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V. Resumo da Dissertagao

Introdugao: No Brasil, o cancer da mama (CM) € a segunda principal causa de
morbimortalidade no sexo feminino. Entre os fatores que buscam elucidar
aspectos da sua carcinogénese estd o estudo da transigcdo epitélio-
mesenquimal (EMT). Esta permite o destacamento de células tumorais,
possibilitando maior invasao tecidual e metastatizacao. As proteinas E-caderina
(ECAD) e N-caderina (NCAD) atuam na EMT e alteragdes na sua expressao

podem favorecer a progressao tumoral.

Objetivo: Analisar e quantificar, em espécimes de carcinoma mamario (CM), a
expressdo das proteinas ECAD e NCAD, correlacionando-as ao grau
histolégico, ao estadiamento (TMN) e a sobrevida livre de doenga das

pacientes.

Materiais e métodos: Foram analisadas 143 pacientes com CM, que
concordaram em participar do estudo, assinando o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Secgbes de CM, emblocadas em parafina, foram
incubadas com anticorpos especificos ECAD e NCAD. Os resultados das
reagdes imuno-histoquimicas (IHQ) foram quantificados, através da analise de
imagem digital, utilizando o método de deconvolugdo da cor e relacionados
com graduacgao tumoral, estadiamento e taxa de sobrevida livre da doenga das
pacientes. Os resultados foram submetidos a analise estatistica, considerando-

se estatisticamente significativos valores de p <0,05.

Resultados: As pacientes com o maior percentual de positividade para ECAD

(82,40%) apresentaram o maior grau histolégico (p = 0,041) e uma tendéncia a

estarem em estadio mais avangado (estadio V) (p = 0,057). A expressao
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NCAD ndo foi significativamente associada a nenhuma das variaveis

estudadas.

Conclusao: A hiperexpressdo de ECAD em neoplasias de mama foi associada
a tumores com maior grau histolégico e, possivelmente, com estadio avangado.
O papel da ECAD e da NCAD no fenbmeno da EMT no cancer de mama ainda

necessita de maior elucidagao.

Palavras-chave: Cancer de Mama, E-caderina, N-caderina, transicdo do

Epitélio Mesenquimal.
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1. Introducao

1.1. Epidemiologia

O cancer de mama (CM), tipo mais comum de cancer entre as mulheres,
€ a segunda principal causa de morte feminina mundial (Ashaie e cols., 2016;
Masuda e cols., 2016). A taxa de incidéncia tende a elevar-se entre a América
Latina, Peru, México, Coldmbia e Brasil. Entretanto, nos anos de 2002 a 2008,
o Brasil e o Panama tiveram menos progresso contra a doenga (Justo e cols.,
2013). Conforme, figura 1, no Brasil, esta neoplasia é superada apenas pelo

tumor de pele nao melanoma (INCA, 2015).

Estimativa do numero de casos novos, em ™
mulheres, Brasil, 2016

Localizagio Primaria Casos Movos %
hama feminina 57.980 28.1%
Colon e Reto 17.620 8.8%
Cale do utero 18,340 7.8%
Tragueia, Branquio e Pulmao 110,200 5.3%
Estomago 7.600 3.7%
Corpo do utero 6.850 3.4%
Ovario 8.150 3.0%
Glandula Tireoide 5.870 2.9%
Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2.4%
Sistema Nervoso Centra 4.830 2.3%
Leucemias 4.530 2.2%
Cavidade Cral 4,350 2.1%
Esdfago 2.880 1.4%
- Pele Melanoma 2670 1.3%
p = Bexiga 2470 1.2%
L Linfomia de Hodgkin 1.010 0.5%
1 Larings goo 0.5%
L Todas as Neoplasias sem pele® 205960
’(' Todas a= Meoplasias 300.870

Figura 1. Incidéncia de cancer, em mulheres, no Brasil para o ano de 2016.

Todas as neoplasias exceto pele ndo melanoma (INCA, 2015).
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Dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) revelam que o numero de
casos novos de CM estimados para o Brasil, em 2016 € de 57.960, com um
risco estimado de 56,2 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2015). Ocorre
um aumento da incidéncia do CM em todas as regides. A cada 10 mulheres
diagnosticadas com CM no pais, quatro estarao propensas a morrer vitimas da
doenga. O diagnéstico tardio € o grande vilao desta fatalidade (Justo e cols.,

2013).

Nos ultimos anos, em alguns paises, evidenciou-se um aumento no
numero de casos de CM em mulheres com menos de 40 anos (Kamangar e
cols., 2006). Na Suica, a incidéncia entre 2002 a 2004 elevou-se 46,7%, em
mulheres com menos de 40 anos (Bouchardy e cols., 2007). Neste periodo o
mesmo ocorreu na Franca, com um aumento de 10%, nesta faixa etaria
(Colonna e cols., 2008). Na China, o pico de incidéncia da doenga esta
ocorrendo aos 40 anos, muito mais cedo do que nos paises ocidentais (Hong

Kong Cancer Registry, 2004).

Na Tunisia, o CM ¢é a primeira neoplasia entre as mulheres, entre os
anos de 1994 a 2004 a incidéncia elevou-se de 16,7 a 28,5. Este aumento
alarmante, prevaleceu entre as mulheres na faixa etaria inferior a 35 anos
(Parkin cols., 2003; Maalej e cols., 2008; Karray-Chouayekh e cols., 2012).
Entretanto, na Europa o numero de casos em mulheres com menos de 40 anos
representa somente 2 a 4% do total (Shaw de Paredes e cols., 1990). Embora
no Brasil existem poucos dados sobre CM e distribuigdo por faixa etaria, alguns
estudos indicam consideravel prevaléncia entre as jovens, em diferentes

regides do pais. Uma pesquisa, realizada no Hospital de Clinicas de Porto
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Alegre, demonstrou que 13,4 % dos tumores ocorrem em pacientes com
menos de 40 anos de idade (Menke e cols., 2007). No municipio de Goiania, a
prevaléncia de CM na faixa etaria de 20 a 29 anos, entre 1988 a 2003 elevou-

se 136%; enquanto a faixa etaria de 30 a 39 anos, 104% (Junior e cols., 2013).

1.2. Fatores de risco

A grande maioria dos casos de CM incide no sexo feminino, fase peri-
menopausa. A patogénese da doenga € extremamente complexa, até o
momento, ja foram identificados inumeros fatores de risco para o

desenvolvimento do CM (Quadro 1).

Quadro 1. Principais fatores de risco para o desenvolvimento do CM:

Relacédo T Risco relativo de cincer da mama

Sexo feminino
Idade (= 65 anos);

>4 Histérico de cancer de mama;
Hiperplasia atipica confirmada por bidpsia;
Certas mutacdes genéticas herdadas (BRCA1 e / ou BRCAZ2);
Dois ou mais parentes de primeiro grau com céancer de mama
diagnosticado em idade precoce.

21-4.0 De alta dose de radiacdo na mama;
) . Alta densidade dssea (pés-menopausa);
Um parente de primeiro grau com cancer de mama.

N&o ter amamentado;

1.1 Uso de contraceptivos orais;
Menarca precoce (<12 anos);
Menopausa tardia (> 55 anos);

a Obesidade (pds-menopausa);

Idade tardia da primeira gestacéo (=30 anos);
Uso em longo prazo de estrégeno e progesterona.
Etnia;

2.0 Consumo de alcool;
Nivel socioecondmico;
Histéria pessoal de cancer do endométrio ou ovario.

Adaptado de American Cancer Society. Breast Cancer Facts & Figures 2009-
2010.
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1.2.1. Fatores de riscos nao modificaveis

Muitos dos fatores de risco de CM, como a idade, histéria familiar, idade
da primeira gestagdo, menarca precoce, menopausa tardia e densidade da
mama, sdo nao modificaveis. Fatores reprodutivos associados com menarca
precoce, idade tardia da primeira gestagdo, menopausa em idade avangada e
presenca de doencga proliferativa da mama estao entre os fatores de risco mais

importantes (Willet e cols., 2000).

Algumas mutagcbes resultam em um maior risco. A predisposi¢cao
genética € responsavel por até 10% dos casos de cancer de mama,
particularmente os genes breast cancer 1 (BRCA1) e breast cancer 2 (BRCAZ2)
estdo relacionados com o aparecimento da doenga (Rosa e cols., 2012).
Mutagdes da linhagem germinativa de BRCA1 tém sido detectadas na maioria
dos casos de cancer hereditario de mama e ovario. Aproximadamente 1/3 dos
casos de CM hereditario e aproximadamente, 30-40% dos esporadicos estao
associados com expressao alterada de BRCA1 (Masuda e cols., 2016). No
entanto, estas mutagcdes sdo raras e representam uma pequena parcela dos
casos de CM (Lacey e cols., 2009). Mulheres que possuem dois ou mais
familiares de primeiro grau afetados com a doenga apresentam um risco
superior a 4 vezes, em relagdo ao da populagdo em geral de desenvolver CM
(American Cancer Society). Os tumores de origem hereditaria tendem a surgir
em idade precoce e frequentemente, acometem ambas as mamas (Willet e

cols., 2000). O risco de recorréncia ou desenvolvimento de um segundo CM
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primario, € afetado por fatores genéticos, hormonais e caracteristicas do tumor

(Homan e cols.; 2016).

Apesar de ser considerado infrequente em mulheres com menos de 40
anos, a taxa de mortalidade do CM, nesta faixa etaria, apresenta-se bem mais
elevada, quando comparada as de pacientes peri-menopausicas (Cancello e
cols., 2010). Recentemente foi demonstrado, através de analises gendmicas,
que os tumores nas pacientes jovens representam uma entidade bioloégica
distinta, caracterizada por padrbes moleculares unicos e um pior progndstico
(Anders e cols., 2008). Frequentemente, nestas pacientes, esta neoplasia
apresenta um maior grau histolégico, maior invasado linfovascular, receptores
de estrégeno (RE) e progesterona (RP) negativos e aumento da expresséo de
receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HERZ2), maiores
chances de recidiva local e sisttmica, e menor taxa de sobrevida global.

