais (Schmidt et al., 2008).

O cancer de mama triplo-negativo ¢ resistente as terapéuticas especificas, como
tratamentos enddcrinos ou trastuzumab. Portanto, muitos estudos tém sido publicados no intuito

de compreender a biologia do cancer de mama triplo negativo. A relevancia clinica de uma
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possivel associacdo de Ep-CAM com pior prognostico também no cancer de mama triplo-
negativo seria a de que este subtipo de cancer de mama pode ser tratado com adecatumumab, um

anticorpo dirigido contra Ep-CAM. (Schmidt et al., 2008).

Oferecer tratamento mais efetivo e menos toxico para o cancer de mama requer uma
abordagem individualizada, considerando as caracteristicas clinicas e moleculares das pacientes
(Gonzalez-Angulo et al, 2005). A Ep-CAMtemsido alvo deensaios clinicos
utilizando anticorpos monoclonais € acredita-se que Ep-CAM representaum novo alvo

para terapia génica em cancer de mama (Osta ef al., 2004).

III - JUSTIFICATIVAS

1) A proteina Ep-CAM ¢ detectada na maioria dos carcinomas, sendo alvo molecular para
estabelecimento de imunoterapia antitumoral.

2) Ep-CAM ¢ considerado marcador molecular de proliferagao e diferenciacdo celular, porém,
seu potencial papel prognodstico ainda ndo estd totalmente elucidado para pacientes com
cancer de mama.

3) A deteccdo imunoistoquimica de Ep-CAM em tumores de mama ¢ importante a fim de
selecionar pacientes candidatas a imunoterapia contra Ep-CAM.

4) A avaliagdo da epidemiologia molecular de Ep-CAM em pacientes com cancer de mama ¢
uma pungente necessidade, dado o diagnostico ainda tardio da doenca. Na regido Centro-
Oeste, o risco estimado de incidéncia € de 48 casos a cada 100.000 mulheres. (INCA, 2012).

5) O Brasil ainda se mantém ausente na produgdo cientifica sobre Ep-CAM, seja em tecidos

tumorais ou em tecidos normais.
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IV - OBJETIVOS

1 — Objetivo Geral:

Avaliar as possiveis associagdes entre a superexpressdo de Ep-CAM e os aspectos
clinicos e histopatoldgicos de pacientes com carcinomas mamarios.

2 —Objetivos Especificos:

2.1. Avaliar o impacto dos aspectos clinicos, histopatoldgicos e imunoistoquimicos no

prognostico de um grupo de 239 pacientes com carcinomas de mama, diagnosticados no

Hospital Aratjo Jorge, em Goiania-GO.

2.2. Avaliar a expressdo da proteina Ep-CAM, por imunoistoquimica, nos 239

espécimes de carcinomas mamarios.

2.3. Investigar as possiveis associagdes entre os aspectos clinico-patolégicos, a

expressao de Ep-CAM e a sobrevida das pacientes com cancer de mama.
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V - METODOLOGIA

1 — Selecao das Pacientes com Carcinomas Mamarios:

Um grupo de 239 pacientes com carcinomas mamarios foi selecionado entre os casos
examinados no laboratério de imunoistoquimica do Hospital Aratjo Jorge, em Goiania, Goids.
Um levantamento inicial nos livros de registros que contém copias dos laudos imunoistoquimicos
foi realizado, selecionando-se 345 casos de carcinomas mamadrios diagnosticados no periodo de
1998 a 2002. A busca de dados clinico-patologicos foi realizada a partir dos respectivos
prontuarios, no Setor de Arquivo do HAJ. Os blocos de parafina, contendo os espécimes tumorais
correspondentes foram levantados no arquivo de blocos do Setor de Anatomia Patologica do HAJ.
Os dados clinicos colhidos dos prontuérios incluiram nome, idade na época do diagnostico,
estadiamento clinico, evolucao da doenga, 6bito (quando registrado) e antecedentes familiares. Os
aspectos histopatologicos incluiram tamanho do tumor, confirmagdo do tipo histologico, grau
nuclear, expressao de receptores hormonais, HER2e comprometimento linfonodal.

Os dados coletados foram inseridos em uma planilha de banco de dados. As pacientes
selecionadas foram aquelas que apresentaram dados clinicos e histopatoldgicos completos, blocos
de tumores disponiveis e suficientes para andlise e seguimento minimo de cinco anos, a fim de
que fossem analisados os dados de sobrevida. Nos casos de falta de informagdes nos prontuarios,
foi feita uma busca ativa, por meio de ligagdes telefonicas com o objetivo de atualizar o estado
clinico da paciente. As pacientes selecionadas foram somente aquelas submetidas a bidpsia ou
cirurgia antes de qualquer tratamento radioterdpico ou quimioterdpico e esses dados também
foram obtidos a partir dos prontudrios. O estadiamento clinico das pacientes foi baseado nos

critérios da International Union Against Cancer, UICC, 2002 (Sobin & Wittekind, 2002).
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2 — Espécimes Bioldgicos

Os espécimes bioldgicos analisados consistiram de fragmentos de mama colhidos por
meio de biopsia ou cirurgia, antes de qualquer abordagem radioterapica ou quimioterapica. Os
fragmentos foram fixados em formol 10% tamponado e incluidos em blocos de parafina. Todos os
blocos foram obtidos dos arquivos do Setor de Anatomia Patologica do Hospital Aratjo Jorge.
Foram também separadas dos arquivos as laminas coradas por hematoxilina e eosina referentes
aos blocos para a reavaliagdo por um médico patologista. Apds a comprovagdo do diagnostico,
foram confeccionadas laminas para o estudo imunoistoquimico. A espessura dos cortes usados na

analise imunoistoquimica foi de 3um.

