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Resumo da Dissertacao

Introdugdo: O cancer de mama é um dos tumores malignos mais comuns
entre as mulheres. Estudos recentes evidenciaram um aumento da incidéncia
da doenga em pacientes com idade inferior a 35 anos. Nesta faixa etaria,
segundo a literatura, a neoplasia possui comportamento biolégico mais
agressivo. Objetivo: Analisar as caracteristicas clinicopatologicas e
imunoistoquimicas do carcinoma de mama em pacientes com idade inferior a
35 anos e a partir dos 45 anos. Métodos: Estudo prospectivo que analisou
pacientes atendidas no Servico de Mastologia do Hospital Fémina de Porto
Alegre, entre julho de 2008 a outubro de 2011. Sete pacientes com diagnostico
de carcinoma de mama e idade inferior a 35 anos e 130 pacientes a partir de
45 anos foram testadas para os marcadores BRCA1, vimentina, 34BE12 e
Ki67. Dados clinicos e anatomopatoldégicos foram comparados com os
marcadores imunoistoquimicos e submetidos a analises estatistica.
Resultados: Pacientes com idade inferior a 35 anos de idade apresentaram
maior freqiéncia de grau histoldgico Ill em relagdo as mais velhas (42,9 versus
24,2%). A expressao de HER2 foi maior nas jovens (42,9% versus 15,7%),
assim como altera¢cdes no BRCA1 (57,1% versus 27,1%). A expressao de Ki67
(>14%) apresentou relagao proporcional com o aumento do grau histolégico
(P = 0,04) e estadiamentos clinicos mais avancados da doenca (P = 0,03). O
fendtipo triplo negativo, considerado um dos mais agressivos, apresentou alta
expressao de ki67 (P<0,001). Observou-se ainda diminuicdo da sobrevida
global de pacientes com alta expressdo deste marcador (P=0,029). Pacientes

jovens apresentaram menor sobrevida global em relacdo as mais velhas



VI

(P=0,019). Conclusao: Nado observamos aumento da incidéncia da doenca
entre as jovens, no entanto, estas pacientes apresentaram diminuicdo da
sobrevida global em relagdo as mais velhas, fortalecendo as evidéncias de
desfecho clinico desfavoravel nesta faixa etaria. A expressdo aumentada de
Ki67 mostrou relacéo direta com os parametros clinicopatoldgicos associados
ao aumento da agressividade do tumor e diminuicdo da sobrevida,
corroborando o papel deste marcador como ferramenta prognoéstica no

carcinoma de mama.



1. INTRODUGAO
1.1 Epidemiologia do cancer de mama

O céncer de mamaé a neoplasia maligna maisletal emmulheres (INCA,
2012). Dados do Instituto Nacional do Cancer revelam que o numero de casos
novos de cancer de mama esperado para o Brasil em 2012 é de 52.680, com
um risco estimado de 81,07 casos a cada 100.000 mulheres na regido Sul.

A incidéncia da doencga varia de acordo com cada regido do pais. As
populacdes heterogéneas, os diferentes fatores de risco e exposicdes
contribuem para essa variacao (Koifman e Koifman, 2003).

Porto Alegre € a cidade com a maior incidéncia de cancer de mama do
Brasil, com risco estimado de 125 casos a cada 100 mil habitantes. Na Europa,
a incidéncia anual da doenca é de 110 casos para 100 mil mulheres em todas
as faixas etarias (Vetter e Rochlitz, 2012).

A incidéncia de carcinoma mamario nosEstados Unidos varia de acordo
com a etnia e a ragca. Mulheres com idade inferior a 35 anos e de raga negra,
possuem o dobro da incidéncia da doenca e maior mortalidade, quando
comparadas com mulheres jovens de raca branca (Althius e Brogman, 2003;
Shavers e cols., 2003). A média da idade ao diagnéstico foi de 61 anos nos
Estados Unidos no periodo de 2006 — 2010, sendo que mais de 40% das
mulheres foram diagnosticadas com idade superior a 65 anos (SEER, 2012).
Os paises orientais, que anteriormente apresentavam baixa incidéncia de
cancer de mama, observam um aumento do numero de casos da doenga,
seguindo uma tendéncia mundial. Na China, a doenga esta se manifestando
aos 40 anos de idade, mais precoce do que nos paises ocidentais (Kwrong e

cols.,2008).