(Cancello e cols., 2010).

Estudos sobre o comportamento bioldégico destes tumores em mulheres
jovens e de origem africana apresentam resultados controversos, assim como,
estudos abordando novos marcadores patolégicos e/ou progndsticos (Jones e
cols., 2014). Entre esses Uultimos, encontram-se a expressao imuno-
histoquimica da citoqueratinas basais, vimentina e BRCA1 e a pesquisa de

alteragdes gendmicas (Parikh e cols. 2008).
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1.2.2. Fatores de riscos modificaveis

Os fatores de riscos modificaveis, sdo aqueles associados a obesidade
pds-menopausa, uso combinado de estrogénio e progesterona na menopausa,

consumo de alcool e sedentarismo (American Cancer Society).

A pratica de atividade fisica pode reduzir o risco de recorréncia do cancer
e as taxas de mortalidade (Sternfeld e cols.,2009). O sobrepeso ou a
obesidade é um importante fator especialmente para o CM de tipo inflamatério
(Atkinson e cols., 2016). Avaliar informagdes sobre a prevaléncia de fatores de
risco comportamentais entre sobreviventes de CM é crucial para identificacédo
de estratégias preventivas especificas a subtipos distintos (Sternfeld e

cols.,2009).

Homan e cols. (2016) analisaram as estimativas de prevaléncia de fatores
de risco comportamentais entre 0 sexo feminino e as praticas preventivas,
incluindo rastreio do cancer. Os autores relataram que as pacientes que nunca
tinham tido nenhum tipo de cancer apresentaram habitos comportamentais
mais saudaveis do que as sobreviventes de CM. Tais como: ter realizado
regularmente o exame de Mamografia, teste Papanicolau, Colonoscopia e

serem menos propensas a fumar.

Hormdnios exdgenos em usuarias de anticoncepcionais orais ou terapia
de reposicdo hormonal e fatores reprodutivos associados com a exposi¢ao
prolongada a estrogénios enddgenos sdo importante fatores de risco (Willet e

cols., 2000; Lacey e cols., 2009).
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Tabagismo, obesidade e consumo de alcool, ndo s6 elevam o risco de

CM e recidiva, como favorecem o surgimento de um segundo CM primario

(Homane cols.; 20016).

1.2.3. Outros Fatores

A incidéncia de CM em mulheres mais jovens esta relacionada com etnia.
Sabe-se que o CM é mais comum em mulheres caucasianas do que em afro-
americanas, no entanto, em mulheres com idade inferior a 35 anos, o CM é
duas vezes mais comum em mulheres afro-americanas (Jones e cols., 2014).
Mulheres afro-americanas jovens sdo mais propensas serem diagnosticadas
em estagio avangado, quando comparadas com jovens caucasianas, no
entanto, a taxa de sobrevida parece ser equivalente entre as etnias (Jones e

cols., 2014).

1.3. Fatores Prognésticos e Preditivos

Um fator de progndstico pode ser definido como uma variavel mensuravel
correlacionada com a histéria natural da doenca. O fator preditivo esta
associado a resposta do paciente a uma determinada terapia (Cianfrocca e
cols., 2004; Bradley 2007). Fatores progndsticos e preditivos séo

universalmente utilizados no CM (Cianfrocca e cols., 2004; Bradley 2007).



22

1.3.1. Principais Fatores prognésticos

Os principais fatores independentes, descritos no quadro 2, sdo estado
geral da paciente mensurado pela performance status (medidas pelas escalas
ECOG ou Karnofsky), o sitio de metastase, o numero de sitios de
acometimento metastatico, a presenca de receptores hormonais e da
hiperexpressdo de HER2, o intervalo entre o final da adjuvancia e o diagnéstico
da doenga metastatica, o uso prévio de quimioterapia adjuvante ou paliativa e o

subtipo histolégico/molecular do cancer de mama (SBOC, 2011).

Quadro 2: Principais Fatores prognosticos.

Fator Prognéstico Favoravel Desfavoravel
performance status bom ruim
sitios de doenca 0550, partes moles visceras
namero de sitios de doenca poucos multiplos
receptores hormonais positivos negativos
HER2 negativo positivo
intervalo livre de doenca > 2 anos < 2anos
quimioterapia adjuvante nao sim
quimioterapia paliativa nao sim

Fonte: SBOC, 2011.

1.4. Estadiamento

Por mais de 50 anos, a TNM tem servido como a classificagdo padrao
para a extensdo da doenga em pacientes com cancer (Chen e cols., 2016).
Estadiar um caso de neoplasia maligna, significa avaliar e classificar o grau de

disseminacdo do tumor, visando o tratamento mais adequado para cada
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paciente, uma vez que pacientes, com o mesmo tipo de céancer e diferente
estadiamento, podem ter diferentes propostas de tratamento (INCA, 2011). A
classificagdo do estadiamento (TNM), preconizada pela Unido Internacional
Contra o Cancer (UICC), através de um acordo internacional, & aceita e
utilizada universalmente (Edge e cols, 2010; Chen e cols., 2016). A
classificagdo TNM, baseia-se na extensdo anatdbmica da doencga refletida nas
caracteristicas do tumor primario (T), nas caracteristicas dos linfonodos das
cadeias de drenagem linfatica do érgédo em que o tumor se localiza (N) e na
presenga ou auséncia de metastase a distancia (M), parametros estes
graduados em TO a T4; NO a N3; e de MO a M1 (INCA, 2011). No quadro 3,

apresenta a classificagdo TNM (2010), para os tumores da mama.

Quadro 3. Classificagdo TNM de acordo com 72 Edicdo do Estadiamento
Clinico (UICC).

Classificagao TNM

Tumor primario

TX - O tumor primario ndo pode ser avaliado.

TO - Nao ha evidéncia de tumor primario.

Tis - Carcinoma in situ.

Tis - carcinoma intraductal in situ.

Tis - carcinoma lobular in situ.

Tis - doenca de Paget do mamilo sem tumor.

T1-Tumor<2cm.
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T1mic - Microinvasdao < 0,1 cm.

T1a—-=20,1cm <0,5cm.

T1b-=20,5cm <1cm.

Tic-21cm<2cm.

T2 -Tumor>2cm <5cm.

T3 - Tumor > 5 cm.

T4 - Tumor de qualquer dimensdo, com extensao direta a parede toracica ou a

pele.

T4a - Extensdo a parede toracica.

T4b - Edema (inclusive "peau d'orange") ou ulceragdo da pele mamaria ou

nodulos cutineos satélite confinados 8 mesma mama.

T4c - Ambos (T4a e T4b).

T4d - Carcinoma inflamatério.

N - Linfonodos Regionais

NX - Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO - Auséncia de metastase em linfonodos regionais.

N1 - Metastase em linfonodo(s) axilar(es), homolateral(ais), niveis | e Il moével(eis).

N2 - Metastase em linfonodo(s) regional(ais).

N2, axilar(es) Niveis | e ll, fixo entre si ou em outra estrutura.

N,, da cadeia mamairia interna, clinicamente detectavel.
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N3 - Metastase em linfonodo(s) regional (is).

N3, intraclavicular (es) nivel Ill, com ou sem comprometimento de linfonodo(s)

auxiliar(es).

N3, da cadeia mamaria interna, clinicamente detectada, com comprometimento

de linfonodo(s) auxiliar(es).

N3, subraclavicular (es) nivel lll, com ou sem comprometimento de linfonodo(s)

auxiliar(es) ou mama interna.

M - Metastase a Distancia

MO - Auséncia de metastase a distancia.

M - Metastase a distancia

1.4.1 Tamanho do tumor

O tamanho do tumor se correlaciona com a presenca e numero de
linfonodos axilares envolvidos, sendo também um independente fator
prognostico (Cianfrocca e cols., 2004). Rosen e cols.(1993) examinaram a
relacdo entre o tamanho do tumor e a sobrevida livre de recorréncia em 20
anos e encontraram uma associagao significativa, com 20 anos livre de recidiva
de 88% para os tumores <1 cm, 72% para os tumores de 1,1 cm a 3 cm, e 59%
para os tumores de entre 3,1 cm e 5 cm. Além disso, o tempo médio para o
desenvolvimento de doenga metastatica também diminui a medida que o

tamanho do tumor aumenta. Para pacientes com linfonodos negativos, o
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tamanho do tumor € o mais poderoso fator progndstico e é rotineiramente

usado para tomada de decisdes de tratamento adjuvante (Rosen e cols., 1993).

1.4.2 Estado linfonodal

O indicador de prognostico mais importante para os pacientes com cancer
de mama em estagio inicial é a presenga ou auséncia de envolvimento dos
ganglios axilares linfaticos (Fisher e cols., 1983; Cianfrocca e cols., 2004). Além
disso, ha uma relacdo direta entre o numero de linfonodos axilares
comprometidos e o risco de metastase sistémica (Fisher e cols., 1983;

Cianfrocca e cols., 2004).

1.4.3. Metastases sistémicas

A principal causa de morte dos pacientes com cancer esta atribuida a
capacidade de as células cancerosas escaparem da massa do tumor primario e
colonizarem locais distantes, fenébmeno conhecido como metastatizacdo (Horne
e cols., 2013). As células tumorais podem mudar suas caracteristicas celulares
para adquirir motilidade a invasdo (Ma e cols., 2008). A metastase comecga
quando as células cancerosas invadem tecidos vizinhos. Subsequentemente,
as células metastatizantes podem entrar na circulagao, diretamente ou através

do sistema linfatico de locais distantes, permanecendo latentes ou gerando
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metastases clinicamente detectaveis. Figura 2 Frequentemente ocorre

metastase do CM para os ossos, pulmao, pleura e figado (Ma e cols., 2008).

Angiogénese

Tumor primario
_—

/<» Invasao local

Células tumoraiS/ :

Nk b : sobrevivéncia e Motilidade Intravasao -
CIMBANANass circulatéria sﬂ

- a e e

-
Migracao e extravasao \)
para sitios secundarios

E:> . 3 =

~ - — = =
—Angiogéneses e metastase do sitio primario

Figura 2. Mecanismo da metastase envolve uma cascata de eventos, que
seguem a partir da invasao local, invasdo da circulagéo sistémica, fuga da
apoptose, sobrevivéncia durante o transporte, extravasamento e formagao de
micrometastases em érgaos distantes (Adaptado de Ma e cols 2008).