3 — Imunoistoquimica e Avaliacio da proteina Ep-CAM:

A expressdo da proteina Ep-CAM foi avaliada por imunoistoquimica utilizando marcagao
com o anticorpo monoclonal ESA (Epithelial Specific Antigen, clone VU-1D9, Novo Castra) e a
técnica padrao da HPR-polimero universal (MACH-4 Kit, Biocare, Concord, CA, USA), para
deteccao do antigeno referente a molécula de adesdo celular epitelial (EP-CAM). Os cortes
montados em laminas silanizadas foram desparafinizados com incubag¢des em xilol e hidratados
em uma bateria de etanol com concentragdes decrescentes até 50% e dgua destilada. O bloqueio
da peroxidase enddgena foi feito em peroxido de hidrogénio (H,O;) 3%, durante 10 minutos,
seguido de lavagem das laminas com tampao fosfato (PBS), pH 7,4 por 5 minutos. Em seguida,
os cortes foram submetidos a recuperagdo antigénica, utilizando uma solucdo de tripsina (Sigma,
T-8128) e cloreto de calcio a 0,1% em tampao PBS por 5 minutos. As laminas foram incubadas a
4°C, overnight, com o anticorpo monoclonal anti-Ep-CAM (1:100), diluido em solugdao de PBS
contendo albumina bovina a 1%. Apos a incubagd@o com o anticorpo primdrio, as ldminas eram

lavadas 3 vezes em PBS, por 5 minutos e incubadas durante 1 hora com o anticorpo secundario
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biotinilado. Novamente eram lavadas em PBS e os cortes eram incubadas com uma sonda, que se
liga aos anticorpos de camundongo e coelho e em seguida aplicado o polimero contendo
horseradish-peroxidase que se liga a sonda. Apds nova lavagem com PBS por 5 minutos, as
reacoes foram reveladas com tetra-hidroclorato de 3-3° diaminobenzidina (Sigma D-5637), por 5
minutos, e levemente contra-coradas com hematoxilina. Em seguida as laminas foram
desidratadas e montadas com laminula. Tecidos de carcinoma de mama com padrao de revelagao
conhecido para ESA (Ep-CAM) foram utilizados como controles positivos da reacdo. Pelo menos
dois profissionais experientes em imunoistoquimica avaliaram, de forma independente, a
expressao da proteina Ep-CAM contando no minimo 100 células tumorais. Em casos de
resultados conflitantes entre os examinadores, o resultado final foi obtido por anélise e discussao
entre os membros da equipe de imunoistoquimica. O padrdo para marcacao foi definido pela
coloragao especifica, castanha, da membrana celular. A expressdo de Ep-CAM foi pontuada
quanto a proporcao de células marcadas (de 0 a 4 pontos) e quanto a intensidade de marcagdo (de
0 a 3 pontos). Assim, pontuacdes gradativas, variando de 0 a 12 (produto de pontos de proporcao
pelos pontos de intensidade), foram consideradas para classificar a expressdo da Ep-CAM no
cancer de mama, resultando nos seguintes padrdes: sem expressao (0 pontos), baixa expressao (1
a 4 pontos) e alta expressao (> 4 pontos) (Gastl et al., 2000, Sppizzo et al., 2004). A tabela a

seguir demonstra a classificacdo da expressao da proteina Ep-CAM no cancer de mama.
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Pontos de 0 1 2 3 4

propor¢do (nenhuma célula (<10% de (de 10 a 50% de | (de 50 a 80% de | (>80% de
Pontos de marcada) células células células células
Intensidade marcadas) marcadas) marcadas) marcadas)

0 (sem marcacgdo)

1 (marcagdo fraca)

2 (marcagdo moderada)

3 (marcagao forte)

Sem expressao

Baixa expressao

Alta expressao

Figura 3 - Niveis de expressio da proteina Ep-CAM em relacio a proporcio e intensidade de marcacio

VI — ANALISE ESTATISTICA

imunoistoquimica (Modificado de Gastl et al., 2000).

Os dados de prontuarios e resultados foram tabulados em planilhas de um banco de dados

para andlise estatistica utilizando-se o aplicativo estatistico BioEstat (5.0) para os testes do chi-

quadrado, e SPSS (version 18.0, SPSS Inc., USA) para os testes de Kaplan-Meier (KM) e log-

rank. As pacientes foram agrupadas, de acordo com a expressdo da proteina, para o célculo da

curva de sobrevida pelo método de Kaplan e Meier (1958). Diferencgas entre curvas de sobrevida

foram avaliadas pelo teste log-rank. O teste do chi-quadrado foi utilizado para testar a associagao

entre as varidveis qualitativas (onde foram considerados como significativos para p < 0,05).

VII — ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Associacdo de

Combate ao Cancer em Goias protocolo CEPACCG N° 072/07 de 01/02/2007 conforme os

Anexo 1.
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VIII - RESULTADOS

1 — Dados Clinicopatolégicos

Um grupo de 239 pacientes com diagnostico de carcinoma mamario feito no Servigo de
Anatomia Patologica do Hospital Aradjo Jorge, Associacdo de Combate ao Cancer em Goids, no
periodo de 1998 a 2002, foi incluido neste estudo. A idade das pacientes variou entre 23 e 90
anos, com uma média de 52,6 anos e uma mediana de 51 anos. Quinze pacientes (6,28%)
apresentaram idade abaixo de 35 anos, 101 pacientes (42,26%) tinham entre 35 ¢ 50 anos e 123

pacientes (51,46%) tinham mais que 50 anos (Figura 4).

60.0

51,46%
50.0

42,26%

40.0

30.0

20.0

10.0

0.0

<35 anos 35zMN <50anos >50anos

Figura 4: Distribuiciao dos casos de carcinomas de mama de acordo com a faixa etaria (anos).
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Foram relatadas 116 pacientes (48,5%) pré-menopausadas e 123 pacientes (51,5%) poOs-

menopausadas (Figura 5).

116 (48,5%)
M Pre<=50
mPos> 50
123 (51,5%)

Estatus Menopausal

Figura 5 - Distribuicio dos casos de carcinomas de mama de acordo com o status menopausal.

Segundo a classificagdo TNM da UICC (Unido Internacional Contra o Cancer), trés
pacientes (1,2%) apresentaram estadio 0, 47 (19,7%) apresentaram estddio I, 106 (44,4%)
apresentaram estadio II, 59 (24,7%) apresentaram estadio III, 23 (9,6%) apresentaram estadio IV

e apenas uma paciente (0,4%) ndo teve o estadiamento descrito (Figura 6).
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0 1 I v NC
Estadiamento clinico

Figura 6: Distribuicao dos casos de carcinomas de mama de acordo com estadiamento clinico.
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Com relagdo ao comprometimento dos linfonodos regionais, 118 pacientes (49,4%) nao
apresentaram comprometimento linfonodal, 46 pacientes (19,2%) apresentaram de um a trés
linfonodos comprometidos, 26 pacientes (10,9%) apresentaram de quatro a nove linfonodos
comprometidos, 41 pacientes (17,2%) apresentaram 10 ou mais linfonodos comprometidos e oito

pacientes (3,3%) ndo tiveram o ntimero de linfonodos comprometidos relatado (Figura 7).
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49,4%

50.0
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3,3%

0] la3 4a9 10 ou mais NR
Comprometimento linfonodal axilar

Figura 7: Distribuicio dos casos de carcinomas mamarios de acordo com o comprometimento
linfonodal axilar.
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As metastases a distancia foram relatadas em 84 pacientes, perfazendo um total de 35,1%

dos casos (Figura 8).
84(35.1%)
m Nio metastatico
m Metastitico
155 (64.9%)
Presenca de metastase a distancia Figu
ra 8 — Distribuicio de casos de carcinomas de mama de acordo com a presenca de metastase a
distancia.

O local mais freqliente de metastases foi nos o0ssos (35,9%), seguidos de pulmao (33,0%) e

figado (19,4%) (Figura 9).
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35.0
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0.0

05505 PULMAD OUTROS FIGADO
Locais de metastase a distancia

Figura 9 — Distribuicio dos casos de carcinomas de mama de acordo com os locais de metastase a

distancia.
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Quanto ao tamanho do tumor, 57 pacientes (23,8%) apresentaram tumores < 2 cm, 128
pacientes (53,6%) apresentaram tumores 2cm < T < 5cm, 49 pacientes (20,5%) apresentaram

tumores > Scm e cinco pacientes (2,1%) nao tiveram o tamanho do tumor relatado (Figura 10).

2,1%

m<2aom

m2cm > T £ 5cm

>5cm

B NR

53,6%

Tamanho do tumor (cm)
Figura 10 - Distribuicio dos casos de carcinomas mamarios de acordo com o tamanho tumoral
(cm).
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Quanto ao grau de anaplasia do tumor, 19 tumores (8,0%) foram classificados com grau
histologico I, 155 (64,8%) com grau histologico 11, 48 tumores (20,1%) com grau histologico I1I e

17 tumores nao tiveram graduacao histologica determinada (7,1%) (Figura 11).

70.0

64,8%
60.0

50.0

40.0

30.0

Frequencia

20,1%
20.0

b 7,1%
10.0

1 2 3 NA
Grau de anaplasia ou grau nuclear
Figura 11 - Distribuicio dos casos de carcinomas de mama de acordo com o grau de anaplasia do
tumor.

Quanto ao tipo histoldgico, o carcinoma ductal infiltrante foi o mais frequente, com 228
casos (95,4%), seguido do carcinoma medular com trés casos (1,3%), carcinoma lobular
infiltrante com dois casos (0,8%), carcinoma ductal in situ com um caso e carcinoma mucinoso
com um caso para cada um deles (0,4%) e outros tipos histologicos com quatro casos (1,7%)

(Figura 12).
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Figura 12 - Distribui¢do dos casos de carcinomas de mama acordo com o tipo histolégico.