1.5. Graduagao Histologica

Grau histolégico (G) é um importante determinante de prognostico.
Greenhough, em 1925 evidenciou uma leve correlagao entre o grau histolégico
do CM e a sobrevida dos pacientes. Posteriormente, outros métodos utilizados
para este proposito refletiam os principios basicos formulados por Greenhough
(Fisher e col., 1980). A graduacédo histolégica Scarf Bloom-Richardson

modificada por Elston-Ellis, conhecida como Sistema de Classificacdo de
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Nottingham (SCN), é o sistema de graduac&o atualmente utilizado (Rakha e
cols., 2010). A importancia do SCN foi atribuida deste 1991 e posteriormente
validada por diferentes pesquisadores (Elston e cols., 1991; Rakha e cols.,
2010). Analise do grau histolégico combinado de SCN avalia o percentual de
diferenciacao tubular; avaliagao do pleomorfismo nuclear e o indice mitético. A
soma dos pontos dos trés componentes determina os graus: G1- bem
diferenciado, G2 moderadamente diferenciado e G3 fracamente diferenciado

(Fitzgibbons e cols., 2000).

1.6. Classificagao dos Subtipos Moleculares

Com o surgimento da tecnologia de microarranjos de DNA complementar,
associado a analise paralela dos genes envolvidos com o cancer de mama, foi
possivel classificar os tumores de mama de acordo com seu perfil génico
intrinseco, nas seguintes denominagdes: luminal A; luminal B HER2+; luminal B
HER2-; HER2+ n&o luminal; basal ou triplo negativo (Perou e cols., 2000;
Buitrago e cols., 2011; Goldhirsch e cols., 2011). Tais perfis sdo definidos
através da expressdo de marcadores imuno-histoquimicos e traduzem
caracteristicas diversas em relacdo ao comportamento biolégico da doenga e

tem valor prognéstico e preditivo (Figura 3).



Luminal A
RE+ efou RP+
HER2 —

Ki-67 <14%

HER2+
Ki-67—

LuminalB HER2+
RE+ elou RP+

Melhor Prognostico

Ki-67

Luminal B HER2 -
RE+ efou RP+
HERZ —

>14%

HER2+ (ndo luminal)
HER2+

HER2+ (expresso ou amplificado)

RE-e RP-

Menor Prognéstico

Triplo — (ductal)
RE-, RP—, HER2—

Pior Prognosticos
1 risco de recidiva

| taxa de sobrevida em 5 anos

29

Figura 3. Progndstico, segundo o perfil imuno-histoquimico. Adaptado de
Buitrago e cols., 2011 e Goldhirsch e cols., 2011.

1.7. Marcadores Imuno-Histoquimicos

Para refletir sobre a melhor opgdo de tratamento € clinicamente importante

avaliar os marcadores imuno-histoquimicos: RE, PR, Her-2 e Ki67 (Lin e cols.,

2014). Esta avaliagado possibilita a introdugdo de terapia hormonal e terapia

alvo seletiva, especialmente tamoxifeno e trastuzumab (Herceptin) [Lin e cols.,

2014].

1.7.1. Receptor de estrégeno
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A presenca de receptores hormonais € um fator preditivo poderoso na
probabilidade de beneficio de terapia hormonal adjuvante (Bradley 2007). A
presenca de RE e RP, nas células cancerigenas, esta correlacionada com o
baixo grau histoldégico e a capacidade de resposta positiva a tratamentos
quimioterapicos, especialmente em mulheres na pds-menopausa (Harvey e
cols., 1999; Bradley 2007). A expressao RE fornece indices de sensibilidade ao
tratamento enddcrino (Abreu e cols., 2011). Diferentes estudos confirmam que
os individuos com doengca RE - negativa ndo tém nenhum beneficio com a
hormonioterapia de Tamoxifeno durante 5 anos, mas algum beneficio pode ser
obtido no grupo de tumores de mama RE - negativo que expressam o receptor
de RP (Shaaban, 2002). As células tumorais, quando apresentam RE, tendem
apresentar baixa diferenciacdo tumoral, alta taxa de proliferacdo celular,
incidindo no prognostico negativo para as pacientes e prevalecendo a negativa
taxa de sobrevida (Figusch e cols., 1988). Atualmente o receptor RE, &
considerado o melhor exemplo de biomarcador tumoral, conduzindo a
terapéutica aplicavel aos pacientes com CM. As pacientes que apresentam
células positivas para RE, tendem a ter melhores taxas de sobrevida (Harvey e

cols., 1999; Bradley 2007).

1.7.2. Receptor de progesterona

Quando o nucleo das células expressa RP, este €& intimamente
dependente da presenca de RE (Buitrago e cols., 2011). Ha evidéncias de que

no CM metastatico a resposta ao tratamento anti-estrogénio é melhor entre
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individuos que apresentam tumores com expressao de RE e RP versus
aqueles aos que apenas mostram positividade para RE (Buitrago e cols.,
2011). Em pacientes com doenga metastatica, a resposta ao tratamento pode
estar relacionada ao acometimento do tecido conjuntivo e RP positivo.
Pacientes mais idosas e com um sO sitio de metastase com RP positivo

tendem a apresentar uma maior sobrevida livre da doenga (Kuss e cols., 1997).

1.7.3. HER-2

A expressacgao da oncoproteina HERZ2, codificada pelo oncogene c-erbB-
2, indica que o gene esta amplificado, o que implica em uma maior
agressividade tumoral e maior chance de metastases (Goldhirsch e cols.,
2011). A expressédo positiva de HER-2 indica um progndstico mais agressivo
para o paciente, e possui um valioso valor preditivo em relagdo aos beneficios

clinicos a serem obtidos com o tratamento alvo-especffico, trastuzumab

(Piccart e cols., 2005).

1.7.4. Ki-67

O marcador da proliferacdo celular, Ki-67, € uma proteina nuclear,
presente somente em células que estdo em fase de divisdo celular no ciclo
celular (Kyle 2007; Sun e cols., 2015). O marcador Ki-67, estabelece

correlagdo com o alto ou baixo grau histolégico de inumeras neoplasias,
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associa-se a altas taxas de proliferagao celular e favorece um menor tempo de
sobrevida livre de doenga (Kyle 2007; Sun e cols., 2015). Atualmente, Ki67 é
um importante biomarcador utilizado na pratica patoldgica clinica de rotina, com
aplicagdes potenciais em prognostico. Auxilia na dinamica em medir eficacias
de ftratamento em amostras obtidas antes, durante e apds a terapia

neoadjuvante (Sun e cols., 2015).

1.8. Aspectos Fundamentais Sobre a Transicao Epitélio-

Mesenquimal

Esforcos tem se concentrado na compreensdao de como um tumor
primario invade e dissemina-se, utiizando o mecanismo mediado pela
mudanca fenotipica de epitelial para mesenquimal, transicdo epitélio-
mesenquimal - EMT (do inglés: epithelial-mesenchymal transicion) [Demirkan,

2013].

No processo biologico da EMT, as células epiteliais polarizadas sofrem
modificagdes bioquimicas, moleculares e morfolégicas, adquirindo fenétipo de
célula mesenquimal (Sarkar e cols., 2009; Gunasinghe e cols., 2012; Scully e
cols., 2012; Demirkan, 2013). Durante a embriogénse, o epitélio € bastante
plastico, sendo capaz de se modificar para mesénquima e vice-versa, porém,
mesmo apos a sua completa diferenciacdo, o epitélio retém a capacidade de
modificar seu fenotipo, auxiliando nos reparos teciduais (Sarkar e cols., 2009;
Demirkan, 2013). Entretanto, possivelmente, na carcinogénese, a EMT se

estabelega para auxiliar a migragédo, invasio, resisténcia a apoptose e a
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recidiva local (Gunasinghe e cols., 2012; Scully e cols., 2012; Yoomi e cols.,
2013). Hipoteticamente a EMT permite que as células epiteliais tumorais
percam sua polaridade celular e sua interacdo adesiva nas jungdes célula-
célula (Gunasinghe e cols., 2012; Aleskandarany e cols., 2014). Acredita-se
que concomitante ao mecanismo da EMT, ocorram alteragdes caracterizadas
pela mudanga do fendtipo epitelial para mesenquimal, acarretando perda ou
reduzida expressao de marcadores epiteliais, tais como ECAD e Claudina, e
elevada expressao de marcadores mesenquimais, como NCAD, Vimentina, e
Twist (Peinado e cols., 2001; Sarkar e cols, 2009; Demirkan, 2013; Yoomi e

cols., 2013; Steinestel e cols, 2014).

Yoomi e cols (2013), analisando a relagcdo de marcadores epiteliais e
mesenquimais com a evolucdo do tumor, observou que a perda da ECAD esta
associada aos carcinomas mais agressivos: com fenétipos HER2+ e triplo
negativo. Acrescenta ainda, que a expressdo de marcadores mesenquimais
concomitantes a perda da ECAD, é maior em carcinomas invasivos quando

comparados aos intraepiteliais..