2 — Avaliacao dos Marcadores Imunoistoquimicos

Todos os 239 casos de carcinomas mamarios tiveram os dados de imunodetec¢ao de

receptores de estrogenos, receptores de progesterona e HER2 coletados a partir dos livros de

registro do Setor de Anatomia Patoldgica do Hospital Aratjo Jorge. A imunodeteccdo de Ep-

CAM foi avaliada em todos os casos. Destes 239 casos, onze apresentaram marcacao

insatisfatoria ou inconclusiva, porque ndo apresentaram um padrdo de marcacdo ideal ou ndo

apresentaram material suficiente e foram excluidos desta analise, restando 228 casos avaliados. A

superexpressdo de Ep-CAM foi observada em 96 tumores (40,2%), a baixa expressdo em 66

tumores (27,6%) e 66 tumores (27,6%) ndo apresentaram marcagdo (Figura 13).
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Figura 13 - Distribuicio dos casos de carcinomas de mama de acordo com a imunodeteccio da Proteina
Ep-CAM.

Quanto a imunodetecgdo do receptor de estrogenos, 98 tumores foram positivos (41,0%) e
141 (59,0%) foram negativos. A imunodetec¢do do receptor de progesterona foi positiva em 73
casos (30,5%) e negativa em 166 casos (69,5%). A superexpressao de HER2 ocorreu em 91 casos
(38,1%) e em 148 casos (61,9%) ndo houve superexpressdo de HER2 (Figura 14). Setenta e seis
pacientes (31,8%) apresentaram tumores com o fenotipo triplo-negativo e 163 pacientes (68,2%)

apresentaram fendtipo ndo triplo-negativo.
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Figura 14 - Distribuicdo dos casos de carcinomas de mama de acordo com a imunodeteccio de

receptores hormonais e HER2.

3 — Analise da Sobrevida

3.1 Sobrevida global: Dentre as 239 pacientes analisadas, a sobrevida global em cinco

anos foi de 68,2%, sendo que 163 pacientes estavam vivas ao final de 5 anos de seguimento,

enquanto 76 pacientes foram a obito (Figura 15).

57



10w
—y TFungdo de sobrevida
) +—Censurado
_|_\_"_-'_|_
L
0,8 P
—
T
68,2%
~ _
] 0,6
=
[ 1]
s
£0
L=
M 044
0,21
0,0
T T T T T T T J T ' T
0 12 24 36 48 60
Tempo (meses)

Figura 15: Sobrevida global em cinco anos para as pacientes estudadas.

Utilizando o teste de Log-rank, verificou-se que os fatores que influenciaram
significativamente a sobrevida das pacientes foram: o tamanho do tumor, o comprometimento de
linfonodos regionais, o estadiamento clinico, a presenca de metastases a distancia, a presenga do

subtipo de carcinoma mamario triplo-negativo e a alta expressao de Ep-CAM.

3.2 Sobrevida e tamanho dos tumores

O tamanho do tumor foi um fator progndstico que influenciou significativamente a
sobrevida do grupo estudado (Figura 16), uma vez que pacientes com tumores < 2 cm tiveram

uma sobrevida de 75,4%, comparadas com pacientes com tumores entre 2 € 5 cm, que tiveram a
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sobrevida de 69,5% e pacientes com tumores > Scm, cuja sobrevida foi de 53,1%, ao final dos

cinco anos (p = 0,024).
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Figura 16: Sobrevida global em cinco anos avaliada de acordo com os diferentes tamanhos dos

tumores.

3.3 Sobrevida e compromotimento linfonodal

O comprometimento dos linfonodos regionais mostrou-se um fator progndstico

importante, uma vez que a sobrevida global das pacientes sem comprometimento regional foi de

85,6%, 69,2% para as pacientes com 1-3 linfonodos comprometidos, 42,3% para o grupo com 4-9

linfonodos comprometidos e 34,1% para as pacientes que tinham 10 ou mais linfonodos

comprometidos (p < 0,001) (Figura 17).
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Figura 17: Sobrevida global em cinco anos
comprometimento linfonodal axilar.

3.4 Sobrevida e estadiamento clinico

avaliada de acordo com o numero

O estadiamento clinico representou um fator progndstico estatisticamente significativo

para as pacientes estudadas (Figura 18). A sobrevida foi de 95,7% para as pacientes com estadio I,

74,3% para as de estadio II, 44,1% para as de estadio III e 39,1% para as pacientes com estadio

IV (p <0,001).
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Figura 18: Sobrevida global em cinco anos avaliada de acordo com o estadiamento clinico.

3.5 — Sobrevida e mestastases a distancia

A presen¢a de metastases a distancia influenciou significativamente a sobrevida, como ja

era esperado, uma vez que as metastases representam uma das principais causas de o6bito em

pacientes portadores de qualquer tipo de cancer. A sobrevida em 5 anos nos casos com relato de

metastase foi de 38,1%, contra 84,5% para as pacientes sem metastase. A Figura 19 demonstra a

sobrevida com relag@o as metastases a distancia (p < 0,001).
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Figura 19: Sobrevida global em cinco anos avaliada de acordo com a presenca de metastases a
distancia.

3.6 Sobrevida e marcadores imunoistoquimicos

Com relacdo aos marcadores imunoistoquimicos, as pacientes foram divididas em dois

grupos, incluindo aquelas que expressavam receptores de estrégeno/progesterona/HER2,

denominadas ndo triplo-negativas (NTN) e aquelas que ndo expressavam esses receptores,

denominadas triplo-negativas (TN). Comparando esses dois grupos de pacientes, observou-se

sobrevida significativamente mais baixa (60%) para as pacientes TN, comparadas as NTN (72%)

(p=0,011) (Figura 20).
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Figura 20. Sobrevida global em cinco anos avaliada de acordo com sfatus de RE, RP e HER2.

3.7 Sobrevida e expressao de Ep-CAM

A expressdao de Ep-CAM foi considerada satisfatoria em 228 casos. Onze casos foram

excluidos porque ndo apresentaram um padrao de marcacao ideal ou ndo apresentaram material

suficiente. Diferencas significativas na sobrevida das pacientes com relacdo a imunodeteccao de

Ep-CAM foram detectadas. As pacientes que hiperexpressavam a proteina Ep-CAM tiveram uma

sobrevida de 57,3%, comparadas a 74,2% para as que tiveram uma baixa expressao ¢ 78,8% para

as que ndo apresentaram expressao da proteina (p = 0,004) (Figura 21).
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Figura 21: Sobrevida global em cinco anos avaliada de acordo com a imunoexpressio da proteina
Ep-CAM.

4 — Associacdes entre Imunodeteccio da expressio de Ep-CAM e os parametros

clinicopatologicos

Utilizando o teste do chi-quadrado, foram investigadas as possiveis associa¢des entre a
superexpressdo de Ep-CAM com os seguintes parametros: grau histoloégico, grau nuclear,
comprometimento dos linfonodos, tamanho do tumor, metéastases a distancia, status das pacientes,
imunodetec¢ao do receptor de estrogénio, do receptor de progesterona, de HER2 e o subtipo
triplo-negativo. Dentre esses parametros, verificaram-se associagcdes significativas entre a
superexpressao da proteina Ep-CAM e a auséncia de mestastases a distdncia, o Obito das
pacientes, a auséncia do receptor de estrogé€nio e progesterona e o fenotipo triplo-negativo. Segue

abaixo a tabela 2 com os dados associados.
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Tabela 2: Associacdes entre a imunodeteccio da superexpressio de Ep-CAM e os

parametros clinicopatolégicos.

Superexpressdo de Ep-CAM
Néo
Caracteristica no. pacientes no. % no. % P
Linfonodos
Negativo 112 71 63,4 41 36,6
Positivo 108 56 51,9 52 48,1 0,1105
N3o relatados 8 5 62,5 3 37,5
Tamanho do tumor
Até 5cm 177 101 57,1 76 42,9
Acima de 5 cm 46 27 58,7 19 41,3 0,9743
Nao relatados 5 4 80 1 20
TNM
o,lell 148 89 60,1 59 39,9
elv 79 42 53,2 37 46,8 0,3834
N3o relatados 1 1 100 0 0
Status
Obito 72 31 43,1 | 41 569
Vivo 143 93 65 50 35 0,0034
Nao relatados 13 8 61,5 5 38,5
Mestastases
Ndo-metastatico 148 95 64,2 53 35,8
Metastatico 80 37 46,2 43 53,8 0,0132
RE
Negativo 136 67 49,3 69 50,7
Positivo 92 65 70,6 27 29,4 0,0021
RP
Negativo 157 82 52,2 75 47,8
Positivo 71 50 70,4 21 29,6 0,015
HER2
Negativo 138 79 57,2 59 42,8
Positivo 90 53 58,9 37 41,1 0,9137
Triplo-negativo
Negativo 157 99 63,1 58 36,9
Positivo 71 33 46,5 38 53,5 0,0276
Grau nuclear
Grau l 19 13 68,4 06 31,6
Grau2e3 194 107 55,2 87 44,8
N3o relatados 15 12 800 | 03 20,0 0,3841
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IX — DISCUSSAO

A proteina Ep-CAM foi o primeiro antigeno associado a tumores identificado com o uso
de anticorpos monoclonais e a primeira a ser alvo de terapia sistémica com o uso de anticorpos
dirigidos contra ela. O tratamento com o anticorpo anti-Ep-CAM, posteriormente denominado
Edrecolomab ou Panorex, também foi o primeiro a apresentar eficacia clinica em céanceres

humanos em termos de prolongamento da sobrevida (Baeuerle & Gires, 2007).

Recentemente, o papel de Ep-CAM como uma molécula de adesao celular foi reforcado
pela observacdo que esta proteina, além de adesdo, participa de outros processos especificos das
moléculas de adesdo, como proliferacdo, diferenciacdo, migragdo, regulacdo do ciclo celular e
sinalizacdo intracelular. Assim, Ep-CAM se caracteriza como uma molécula pleiotropica que
exerce um papel importante no surgimento, desenvolvimento, manutencdo, reparo e funcdo dos

epitélios no organismo (Trzpis ef al.,2007).