A literatura endossa que a EMT desempenhe uma forgca motriz na
sustentacdo de células tronco cancerigenas, subconjunto de células altamente
tumorigénicas (Scully, 2012; Demirkan, 2013). Estudos imuno-histoquimicos,
em bidpsias pos-tratamento, tém indicado um aumento de células-tronco
cancerigenas, presente em tumores de mama intrinsecamente resistentes a
terapia convencional, com todas as caracteristicas da EMT, possuindo
capacidade de auto-renovacao e possivel regeneragao tumoral (KASS e cols.,
2007; Tse e Kalluri e cols., 2007). A EMT pode ocorrer de trés formas com

diferentes configuragdes bioldgicas e distintas funcionalidades, como mostra a
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Figura 4. A) tipo |, estdo associados com a implantagdo, formagado do embriao
e organogénese. Neste processo as células mesenquimais tém potencial
fisiologico de sofrer a transicdo de mesenquimal para epitelal (MET) gerando
epitélios secundarios; B) tipo |l, esta associado com a cicatrizagdo de feridas,
regeneragao de tecidos e a fibrose, auxiliando no mecanismo do reparo
tecidual. Normalmente envolve fibroblastos e outras células relacionadas, a fim
de reconstrugdo tecidual; C) tipo lll, ocorre em células neoplasicas que
sofreram alteragdes genéticas e epigenéticas, especificamente em genes que
favorecem a excrescéncia clonal e o desenvolvimento de tumores. Estas
modificagdes afetam especialmente a oncogénese e genes supressores
tumorais, produzindo resultados muito diferentes do tipo | e Il. As células do
carcinoma submetidas ao tipo lll podem invadir e metastastizar, favorecendo a

progressao do tumor (Kalluri e cols., 2009).
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Figura 4: Classificacdgo EMT. Trés tipos com diferentes configuracoes
bioldgicas e distintas funcionalidades. Adaptado de Kalluri e cols., 2009.
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Em estudo, utilizando culturas celulares com diferentes niveis de
expressdo FGF10, marcador da EMT |, percebeu-se que as células cancerosas
iniciaram o processo de metastase através da regulamentacdo dos
mecanismos da EMT Ill, com consideravel aumento da expressao de NCAD, e

reduzida expressao do Gene da ECAD (Abolhassani e cols., 2014).

Existem evidéncias de que as células tumorais metastaticas apresentam
um fendtipo epitelial semelhante ao tumor do sitio primario, a partir do qual
foram derivadas (Nolan e cols., 2008). Apds as células do tumor primario
sofrerem a EMT e alcangcarem sitios secundarios, possivelmente sofram um
processo inverso MET ao se alojar no novo sitio (Figura 5) [Ma e cols., 2008].
Possivel fenbmeno auxilie a colonizacdo das células tumorais aos sitios
secundarios. Ambos os mecanismos, EMT e MET podem determinar estados
latentes ou ativos do tumor, respectivamente, permitindo numerosos ciclos
indeterminados de invasbes a metastases (Kalluri, 2009; Ksigzkiewicz, 2012).
Aprofundar a compreenséo do papel de algumas proteinas, tais como, ECAD e
NCAD, podera fornecer ferramentas importantes na compreensdo da

carcinogénese mamaria (Gunasinghe e cols., 2012).

: , —— Células invasivas Metastase em sitio secundério
Membrana ¢gjylas Céluas tumorais R e metasticas
4

basal epiteliais primarias

0% JV\ - - '
e ¢

Epitelio normal Carcinoma in situ EMT Vasos sanguineo MET

Extravasamento
da célula tumoral

e

Intravasamento
da célula tumoral

Figura 5. Possivelmente, apds as células de o tumor primario sofrerem a EMT
e alcangarem sitios secundarios, sofram um processo inverso MET. Adaptado
de Kalluri e cols., 2009.
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1.9. Proteinas de Adesao “Caderinas”

A regulacdo da EMT passa por diversas classes de moléculas de adesao,
entre elas, destaca-se a superfamilia das caderinas, glicoproteinas
responsaveis por sustentar a adequada adesao célula-célula (Ashaie e cols.,
2016). Estas glicoproteinas transmembrana, calcio dependentes, localizadas
nas jungdes aderentes intercelulares, desempanham um papel fundamental na
unido celular dos vetebrados (Vleminckx e cols., 1991). As caderinas possuem
diversas estruturas e fungdes, que quando alteradas, impedem o
desenvolvimento das células mamarias normais e (ou) a manutengdo
fisioldgica do tecido, favorecendo a malignidade da mama. As caderinas
classicas incluem: CDH1/E-caderina (epitelial), CDH2/N-caderina (neural),
CDH3/P-caderina (placenta) e CDH4/R-caderina (retina), designadas devido
sua distribuicdo tecidual. Existem, porém, mais de quarenta caderinas, grande
parte expressa no cérebro. Aberragdes nas expressdes génicas destas
caderinas podem ocorrer devido a silenciamento somatico ou epigenético
(Ashaie e cols., 2016). Ha suspeita de que as Caderinas E, N, P, VE, Proto,
Desmoss6micas e FAT possam exercer um papel importante na regulacéo do
CM, e de que tanto a ECAD, como a NCAD contribuam significativamente para
a EMT (Ashaie e cols., 2016). Na glandula mamaria a expressdo das caderinas
ocorre tanto de forma fisioldgica como patoldégica. A proteina ECAD é
exclusivamente expressa nas células epiteliais mamarias, enquanto a P-
caderina é expressa em células epiteliais mamarias de ductos e alvéolos, mas

também nas células mioepiteliais. As células mesenquimais do estroma
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mamario expressam NCAD. Nas células epiteliais mamarias também encontra-

se a R-caderina (Demirkan, 2013).

1.9.1. E-caderina

A proteina ECAD, localiza-se na superficie celular, entre as junc¢des
intercelulares, através de sua interagdo com as catenina p120, conforme figura
6. Numerosas moléculas sinalizadoras, como Notch, TGF-B, receptores de
estrogénio, EGF e Wnt podem induzir o estimulo da cascata de sinalizagao da

transcricdo da expressdao do mRNA da ECAD, e consequentemente controlar

seu nivel proteico (Ashaie e cols., 2016).

Sitios fosforplizacao

sitio de ligacao
hgmofl’lica

Meio intracelular

. Ligac3ao Hon

Meio extracelular

Figura 6. Molécula de caderina classica representando o dominio extracelular
com os cinco dominios de caderina e o dominio citoplasmatico com as
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cateninas p120, R-catenina e a-catenina responsaveis pela modulagdo das
adesobes e sinalizagao celular. Modificado:
https://www.studyblue.com/notes/note/n/gmd_aula4_ecm/deck/995214.
Acessado 25.01.2016.

A expressao ectopia da proteina ECAD resulta na perda de adesao
célula-célula, ativacao de marcadores mesenquimais e inducdo de motilidade
celular (Karray-Chouayekh e cols., 2012). A ECAD, que serve como marcador
da EMT, esta associada a varios fatores Snail, Slug, Twist, Zeb, KLF4, NF],
TBX2, SIX, b-Myb, COX-2, Arf6, FOXA2, GATA3 e SMAR1, que modulam sua
transcricdo e parecem auxiliar a promocdo ou reprimir a invasdo tumoral
(Ashaie e cols., 2016). Isto sugere que a diminuicdo da expressao da proteina
ECAD auxilie o processo de EMT observado em muitas neoplasias (Karray-
Chouayekh e cols., 2012). A expressédo positiva da ECAD pode favorecer
tumores de baixo grau histolégico e limitado numero de metastases linfaticas
(Lialiaris e cols., 2011). Ao contrario da ECAD que é conhecida como
supressora tumoral, a NCAD é conhecida por favorecer a motilidade, invaséo e
metastase das células cancerosas (Neiman e cols., 1999; Li e cls, 2001;
Querzoli e cols., 2010; Rakha e cols., 2013). Pesquisadores analisando
espécimes de CM primario observaram que niveis reduzidos de ECAD,
prevaleciam entre os casos de cancer de mama triplo-negativo (CMTN), com
metastases em linfonodos. Entre os CMTN, o progndstico das pacientes com
auséncia de ECAD, foi significativamente pior comparado aos das ECAD -
positivas (Kashiwagi e cols., 2010). O estadiamento de certos carcinomas
tende a ser menor, quando associados a imunoexpressao positiva da ECAD

(Karray-Chouayekh e cols., 2012).
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Indicios apontam que a alteragcdo na expressdo ou fungdo ECAD esta
associada, ndo apenas com tumorigénese, mas também, a agressividade
tumoral, podendo ser um evento adquirido durante o processo de progressao
carcinogénica, como parte de instabilidade genbmica, processo caracteristico
do CM de alto grau (2013; Rakha e cols., 2013). Normalmente, tumores com
metilagdo no gene CDH1, apresentam expressao diminuida a ausente da
ECAD e uma menor taxa de sobrevida, quando comparados com os pacientes
ECAD positivos (S Kashiwagi e cols., 2010; KARRAY-CHOUAYEKH 2012).
Objetivando explorar as possiveis associagdes entre 0s marcadores
moleculares e imuno-histoquimicos e as caracteristicas do subgrupo hereditario
de CDI, estudiosos investigaram o estado de metilagdo do promotor de CDH1
associado a ECAD e relacionaram aos parametros clinicos dos pacientes. O
grupo de pacientes com pouca ou nenhuma expressdo HER2 concomitante
com expressdo ECAD positivos tiveram uma melhor sobrevida global,
comparados ao grupo ECAD-/ HER2+. Em relagdo ao progndstico, 80% dos
casos ECAD positivos apresentaram pequeno tamanho do tumor. No entanto,
0s autores nao conseguiram encontrar uma associagao entre a expressao da
ECAD com o potencial metastatico, nem com o grau tumoral (karray-

Chouayekh, 2012).

De modo controverso, estudos anteriores relataram que a forte
imunoexpressado da ECAD pode estar correlacionada com pior sobrevida, maior
tamanho do tumor e estado linfonodal positivo (Tan e cols., 1999). Na mesma
linha, este marcador parece ter uma forte associagcdo com o cancer de mama
inflamatério (CMI), tipo muito agressivo de CM (Kleer e cols., 2001).

Resultados, importantes, demonstram que 100% dos casos de CMI possuem
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expressdo de ECAD, independentemente do tipo histolégico do tumor ou
presenca de ER, PR, ou HER2. Despertando a hipotese que a ECAD parece
nao funcionar como um gene supressor de tumor no CMI (Kleer e cols., 2001).
Para outros pesquisadores a ECAD, pode estar mais relacionada ao tipo
histolégico e grau de diferenciacdo e menos relacionada ao potencial
metastatico (Rakha e cols., 2013). O papel da ECAD quanto supressor tumoral,

ainda ndo esta bem esclarecido (Qureshi e cols., 2006; Querzoli e cols., 2010).