Em um estudo com 205 pacientes, a superexpressao de Ep-CAM, detectada com o uso do
anticorpo ESA, correlacionou-se significativamente com pior sobrevida (p=0,0004), independente
do tamanho do tumor, status de linfonodos regionais, grau histologico e expressdo de receptores

hormonais (Gastl et al., 2000).

Uma relagdo significativa foi estabelecida entre a expressdo de Ep-CAM e os seguintes
aspectos: comprometimento de linfonodos axilares, grau histoldgico e tamanho do tumor no
estudo de Spizzo e colaboradores (2004). A sobrevida das pacientes também decresceu
significativamente com o aumento da expressio de Ep-CAM, nos casos em que havia
comprometimento de linfonodos axilares (Spizzo, 2004). O mesmo grupo (Spizzo et al., 2011)
realizou outro estudo sobre expressdo de Ep-CAM, com 2.291 amostras de tumores primarios e

108 metéstases, definindo quatro subgrupos de expressao (sem expressdo, fraca, moderada e
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expressao intensa). Em pacientes com cancer de mama, foi observada a superexpressao de Ep-
CAM em 46% de 188 amostras com carcinoma ductal invasivo. Em contraste, no cancer de mama
lobular invasivo, houve uma baixa expressao de Ep-CAM, ou seja em 15% de 82 amostras

(Spizzo, 2011).

No nosso estudo, a imunodetec¢do da proteina Ep-CAM foi avaliada nos 239 casos e uma
diferenga significativa na sobrevida global em cinco anos foi observada para as pacientes, cujos
tumores exibiram diferentes niveis de expressdo de Ep-CAM (p = 0,004). As pacientes que
hiperexpressavam a proteina tiveram uma sobrevida de 57,3%, comparadas a 74,2%, para as que

tiveram uma baixa expressao, e 78,8%, para as que ndo apresentaram expressao da proteina.

A proteina Ep-CAM pode estar relacionada as metastases ao exercer influéncia na adesao
celular. Entretanto, a forma como a proteina Ep-CAM atua no desenvolvimento das metastases ¢
ainda controversa. Por um lado, Ep-CAM preveniria a dispersao celular ao manter as células
tumorais unidas em grupamentos. Por outro lado Ep-CAM poderia facilitar o escape de células da
massa tumoral ao substituir a ades@o mais forte promovida pelas moléculas de caderina (Balzar et
al., 1999a, Kim et al., 2003). No nosso estudo, as metastases a distancia foram relatadas para 84
pacientes (35,1%). Desses casos, 43 (53,8%) mostraram superexpressdo da proteina Ep-CAM.
Utilizando o teste do chi-quadrado, a superexpressdo da proteina Ep-CAM correlacionou-se
significativamente com a presenca de metastases quando comparada com os casos em que a
expressao de Ep-CAM estava ausente (p=0,0132), ou seja, € possivel que a perda da expressao de

Ep-CAM associe-se a maior capacidade mestastatica.

A presenca de metéastase também influenciou na sobrevida global em 5 anos na nossa
casuistica. Nos casos com relato de metastase a distincia, a sobrevida foi de 38,1% contra 84,5%
nas pacientes sem metastase.
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A identificagdo apropriada de fatores prognosticos e parametros preditivos de resposta a
tratamentos especificos continua a ser um desafio na individualizagao da melhor terapé€utica para
cada paciente com cancer de mama (Marinho, 2008). No Brasil, no que diz respeito ao cancer de
mama, nos ultimos anos, observa-se aumento nas taxas de mortalidade, atribuido principalmente,
ao retardamento no diagnostico e no estabelecimento de terapéutica adequada (Thuler &

Mendonga, 2005).

O estadio da doenga no momento do diagndstico ¢ geralmente o fator mais importante
para determinar a sobrevida dos pacientes com cancer, uma vez que certos tratamentos sO estdo
acessiveis para tumores detectados precocemente e sao bem-sucedidos se iniciados antes da
ocorréncia de metastases (Brito, 2009). Estudos de base hospitalar que foram feitos em algumas
regides brasileiras foram comparados ao nosso estudo. Em hospital de referéncia do Rio Grande
do Sul, no periodo do de 1980 a 2000, foi encontrada uma sobrevida global em cinco anos de
87,7%. Outro estudo de base hospitalar conduzido em Belém (Pard) evidenciou sobrevida global
em cinco anos bem inferior (61%), incluindo dados de todos os casos com diversas fases de
estadiamento, e ndo apenas os casos cirurgicos. Abreu em 2002 analisou a sobrevida global em
cinco anos, em coorte de base populacional de Goiania (Goias), no periodo de 1988 a 1990,
obtendo valores de 64%, tendo sido analisados todos os casos incidentes da doenga no periodo.
Em estudo conduzido com coorte hospitalar constituida por mulheres com diagnostico de cancer
de mama efetuado entre 2000 e 2002, em Florianopolis (Santa Catarina), foi verificada taxa de
sobrevida apds cinco anos de 76,2% (Guerra, 2009). Em nosso estudo, a propor¢ao de pacientes
em estadio III foi de 24,7% e em estadio IV foi de 9,6%, com uma sobrevida global em cinco
anos de 44,1% ¢ 39,1%, respectivamente, significativamente menor do que a sobrevida global
constatada para o total das pacientes, que foi de 68,2%, condizendo com alguns dados da

literatura descritos acima.
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Em nossa casuistica, as curvas de sobrevida foram significativamente influenciadas pelo
comprometimento dos linfonodos regionais, o tamanho do tumor, o estadiamento clinico, as

metastases a distancia, o fenotipo triplo-negativo e a superexpressao da proteina Ep-CAM.

A ocorréncia de metastases em linfonodos regionais ¢ o mais poderoso e independente
parametro progndstico em mulheres com cancer de mama recentemente diagnosticado (Marinho,
2008). Em nosso estudo o nimero de linfonodos regionais comprometidos afetou a sobrevida das

pacientes de forma estatisticamente significativa (p <0,001).

O tamanho do tumor no momento do diagnostico ¢ fator determinante na indicagdo do
tratamento conservador, além de se constituir ainda, nos casos de pacientes com auséncia de
comprometimento metastatico dos linfonodos, o melhor preditor da recidiva da doenga (Abreu &
Koifman, 2002). Como mostrado em outros trabalhos, o tamanho do tumor correlacionou-se com
a sobrevida global em cinco anos, das pacientes do nosso grupo amostral, uma vez que pacientes
com tumores < 2 cm tiveram uma sobrevida de 75,4%, comparadas com pacientes com tumores
entre 2 e 5 cm que tiveram a sobrevida de 69,5% e pacientes com tumores > Scm foi de 53,1%, ao

final dos cinco anos (p = 0.024).

Atualmente, as pacientes portadoras de cancer de mama triplo-negativo apresentam um
conjunto de fatores que levam a considerar que esse tipo de patologia seja mais grave do que
aquela manifestada nas demais pacientes com cancer de mama. Além de serem portadoras de
subtipo de neoplasia intrinsecamente mais agressiva, essas pacientes também nao se beneficiam
de alguns tratamentos dirigidos aos alvos moleculares altamente efetivos, como o trastuzumabe,
para os tumores HER2 positivos, ou as terapéuticas hormonais utilizadas no tratamento dos

tumores que expressam seus receptores (Fernandes et al, 2009).
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Schmidt e colaboradores, em 2008, analisaram num estudo tipo coorte a expressdo de Ep-
CAM em 402 pacientes de uma unica institui¢do, por imunoistoquimica, verificando que 70
tinham o fenotipo triplo-negativo. No referido estudo, foram encontradas associagdes
significativas entre o grau-histologico, a superexpressao de Ep-CAM e de HER2 com uma pior
sobrevida livre de doenca. E foi sugerido que Ep-CAM poderia ser um alvo adequado para

terapias especificas, particularmente em tumores triplo-negativos (Schmidt ef al., 2008).

Em nosso estudo, principalmente nos casos das pacientes triplo-negativas, observou-se
significativa reducdo na sobrevida destas pacientes, 60%, quando comparadas com as pacientes
nao triplo-negativas, 72% (p = 0.011). Além disso, indices de marcacdo mais elevados da proteina

Ep-CAM foram associados com tumores triplo-negativos (p = 0,0276).

A significativa associagdo entre a superexpressdo de Ep-CAM e a menor sobrevida dos
carcinomas mamarios, observada neste estudo, permite-nos sugerir que a expressao
imunoistoquimica de Ep-CAM seja utilizada como potencial marcador prognodstico em
carcinomas mamarios. A superexpressio de Ep-CAM nos tumores triplo-negativos sugere
também a possibilidade da utilizagdo de Ep-CAM como alvo terapéutico nesse grupo de tumores,

que cursa com pior progndstico € que nao responde as terapias anti-tumorais convencionais.
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X — CONCLUSOES

Com base em nossos resultados podemos concluir que:

1 — Dentre as pacientes analisadas, a maioria tinha idades acima de 50 anos (51,5%) e
apresentavam estadio clinico II (44,4%); 47,3% apresentavam comprometimento linfonodal,
53,6% apresentavam tumores com tamanhos intermedidrios (2 cm < T < 5 cm); 64,9%
apresentavam tumores de grau nuclear ou de anaplasia II; o local mais frequente de metastases a
distancia foi o pulmao (32%) e a grande maioria dos tumores (95,4%) era representada por

carcinomas ductais infiltrantes.

2 — Dentre os tumores de mama avaliados neste estudo, a proteina Ep-CAM esteve

superexpressa em 40% dos casos.

3 — A sobrevida global em cinco anos para as pacientes analisadas foi de 68,2% e foi
significativamente influenciada pelo tamanho dos tumores, o comprometimento de linfonodos
regionais, a presenga de metdstases a distancia, o estadiamento clinico, o fenétipo triplo-negativo

e a superexpressao de Ep-CAM.