Qureshi e col.,, (2006) relataram uma forte relacdo negativa entre a
hiperexpressdo da ECAD com o grau histolégico tumoral. Entre as pacientes
diagnosticadas com maior grau histolégico, G3, 94% apresentaram
imunoexpressdo ECAD positiva, e apenas 6% apresentaram ECAD negativa. E
ainda, 94% das pacientes ECAD-positivas, apresentaram receptor de
estrogeno negativo. Nao observando correlagdo significativa favoravel deste
marcador com nenhuma variavel tumoral de bom prognoéstico (Qureshi e cols.,
2006). Este resultado foi ao encontro, com o resultado encontrado por Querzoli
e cols (2010), que ao analisar a expressao da ECAD em CM , observaram que
pacientes mais jovens, 34 a 40 anos hiperexpressavam ECAD e tinham mais
frequentemente tumores de grau 2, e as de 41 a 50 anos apresentaram
auséncia ou hipoexpressao da ECAD. Ja, entre o grupo de idade mais elevada
(p6s-menopausa) 51 a 90 anos, houve auséncia ou meédia expressdo de
ECAD, associada ao menor grau histolégico, G1. Neste estudo a pior taxa de
sobrevida ficou entre os pacientes que hiperexpressavam a ECAD (Querzoli e
cols., 2010). Embora a literatura disponha de poucos desfechos semelhantes,
para Querzoli e cols (2010), a imunoexpressao positiva de ECAD nem sempre

sera preditiva de um bom prognéstico no CM.
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Outra evidéncia, que o gene ECAD n&o é um supressor tumoral, esta no
fato que no carcinoma ductal raramente apresenta expressdao de ECAD
negativa (Rakha e cols., 2013). A expressado de ECAD foi avaliada (por IHQ e
anticorpo HECD-1), em uma série de carcinoma da mama nao-lobular invasivo,
e a correlacdo deste marcador com as caracteristicas prognéstico do tumor
primario foi investigada. Um total de 1.516 pacientes foram inclusos, somente
72 pacientes (7%), apresentaram auséncia completa da ECAD, e estas foram
associados ao pior prognéstico (Rakha e cols., 2005). O resultado sugere que a
perda de ECAD em carcinomas invasivos nao-lobular da mama, pode
desempenhar um papel na progressao tumoral no desenvolvimento de
metastases a distancia e na recidiva (Rakha e cols., 2005). Mais tarde, Rakha
e cols., (2013), resolveram investigar a relevancia deste desfecho. Entao,
utilizaram dois anticorpos diferentes (HECD-1 e CDH1/4A2C7) para analisar a
imunoexpressao da ECAD nas 72 amostras com imunoexpressao negativa
para ECAD (Rakha e cols., 2013). Curiosamente, apds analise dos casos, 94%
apresentaram imunoexpressao positiva para ECAD. Além disso, os estudos
experimentais ttm demonstrado que adesao célula-célula mediada por ECAD
promove a sobrevivéncia das células, enquanto aglomerados tumorais,
protegendo-as da quimioterapia e da destruigdo no sistema circulatorio (Kantak

e cols.,1998; Querzoli e cols., 2010).

1.9.2. N-caderina

A NCAD é uma proteina de 140 kDa, que liga-se indiretamente ao

citoesqueleto de actina, através de interagdes com as proteinas catenina
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citoplasmaticas. Desempenha um importante papel na migragao, diferenciagao,
desenvolvimento embrionario, mas, também no comportamento metastatico
das células tumorais. As células mesenquimais do estroma mamario
normalmente expressam NCAD. Identificada pela primeira vez em tecido de
cérebro de camundongo, a NCAD foi posteriormente observada em diferentes
tecidos normais, em tecidos neoplasicos de origem mesenquimal e epitelial, em
tumores como pulmao, ovario e rins (Bremmer e cols., 2015). A expresséo da
NCAD é comum em tumores mais agressivos, RE-negativos ou HER2 positivo,
0 qué sugere que esta molécula pode atuar na progressdo maligna (Qian,
2014). A habilidade da NCAD em acelerar os processos de mobilidade, invasao
e metastase pode ser atribuida por sua aparente interagdo com o factor de
crescimento de fibroblastos (FGF) e seu receptor (FGFR), e via GTPases Rho
(Yilmaz e cols., 2010; Qian, 2014). Os inumeros mecanismos pelos quais a
NCAD atua vem sendo alvo de varios estudos, um deles € como a NCAD
interage com o FGFR1 e atenua a sua ativagdo negativa, resultando na
sustentada regulagao das proteinas quinasses ativadas por mitégenos (MAPK).
Esta via de sinalizagao se liga as quinases reguladas por sinais extracelulares
(ERK), formando o complexo MAPK-ERK, que ativa a transcricdo do gene da

Metaloproteinase-9 (MMP-9) e consequente invasividade celular (Qian, 2014).

Bremmer e cols., (2015), investigaram o potencial de inibicdo de NCAD
como uma estratégia terapéutica, em tumores de testiculo, células germinativas, in
vitro e in vivo resistente a terapia com cisplatina. Em todas linhas célulares
investigadas, foi encontrada a proteina Nacd expressa, tanto in vitro como in
vivo. Em contrapartida, a regulagao negativa de NCAD in vitro conduziu a uma

inibicdo significativa da proliferagdo, migragdo e invasdo, estimulando a
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apoptose nas células estudadas (Bremmer e cols., 2015). Evidéncias, recentes,
sugerem que a indugao da EMT, in vitro e in vivo, pode ser ativada por diversos
mecanismos, um deles seria a ativacdo da via de sinalizacdo de Notch1

mediada por Snail / Slug.

Cao e cols. (2015) analisaram as expressdes de Notch1, Slug, Snalil,
ECAD, NCAD e Vimentina, por IHQ, em um total de 200 amostras de CDIl e 37
de tecido adjacente nado neoplasico, correlacionando-as as caracteristicas
clinico-patolégicas das pacientes. Nos casos de CDI versus os tecidos
adjacentes ndo neoplasicos, observou-se uma percentagem significativamente
elevada das proteinas: Notch1 (74%, 148/200), Slug (36%, 72/200), Snail
(62%, 124/200) e NCAD (77%, 153/200), e uma baixa expressdo da ECAD
(27%, 54/200). Além disso, uma elevada expressdo de Snail foi associada
significativamente com baixa expressdo de ECAD, e uma expressao elevada

do Slug foi significativamente associada ao aumento da expressdo de NCAD.

A literatura ainda ndo é consensual em relagdo a atuagao destas
proteinas no processo de carcinogénse. Entre os relatos distintos, encontram-
se observagdes que a expressdo induzida de ECAD, em células NCAD
positivas, ndo reduz a mobilidade nem a sua capacidade invasiva, em
contrapartida a expressédo induzida de NCAD, em células ECAD positivas,
tornam-nas mais invasivas, mesmo estas continuando a expressar altos niveis

de ECAD (Nieman e cols., 1999).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Estudar o perfil de expressdo das proteinas E-caderina e N-caderina,
através da técnica de imuno-histoquimica, em pacientes femininas com

diagnéstico de carcinoma mamario.

2.2. Objetivos especificos

1. Quantificar, através de analise digital de imagem, a expressao
imuno-histoquimica dos marcadores E-caderina e N-caderina nos casos de
carcinoma mamario;

2. Estudar a relagdo entre a expressao IHQ da ECAD e NCAD no
CM;

3. Correlacionar a expressao imuno-histquimica dos marcadores E-
caderina e N-caderina, no CM com as variaveis:

a- grau histologico;

b- estadiamento;

c- sobrevida livre da doenga.
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3. Artigo cientifico redigido em portugués

Alta expressao da E-caderina esta associada com alto grau
histolégico no cancer de mama: um estudo imuno-

histoquimico, com analise digital de imagem.

Ana Paula Fernandes, Andréa Fernandes, Moacyr Christopher Salem,

Rosalva Meurer, Adriana Roehe
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Resumo do artigo em Portugués

Introdugao: No Brasil, o cancer da mama (CM) é a segunda principal causa de
morbimortalidade no sexo feminino. Entre os fatores que buscam elucidar
aspectos da sua carcinogénese estd o estudo da transigcdo epitélio-
mesenquimal (EMT). Esta permite o destacamento de células tumorais,
possibilitando maior invasao tecidual e metastatizagdo. As proteinas E-caderina
(ECAD) e N-caderina (NCAD) atuam na EMT, e alteracbes na sua expressao

podem favorecer a progressao tumoral.

Objectivo: Analisar e quantificar, em espécimes de carcinoma mamario (CM),
a expressao das proteinas ECAD e NCAD, correlacionando-as ao grau
histolégico, ao estadiamento (TMN) e a sobrevida livre de doenga das

pacientes.

Materiais e métodos: Foram analisadas 143 pacientes com CM, que
concordaram em participar do estudo, assinando o TCLE. Secc¢bdes de CM,
emblocadas em parafina, foram incubadas com anticorpos especificos ECAD e
NCAD. Os resultados das reagdes imuno-histoquimicas (IHC) foram
quantificados, através andlise de imagem digital, utiizando o método de
deconvolugdo da cor e relacionados com graduacgao tumoral, estadiamento e
taxa de sobrevida livre da doenga das pacientes. Os resultados foram
submetidos a analise estatistica, considerando-se estatisticamente

significativos valores de p <0,05.

Resultados: As pacientes com o maior percentual de positividade para ECAD

(82,40%) apresentaram o maior grau histolégico (p = 0,041) e uma tendéncia a
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estarem em estadio mais avangado (estadio V) (p = 0,057). A expresséo

NCAD nao foi significativamente associada a nenhuma das variaveis

estudadas.

Conclusao: A hiperexpressdo de ECAD em neoplasias de mama foi associada
a tumores com maior grau histolégico e, possivelmente, com estadio avangado.
O papel da ECAD e da NCAD no fenbmeno da EMT no cancer de mama ainda

necessita de maior elucidacao.

Palavras-chave: Cancer de Mama, E-caderina, N-caderina, Transicao do

Epitélio Mesenquimal.
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Introducao

A adesdo das células epiteliais determina a estrutura celular e a
morfologia do tecido, regulando diversos eventos intracelulares, como
apoptose, proliferagdo e motilidade celular’. O mecanismo de ades&o celular,
através das interagdes proteina-proteina mediada pelas caderinas, é
fundamental para manutencéo do fenétipo epitelial>>. Em fungdo disto estuda-
se o papel da expressdo das caderinas nos processos de migragcédo e invaséo
celular, que ocorrerem durante a progressao tumoral, possibilitando o
surgimento de metastases. Sugere-se que a diminuigdo da expressdo da
proteina E-caderina (ECAD) associada ao aumento da expressdao da N-
caderina (NCAD) auxilie a progressao tumoral, observada no cancer de mama,
favorecendo a migracdo, através do estabelecimento do fendmeno conhecido
como transicdo epitélio-mesenquimal (EMT)**°. A proteina ECAD, codificada
pelo gene CDH1, localiza-se na superficie celular, entre as juncdes
intercelulares. A expresséao positiva da ECAD pode favorecer tumores de baixo
grau histolégico e limitado nimero de metastases linfaticas'®. Ao contrario,
observa-se que niveis reduzidos de ECAD, prevalecem entre os casos de
cancer de mama triplo-negativo (CMTN) e metastaticos de mau prognéstico™.
Ao contrario da ECAD, o aumento da expressao da proteina NCAD, codificada
pelo gene CDH2, vem sendo referido por favorecer a motilidade e a capacidade
de invasédo das células cancerosas’ '>'* A habilidade da NCAD em acelerar os
processos de mobilidade e invasdo pode ser atribuida por sua aparente
interagdo com o fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e seu receptor
(FGFR), e a via GTPases Rho*'®'®. A expressdao da NCAD é comum em

tumores mais agressivos, Receptor de estrogeno-negativos (RE) ou HER2-
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positivos, sugerindo que esta molécula possa atuar conduzindo a progressao
maligna’®.

O objetivo deste trabalho foi observar os niveis de expressdo imuno-
histoquimica das proteinas ECAD e NCAD no cancer de mama e

correlacionando os mesmos com fatores clinicopatologicos.

Materiais e Métodos

Pacientes

Foram incluidas 143 pacientes do sexo feminino, diagnosticadas com
cancer de mama (CM) submetidas a ressecgao cirurgica na Unidade de
Mastologia do Hospital Fémina (Grupo Hospitalar Concei¢do) no periodo de
outubro de 2010 a outubro de 2011. Todas as pacientes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Este estudo foi aprovado pelos
Comités de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Ciéncias da Saude
de Porto Alegre - UFCSPA (Parecer 1221/10) e do GHC (Parecer 11-037).

As caracteristicas clinicopatolégicas foram obtidas através dos exames
anatomopatolégicos e informagdes de registros meédicos. O estadiamento
tumoral foi estabelecido de acordo com o sistema TNM"".

A analise de sobrevida global e livre de doenga foi realizada através do
acompanhamento seriado das pacientes, realizado ambulatorialmente do
Hospital Fémina, de acordo com o protocolo padronizado pela Sociedade

Brasileira de Mastologia.
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Reagao imuno-histoquimica (IHQ)

As reacgbes IHQ foram realizadas no Laboratério de Pesquisa em
Patologia da UFCSPA, conforme o Procedimento Operacional Padrdo do
laboratério. Na realizagdo do estudo imuno-histoquimico utilizou-se espécime
tumoral fixado em formalina 10%, incluso em parafina. Os blocos foram
seccionados em espessura de 3um, desparafinados e reidratados. Para ambas
as proteinas a recuperacao antigénica para foi realizada com Tris/EDTA® (pH
9,0), aquecido, 30 minutos, em banho-maria a temperatura de 92°C. Em
seguida, as laminas foram lavadas em agua destilada. A atividade da
peroxidase endogena foi bloqueada, utilizando-se trés banhos de 10 min em
peroxido de hidrogénio (H202) 30V, a 5%, em metanol, posterior repetiu-se a
lavagem anterior e mais duas em PBS, durante 5 minutos por agitagdo. O
bloqueio das proteinas inespecificas foi realizado com BSA® (albumina de soro
bovino fragdo V) 1% por 1 hora. Utilizou-se anticorpo monoclonal mouse para
deteccdo das proteinas, nas seguintes titulagcdes: E-caderina 1/300 (G-10
Santa Cruz Biotechnology®) e N-caderina 1/100 (6G-11 DAKO®), incubando-
se durante toda a noite, overnight, a temperatura de 4°C. Para os anticorpos
secundarios e terciarios, utilizou-se o Kit Picture ™-MAX Polymer®, incubando-
se por 40min (cada) a temperatura ambiente. Na incubag&o do controle interno
negativo, foi utilizado uma amostra positiva do mesmo tecido, com 0os mesmos
anticorpos, exceto o primario, que foi substituido por BSA 1%. Para controle
positivo externo, foi utilizado tonsila palatina. A ligagao antigeno-anticorpo foi
visualizada com o cromdgeno DAB (diaminobenzidina). A contra coloragao foi
feita com hematoxilina de Harris (Merck®); as laminas foram desidratadas e

montadas com resina sintética.
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Analise das Reac¢odes IHQ

As laminas foram digitalizadas em aumento de 400 X, utilizando o
software (DP2-BSW) da camera (Olympus DP72) acoplada ao microscopio
(Olympus BX51), conectado ao computador. Areas com hotspots IHQ foram
registradas de forma ndo compactada (formato TIFF - Tagged Image File), com
resolugcao de 1360 x 1024 pixels e 24 bits, no modelo de cor Vermelho Verde
Azul (RGB). Visando obter dados quantitativos sobre a expressdo dos
anticorpos utilizamos o método de deconvolugao de cor, como previamente
descrito (18). Imagens de cor castanha, que representam DAB (areas IHQ
positivas), foram transformadas em imagens binarias, com um método
automatico implementado através de uma macro NIH- Imaged, conforme
desenvolvido por Landini (2012). Este plugin destaca imagens RGB, separando
a hematoxilina (cor 1), o DAB (cor 2) e as cores complementares (cor 3, verde).
A imagem é processada permitindo a quantificacdo da imunopositividade. Para
analisar os nossos casos, uma macro foi programada para criar uma mascara
de 50x50 pixels com fins de enquadrar as regides de interesse (ROI). A
mascara foi posicionada em quatro regides da imagem binaria, com foco nas
regides com maior positividade IHQ. As ROI foram lidas utilizando o software
Imaged, e os resultados foram registados como percentagem de ROl marcadas
por transformacéao binaria (percentagem de area positiva, PPA). Em cada caso,
quatro medidas foram tomadas em quatro imagens, resultando em 16 medidas.
Estas imagens foram analisadas como histograma e importadas para uma
planilha (Excel 2007, Microsoft Office, CA, EUA). O histograma especifica
dados sobre o numero e a intensidade de pixels, permitindo a quantificagcao da

quantidade de DAB em cada imagem, através de porcentagem. A Figura 1
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mostra um caso de CMs com positividade para ECAD e a Figura 2 descreve a

analise de deconvolugao de cor.

Analise Estatistica

Os dados foram analisados usando SPSS versédo 23.0 para Windows. As
variaveis quantitativas foram registradas como média e desvio padrdo ou
mediana e intervalo interquartilico. As variaveis categéricas foram analisadas
através de frequéncias absolutas e relativas. Utilizou-se o a Correlacédo de
Pearson entre os dois marcadores analisados. Anova ou teste T com teste de
Bonferroni para comparagdes multiplas. Para determinar o ponto de corte com
melhor sensibilidade e especificidade de cada anticorpo, para a analise de
sobrevida, foi realizada uma analise Receiver Operating Characteristic (ROC).
A analise de sobrevida foi demonstrado pela curva de Kaplan-Meier. Foi
utilizada regressao de Cox para controlar possiveis fatores de confusédo.

Consideraram-se valores de p significativos menores do que 0,05.

Resultados

Foram estudadas 143 pacientes, com idade media de 54,70 anos (25 — 85
anos). A expressdo IHQ ECAD positiva foi encontrada em 136 (95,1%)
pacientes, com percentual médio de expressado 86,24% (+ 59,78). A NCAD
estava presente em 14 (9,8%) pacientes, com média de expressao de 81,99%
(x 7,51). Entretanto correlagdo inversa entre os dois marcadores nao
significativa (r = -0,391; p = 0,167). A elevada expressdo da ECAD parece

diminuir a expressdo da NCAD, figura 1. Os resultados das reagbes de IHQ
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para ECAD e NCAD, considerando-se os pontos de corte estabelecidos na
analise de imagem sao expressos na Tabela 1.

O ponto de corte com melhor sensibilidade (40,0%) e especificidade
(63,9%) para ECAD em 0,47 PPA foi de 83,4%. Ocorreu uma associagao
estatisticamente significativa entre expressao positiva deste marcador e o grau
histologico do tumor (p = 0,041). Pacientes com tumores de grau 3
apresentaram maior média de positividade de ECAD 82,40%, em relacdo as
pacientes com tumores de grau 1. O tempo médio de sobrevida livre doenca
(SLD) foi de 52,36 meses. Nao houve associagao estatisticamente significativa
entre esse marcador e a SLD (p = 0,079), figura 2. Embora, a SLD diminua
3,7% para cada expressdo ECAD positiva (OR = 0,96; IC 95%: 0,92-1,00). Em
relacdo ao estadiamento tumoral, observou-se, que as pacientes em estadio |
tiveram uma tendéncia a expressarem menores valores de ECAD (p = 0,057).

Considerando a NCAD, o ponto de corte com melhor sensibilidade
(57,1%) e especificidade (98,3%) foi de 86,5% (PPA 0,48). Quatorze pacientes
(9,79%) tiveram expressdo IHQ positiva para NCAD, as analises foram
realizadas somente em amostras que apresentaram marcadores. Entretanto, o
numero de pacientes com NCAD ficou pequeno para encontrar associacdes
significativas, figura 3. N&o foi observada relacdo estatisticamente positiva

entre este marcador e as caracteristicas clinicopatoldgicas estudadas.