4 — Dentre as associagdes investigadas, resultados significativos foram observados entre a
superexpressao de Ep-CAM e a auséncia de receptores de estrogenos, a auséncia de receptores de
progesterona, o fendtipo triplo-negativo, a auséncia de metastases a distancia e a menor sobrevida

das pacientes avaliadas.
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XI - CONSIDERACOES FINAIS

A deteccao de Ep-CAM foi considerada neste estudo como uma ferramenta importante
para avaliacdo prognostica do cincer de mama e para selecionar pacientes candidatas a
imunoterapia dirigida para esta proteina. Os carcinomas de mama com fendtipo triplo-negativo
apresentam comportamento agressivo € ndo apresentam os alvos terapéuticos comuns presentes
nos carcinomas enddcrino-sensiveis e naqueles que superexpressam HER2. Uma vez que a
superexpressdo de Ep-CAM foi observada em grande parte dos tumores triplo-negativos (63%),

tais pacientes poderiam ser beneficiadas com tratamentos dirigidos para Ep-CAM.

Ao realizarmos o levantamento bibliografico sobre o assunto abordado, notamos que o
Brasil ainda se mantém ausente na producao cientifica sobre Ep-CAM. Sendo assim, destacamos
a relevancia deste estudo e sugerimos que mais pesquisas sejam desenvolvidas sobre esse
marcador, especialmente considerando um nimero maior de pacientes com fendtipo triplo-
negativo, ou enfocando as células iniciadoras de tumor (TICs) em cancer de mama, que também

expressam niveis aumentados de Ep-CAM.
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XIII - ANEXOS
Anexo 1. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidada para participar, como voluntiria, em uma pesquisa. Apds ser
esclarecida sobre as informacdes a seguir e no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final
deste documento. Vocé devera assinar duas vias, uma delas é sua e a outra é do pesquisador
responsavel. Em caso de dividas sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com os
pesquisadores responsaveis, Dra. Vera A. Saddi ou Junelle Paganini nos telefones 9688-2044 ou
8186-1859. Em caso de duvidas sobre os seus direitos como participante nesta pesquisa, vocé podera
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa no telefone 3243-7050.

INFORMACOES IMPORTANTES SOBRE A PESQUISA:

O trabalho é intitulado como “Avaliacdio molecular da proteina EP-CAM em pacientes com
carcinoma ductal infiltrante (CDI) de mama”. Este termo de consentimento esta sendo aplicado por
Junelle Paganini, que participa do projeto. Esta pesquisa tem o objetivo de estudar uma proteina
presente no cincer de mama, para tentar descrever suas caracteristicas e descobrir se pode ser
usada para auxiliar no diagnéstico e prognostico do cincer de mama.

Uma vez que vocé aceite participar, no momento de sua cirurgia, o médico cirurgiao entrara
em contato conosco para que um pequeno fragmento do tumor seja coletado por nés para exame
molecular. Vocé nio sofrera nenhum desconforto ou prejuizo além dos previstos na cirurgia. O
fragmento sera bastante pequeno e niio vai interferir nos exames necessarios para o diagnodstico
convencional.

Essa pesquisa ndo tem interesses econdmicos e nio havera nenhum pagamento ou
gratificacio financeira pela sua participacdo. Vocé nao tera o direito de pleitear a nenhuma
indenizacdo devido a sua participacio na pesquisa porque nenhuns procedimentos cirirgicos ou
medicamentosos extras serdo feitos. A participacio nesta pesquisa nio favorecera nenhum
tratamento ou atendimento médico além daqueles normalmente praticados no Hospital.

Se vocé aceitar participar desta pesquisa, estara colaborando para um melhor entendimento
de alguns detalhes do cincer de mama, o que podera favorecer novos estudos e o desenvolvimento de
formas auxiliares de diagnéstico e tratamento no futuro.

A sua participacio tera inicio no momento anterior a sua cirurgia e possivelmente, vocé nao
sera mais procurada. A pesquisa comec¢a em janeiro e termina em dezembro de 2007.

Vocé tem toda a liberdade para aceitar ou nio participar desta pesquisa, e tem também, todo
o direito de desistir em qualquer momento, sem nenhum prejuizo para vocé. Garantimos ainda que
todos os dados coletados serao utilizados apenas para esta pesquisa e guardaremos todos com sigilo,
nio informando para ninguém qualquer dado pessoal.

Pesquisador:
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO DA PESQUISA

Eu, . portadora do
RG , CPF , registrada no Hospital Aradjo Jorge pelo
prontuario ou matricula , abaixo assinado, concordo em participar do estudo

“Avaliacdo Molecular da proteina EP-CAM em Pacientes com Carcinoma Ductal Infiltrante de
Mama”, sob a responsabilidade do Dra. Vera A. Saddi como sujeita voluntaria. Fui devidamente
informada e esclarecida pela pesquisadora Junelle Paganini sobre a pesquisa, os procedimentos nela
envolvidos, assim como possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacao. Foi me
garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade ou interrupcio de meu acompanhamento.

Goiania, / /

Nome e assinatura da paciente ou responsavel

Assinatura datiloscopica

Pesquisador responsavel:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e aceite da paciente

em participar.
Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Assinatura

Nome: Assinatura

*QObservagdes complementares:
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