Discussao
Alteracbes na expressao das moléculas ECAD e NCAD sao
frequentemente associadas com a progressao neoplasica do cancer de mama,

devido ao fenémeno da EMT®.
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Neste estudo procuramos estabelecer resultados quantitativos para
expressdo IHQ das proteinas ECAD e NCAD, através de analise digital de
imagem, e analisar sua relagdo com fatores clinicopatolégicos no cancer de
mama, incluindo sobrevida.

Observamos uma associagdo estatisticamente significativa entre
expressao positiva da ECAD e o grau histolégico. Pacientes com grau tumoral
1 tiveram menor expressdo meédia do marcador. Resultado semelhante foi
observado por Qureshi e cols, (2006) e Quezoli e cols., (2010), que relataram
uma forte relagdo entre a hiperexpressdo da ECAD com o grau histoloégico
tumoral. Outros estudos também observaram que elevada expressao de ECAD
pode estar relacionada com parametros de progndstico desfavoravel, como pior
sobrevida, maior tamanho tumoral e presencga de metastases linfonodais?*%2.

Em nosso estudo, ndo encontramos uma associacao estatisticamente
significativa entre os marcadores e a sobrevida livre de doenga. No entanto,
observamos que a SLD diminui 3,7% e 11,3% a medida que a expressao da
ECAD e da NCAD elevam-se respectivamente. Demais estudos, de modo
semelhante, mostraram maior relagcdo dos marcadores com graduagao e tipo
histoldgico e ndo conseguiram estabelecer relagdo forte com a sobrevida 224,

Outro dado conflitante da literatura, em relagdo ao papel da ECAD sobre
as neoplasias de mama, refere-se ao fato de que este marcador tem forte
associagdo com o cancer de mama inflamatério (CMI), conhecido como uma
das neoplasias de mama de maior agressividade25. Resultados importantes
demonstram que 100% dos casos de CMI, possuiam expressédo ECAD positiva,

independentemente do tipo histologico do tumor ou presenga de ER, receptor

de progesterona (PR) ou HER2/neu®.
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Considerando o estadiamento, observamos dados com relevancia
estatistica limitrofe (p = 0,057) entre ECAD positiva e estadio V. Querzoli e
cols. (2010) também evidenciaram relacdo entre fatores de progndstico
desfavoravel e alta expressdo de ECAD. Segundo os autores, deve-se
considerar a possibilidade de interagcdo com outras proteinas da familia das
caderinas para melhor compreensdo do mecanismo de atuacido das mesmas
sobre a EMT.

Fundamentado em um dos aspectos peculiares da transi¢ao epitelial-
mesenquimal, a “comutagcbées de isoformas caderinas”, que consiste numa
regulacdo negativa de expressdo de ECAD e uma regulagdo positiva
concomitante de NCAD com efeitos profundos no fendtipo celular e
comportamento, este estudo se propds ainda a analise da relagao entre ECAD
e NCAD. Observamos uma correlacdo inversa, embora ndo estatisticamente
relevante, entre os dois marcadores. Nossos resultados mostram que a
elevada da expressao da ECAD parece diminuir a expressdo da NCAD. Este
achado estd em concordancia com o a troca de fendtipo epitelial para
mesenquimal observada nas células com maior capacidade invasora, que
define a EMT??.

Os resultados deste estudo sugerem que a contribuicdo da expressao
IHQ das proteinas ECAD e NCAD no cancer de mama talvez deva esconder
interagdes bioldgicas complexas, que permeiam a EMT. A real contribuicdo da
ECAD e da NCAD em relacdo ao cancer de mama ainda necessita uma

investigacao mais aprofundada.
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Tabela 1. Demostragdo dos resultados das reagdes de IHQ positivas para

ECAD e NCAD, considerando-se os pontos de corte estabelecidos na analise

de imagem.
ECAD n=136 NCAD n=14
Variaveis n médiatdp p-valor n médiat dp p-valor
Subtipos 0,628 ** 0,925**
Luminal A 49 80,25 8,49 5 84,26 +9,98
Luminal B 18 80,92 +6,17 5 82,72 +5,13
Luminal B HER2+ 16 81.43 £6,34 1 84,86 (—)
HER2+ 9 83,96 +6,34 — —
Triplo negativo 20 79.47 +7,01 3 79,81 £10,33
NI 24 — 3 —
Grau histolégico 0,041** 0,643**
- 16  76.95°£787 1 75,99(—)
T2 73 80,997 47,57 9 83,24 £9,03
T3 38 82,40° £5,93 4 80,70+2,79
NI 9 — —
Obitos 0,263* S/ p-valor
Sim 14 78951873 1 86,54(—)
N&o 113 81,243 6,98 12 8 1,86+7,99
NI 9 — 1 —
Numeros linfonodos 0,622** 0,464**



NI

Tu cm de diametro

T1-<2cm

T2-2cm-5cm

T3->5cm

T4 -tamanho invadiu
téraxou pele.

NI

Metastase

Sim

Néo

NI

Recidiva

Sim

Nao

NI

Estadiamento clinico

76

22

23

47

43

24

15

10

125

38

90

25

42

83,56 + 4,95

81,59 + 8,48

83,05 +6,05

0,654**

80,69 7,45

81,85 5,92

78,30 £11,70

81,49 +8,55

0,951*

80,90 £5,74

81,14 +7,36

0,668*

80,59 £5,21

81,36 +7,40

0,057**

77,77 £8,03

82,75 £5,72

14

10

67

87,28+10,55

80,47+1,95

0,292**

78,27(+5,08)

76,80(—)

94,74(—)

82,63 +7,11

S/ p-valor

81,99(—)

0,944*

82,82 £5,27

82,34 8,75

S / p-valor

74,67 (—)

76,80(—)



3 58
4 9
NI 2

Receptor estrogeno

Sim 102

Nao 34
HER—2/neu

Sim 26

Nao 110

Invasao vascular

Sim 55
Nao 54
NI 27
Idade 136

81,16 £7,75

81,09 +5,06

0,921*

81,13 +7,28

80,99 £7,18

0,368*

82,24 6,44

80,820 + 7,40

0,171*

82,36 +7,74

80,49 6,39

54 ,82+12,97

83,04 +7,62
12
9 83,07+ 7,79
5 80,06 +7,38
2 83,36 + 2,12
12 81,77 £8,11

5 80,47 * 3,89
5 82,51 £8,17

4 —

14 53,57+12,14

68

0,495*

0,793*

0,627*

n = numero de pacientes; NI = numero sem informagdes para a variavel; S/ p-

valor = p sem valor; Tu cm = tumor em centimetro. * Teste t,** Anova.
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Figura 1. Aumento da expressdo de ECAD induz a reduzida expressao da
NCAD. Embora, a diferengca ndo seja significativa (r=-0.391, p = 0.167).
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Figura 2. Curva de Kaplan-Meier, sobrevida livre de doenga.
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4. Consideragoes finais

A estimativa da taxa bruta de incidéncia por 100 mil habitantes, para o
sexo feminino, do cancer de mama primario, para 2016 € de 90,20 para o
estado do Rio Grande do Sul (RS) e 130,99 para capital Porto Alegre. Dada a
magnitude destes dados a investigagao de fatores relacionados a patogénese e

ao prognostico do cancer de mama € mandatéria no RS.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi analisar o perfil de expressao
de duas proteinas que participam da EMT, ECAD e NCAD utilizando a técnica
de imuno-histoquimica, com analise digital de imagem, em pacientes com
diagnostico de carcinoma mama primario. Os resultados foram correlacionados
com aspectos clinicopatolégicos. Embora tenhamos encontrado resultados
estatisticamente relevantes em relagdo a expressédo da ECAD e o grau tumoral,
ainda permanecem muitas duvidas a respeito do papel das proteinas
estudadas no CM e também na EMT. Entende-se que a EMT é um fenémeno
extremamente complexo, que envolve diversas familias de proteinas e fatores
de transi¢cdo e, que, dificilmente, o estudo isolado de duas proteinas seria
capaz de elucidar todo seu mecanismo. Desta forma, ressalta-se a
necessidade de amplos estudos, envolvendo um maior numero de proteinas
que atuam na EMT e com maior numero de pacientes. Somente assim
poderemos contribuir para elucidacao de fatores relacionados a carcinogénese

mamaria.
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5. Anexos

5.1. Materiais e Métodos

5.1.1. Andlise Digital das Reag6es Imuno-Histoquimicas.

Para selegéo e aquisigao das areas de interesse as imagens obtidas para
andlise, foram capturadas com microscopia de campo claro (microscopio
Olympus BX51) em aumento de 400 X. Selecionou-se 0 campo com maior
imunoexpressao (alta marcagdo pelo cromégeno DAB, ou seja, maior
tonalidade marrom) dos anticorpos estudados, as areas foram digitalizadas
utilizando o proprio software (DP2-BSW) da camera acoplada (Olympus DP72)
ao microscopio. Para cada lamina (uma por caso), foram digitalizadas 04

imagens distintas, conforme ilustra figura1.
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Figura 1. Em cada caso foram digitalizadas 04 imagens distintas. Posterior,
analisada 04 areas de cada, totalizando 16 areas de maior interesse para cada
caso.

As imagens foram gravadas em RGB (Red, Green, Blue) com
profundidade de cor de 24 bits, dimensdo de 1360 x 1024 pixels, em formato

Tiff (Tagged Image File Format), arquivos de 5,3 megabyte .Figura 2.

P

ado em rmato TIFF.

Figura2. E

O processamento das areas com maior imunorreagao, foi realizado com o
software de dominio publico Imaged (National Institutes of Health, Bethesda,
USA; http://rsbweb.nih.gov/ij/), um aplicativo Java que pode ser executado na

maioria dos sistemas operacionais. Figura (Laste, 2012; Landini, 2012).
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Figura 3. Acesso ao software ImagedJ.
No presente estudo, o software Imaged foi instalado em um computador,

particular, com processador Intel® Core™ i5 (Intel Corporation, USA), com 4
gigabytes de memoédria RAM e sistema operacional Windows 7®, de 64 bits
(Microsoft Corporation, USA). A analise da expressdo dos anticorpos foi
realizada através do método da deconvolugdo (DC), um plugin disponivel no

Imaged. Figura 4.

¢ Colour Deconvolution l = LHE-.

J50x65 pixels; RGE:; 89l
Colour deconvolution: H DAB

.l.'.'l:-ln:-'l.u:_l B:0_6500286, E:0_.T704021, B:0_Z8E601ZE
.L’.‘nl-:-u:l:_: B:0_2E8194752, &:0.57021275, B:0.7764Z715

.Enl-:hu:l:_& E:0.7110Z72, :0.42218152, B:0.5E81S5E72
I

Figura 4. DC plugin
O método, distingue, isola as células marcadas positivamente com DAB
das células negativas, ou seja, coradas com hematoxilina (Laste, 2012; Landini,
2012). Ao acessar o plugin DC, a cor da imagem decompde-se em trés outras

imagens distintas: azul, verde, vermelha (Figura 5).
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T360%1024 pixels; 6-bif, 1.3MB

CIEN)

4 932 6-12€1if-(Colour_2) (50%) o] B s

:

Figura 5. Decomposi¢cdo da imagem em analise, em imagens azul, verde,
vermelha.

5.1.1.2. Acessando o Plugin Deconvolugao

A imagem vermelha corresponde a marcagao positiva do cromogeno
DAB, locais de imunorreagao positiva. Consequentemente, esta imagem foi
utilizada na quantificacdo dos anticorpos, descartando-se as demais.
Seguidamente, através do plugin DC solicitou-se a transformacao binaria
(separagao das cores) da imagem vermelha e posterior quantificagao das areas

de interesse. Figura 6.
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Figura 6. Transformagao binaria da imagem vermelha.

Utilizando-se a configuragdo padrao pré-determinada pelo software
Imaged na conversdo binaria, a imagem de cor vermelha foi convertida em
cores preto e branco. As regides pretas sao as areas de interesse, locais de

imunorreacgao positiva (Figura 7).
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Macros
Process
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Figura 7. Imagem binaria proveniente da cor vermelha, apresentando as areas
de maior interesse na cor preta.

5.1.1.3. Obtencao de dados quantitativos

Uma macro foi programada, no Imaged, para a obtengdo de uma mascara

em forma de quadrado de 50 por 50 pixels na imagem binaria (total 2500

pixels). O quadrado era direcionado para areas de maior coloragéo preta,

fixado no local adequado. Acionando, a tecla de atalho Ctrl M, atalho

corresponde a selecdo do comando Analyze (Analisar) seguida da selecéo do

sub-comando Measure (Medir); o Imagej calculava o percentual da fragdo da

area e simultaneamente o resultado era transferido para na janela de

resultados. Figura 8.

¢ 932 6-12E1 tif-(Colour_2) (50%)

& Imagel

FRETEY Plugins
B ola/o 4]+

Analyze Particles...

Window

WYl

Rl
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T360x1 024 pixels; B-bil (nverting LUT), 1 3MB
T : T

i

Figura 8. Resultadb do calculo do erce

50 por 50 pixels.
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Label
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Set Measurements

Set Scale...
Calibrate...
Histogram

Plot Profile

Ctri+H
Cir+K
Surface Plot

Gels r
Tools +

T Resaits

=R R

i~ S

ntual da fra'g:o da area, quadrado de

Quatro medidas foram realizadas, em cada uma das quatro imagens

adquiridas por caso, totalizando 16 areas de maior interesse. O resultado total



da porcentagem das fragbes das areas foi transferi

média e desvio padrao. Figura 9 e 10.
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Figura 10. Exemplo do resultado, de area branca, sem marcacdo do

cromogeno DAB.



5.2 Tabelas e Figuras da Analise Estatistica

Tabela 1. Caracteristicas gerais da amostra

Variaveis

n=143 f (%)*

Idade (anos) média £ dp
Subtipo histolégico
1-Luminal A
2-Luminal B
3-Luminal B HER2+
4-HER2+
5-Triplo negativo
NI
Grau histolégico
G1
G2
G3
*Sl
Numeros de linfonodos
0
1
2
3
NI
Estadiamento clinico
1
2

54,71 (+12,8)

52 (36,36)
18 (12,58)
17 (11,88)
9 (6,29)

20 (13,98)
27 (18,88)

16 (11,19)
76 (53,15)
41(28,67)
10 (6,99)

80 (55,94)
24 (16,78)
23 (16,08)
8 (5,59)
8 (5,59)

27(18,88)
44 (30,77)



4
NI

Tu cm de diametro.
T1-<2cm
T2-2cm-=5cm
T3->5cm

T4 - qlg tamanho, invadiu térax ou
pele.

NI -

Metastase

NI

Recidiva

NI

Recptor de estrégeno
Sim
Nao

HER—2/neu

Sim

61 (42,66)
9 (6,29)
2 (1,40)

50 (34,97)
45 (31,47)
8 (5,59)

24 (16,78)

16 (1,19)

10 (6,99)
132 (92,31)
1(0,70)

40 (27,97)
95 (66,43)
8 (5,59)

15 (10,49)

119 (83,22)

9 (6,29)

109 (76,22)
34 (23,78)

27 (18,88)

80



Nao

Invasao vascular

Marcadores
N-cadherin

E-caderin

81

16 (11,19)

57 (39,86)

58 (40,56)
28 (19,58)

14 (9,79)
136 (95,10)

*Valores apresentados com numeros absolutos e percentuais (%), com o

percentual obtido sobre o total de casos validos.
**NI: numero sem informacgdes para a variavel.

Ponto de corte para IHQ ECAD positiva, de acordo com a analise ROC,

com a melhor sensibilidade (40,0%) e especificidade (63,9%) foi de 83,4% sob

area positiva 0,47.

1,0

Sensibilidade
b

=
=
1

0.2

00 -
0o

Especificidade

Figura 1. Curva ROC ECAD
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Ponto de corte para IHQ NCAD positiva, de acordo com a analise ROC,

com a melhor sensibilidade (7,1%) e especificidade (98,3%), foi de 86,5%, sob

a area positiva 0,49.

curva ROC

1.0

0,8~
L]
=
L]
T 05
o
w
=
L]
&N

0,47

0,27

oo T T T T T T

0,0 0z 04 06 08 1,0
Especificidade
Figura 2. Curva ROC NCAD.
i} Media = 31, 09
a0 Desvie Padrdo = 7,227
N=138
20
10
T T 1 _l_\

1
s50,0 E0,0 FO0 80,0 0.0 100,0
Area média da Ecad

Figura 3. Area média da ECAD
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Figura 4. Area média da NCAD

Média = 81,98 )
Desvic padréo = 7,507
N=14
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5.3. Fotos da Imuno-Histoquimica

Foto 1. Expressao da ECAD no tumor 400X

Foto 2. Expressao da NCAD no tumor 400X



Foto 4. Expressdo da NCAD no tumor 400X
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5.4. Pareceres do Comité de Etica

COMISSAD CIENTIFICA E COMISSAC DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
UFC3PA

O Comité de Etica em Pesquisa da UFCSPA, registrado na Comissae Naciona! de Etica em Pesquisa
(CONEP) sob o p® 075/05 em 23/37/04, analisou o Projeto:

Projeto: 10-641 Versdo do Projeto: Versdo do TCLE:

Pesquisadores:

ADRIANA ROEHE

GRASIELA AGNES

CARMELA NICOLIN

BRUNA PEIXOTO DE SOUZA

TALITA HAUBERT CERUTT}

CLAUDIO OSMAR PERERA ALEXANDRE

Titulo; CA.NCER DE MAMA; ESTUDC EPIDEMIOLOGICO, DE CARACTERISITCAS
CLINICO-PATOLOGICAS £ MCLECULARES E FATORES DE RISCO,

Esse projeto fol aprovado em seus aspecios éticos e metodologicos conforme as Resolugdes 196/09 e
demais Resolugbes complementares. Toda e qualauer slteragio do projeto, assim coma eventos adversos
graves, deverae ser comunicadeos a este CEP. Os TCLE, guando necessarios, somente poderéo ser
utiizados apos prévia & explicita aprovagdo (carimbo) de sua redagéo por este CEP”,

Porto Alegre, 28 de outubro de a}

“onrrisnador do CEPRJFCSPA




O

s
/ HOSPITALN.S.

HOSPITAL

Vinculados 20 Ministério da Saide - Decreto n” 93.244/90

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/GHC

O Comité de Eg:ica em Pesquisa do Grupo Hospitalar Conceigdo (CEP/GHC), que é reconhecido pela
Comissdo Nacional de Eticaem Pesquisa (CONEP)/MS desde 31/10/1997, pelo Office For Human Research
Protections (OHRP)/USDHHS, como Institutional Review Board (IRB0001105) e pelo FWA - Federalwide
Assurance (FWA 00000378), em reunido extraordinaria realizada em 27 de abril de 2011, reavaliou o seguinte
projeto de pesquisa:

Projeto: 11-037 Versido do Projeto: Versdo do TCLE:

Pesquisadores:

ADRIANA VIAL ROEHE

GRASIELA AGNES

DANIELE L. DOS REIS SCHNEIDER
ANDREA PIRES SOUTO DAMIN

Titulo: Cancer de mama: Estudo epidemiolégico, de caracteristicas clinicopatoldgicas e
moleculares e fatores de risco.

Documentagdo: Aprovados
Aspectos Metodoldgicos: Aprovados
Aspectos Eticos: Aprovados

Parecer final: Este projeto, por estar de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais
especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Satide, obteve o parecer de
APROVADO.

Consideracdes Finais: Toda e qualquer alteragdo do projeto, deverd ser comunicada imediatamente ao
CEP/GHC. Lembramos do compromisso de encaminhar dentro dos prazos estipulados, o(s) relatorio(s)
parcial(ais) e/ou final ao Comité de Etica em Pesquisa do Grupo Hospitalar Conceigdo e ao Centro de
Resultado onde a pesquisa for desenvolvida.

Porto Aleare, 27 de abril de 2011.
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