No ano de 2008, a Sérvia apresentou a maior taxa de mortalidade por
cancer demama entre todos os paises europeus (Mihajlovi¢ e cols.,2013).Para
o ano de 2013, a estimativa na Unido Européia € que diminua a mortalidade da
doenca. Malvezzi e cols.(2013) acreditam que em poucos anos, o cancer de
pulmao ultrapassara o cancer de mama e se tornara a 12 causa de morte por

tumores em mulheres.

1.2 Fatores de risco para o cincer de mama

A incidéncia da doenca aumenta com a idade, sendo mais prevalente
apds os 50 anos. Nesta faixa etaria, o cancer de mama € nove vezes mais
frequente do que em pacientes muito jovens (Dutra e cols., 2009).

Muitos dos fatores de risco para o carcinoma mamario sdo comuns a
todas faixas etarias, incluindo o aumento da idade, raga negra, historia familiar,
maior idade na primeira gestagdo, menarca precoce e sedentarismo. Em
mulheres jovens, o uso de contraceptivos orais, tabagismo e a exposicao a
radiacdo, mais especificamente para o tratamento da doenca de Hodgkin, pode
aumentar o risco para o desenvolvimento da doencga (Yankaskas,2005).

Alguns autores atribuem que a mama densa seja um dosfatores de risco
parao cancer de mama, mas determinantes dadensidade da mamaem
mulheres jovenspermanecem largamente desconhecidos (Dorgan e cols.,
2012).

Mulheres que apresentam histérico familiar de cancer de mama
possuem maior chance de desenvolver a doenga, assim como as pacientes
que apresentam mutagdes nos genes BRCA1 e BRCA2, tem risco aproximado

de 80% (Narod, 2011).



Estudos sobre fatores de risco para a doenga, associam sobrepeso e a
obesidade com carcinoma de mama em mulheres pds menopausicas,
noentanto, estas associagbes nao estdo claramente elucidadas. (Parkin e
Boyd,2011; Giles e cols.,2012).

A estimulacdo estrogénica durante a terapia de reposi¢gdao hormonal
(TRH) pode aumentar o risco para o desenvolvimento da doenga,
principalmente com a utilizacdo de formulagdes combinadas com estrégeno e
progesterona (Brinton e cols.,2008; Narod.,2011).Apdés a interrup¢do do
tratamento, este risco diminui, 0 que sugere que os tumores de mama
horménio dependentes regridem quando a estimulagdo hormonal é removida

(Narod, 2011).

1.3 O cancer de mama em mulheres jovens

Embora a maioria dos estudos classifique “pacientes jovens” na faixa
entre 35 e 40 anos de idade, ndo ha um consenso mundial para a definigao da
idade "jovem" no cancer de mama (Vostakolaei e cols.,2012).

Em mulheres com idade até 35 anos, a incidéncia da doenca varia de 2

a 5% (Gonzalez-Angulo e cols., 2005; Hong-Sing Chen e cols., 2008).

Alguns autores (Kwrong e cols.,2008; Robles-Castillo e cols.,2011; Znati
e cols.,2012) acreditam que, em pacientes jovens, o tumor apresenta
caracteristicas clinicopatologicas heterogéneas em relagdo as pacientes mais
velhas. Segundo um estudo publicado por Znati e cols. (2012), que avaliou o
perfil da apresentacdo da doenga em pacientes com menos de 35 anos, houve

uma tendéncia da neoplasia apresentar-se como um tumor de mau
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progndstico, de alto grau histoldgico, auséncia de expressao dos receptores

hormonais e com fendtipo triplo-negativo.

Pronzato e «cols. (2011) estudaram o padrdao histolégico e
imunoistoquimico (expressao de receptores de estrogénio e de progesterona e
superexpressao de HER2 e Ki67) de carcinomas de mama em pacientes
estratificadas de acordo com a idade. As mulheres com menos de 35 anos
representaram 7,7% da amostra e apresentaram tumores com auséncia da
expressao de receptores hormonais e alto indice de Ki67. Os pesquisadores

concluiram que a idade seria um fator prognostico para a doenca.

Segundo El Saghir e cols. (2006);Vostakolaei e cols.,(2012), a literatura
€ controversa quando descreve a idade como fator prognéstico independente.
Rapiti e cols. (2005) ndo evidenciaram efeito significativo da idade na avaliacao
da sobrevida de pacientes jovens, mesmo apresentando tumores com
caracteristicas clinicas mais agressivas. Em estudo publicado por Anders e
cols. (2008), que avaliou o fator idade na apresentacdo da doenca em
pacientes jovens, houve uma tendéncia da neoplasia apresentar-se como um
tumor de mau prognéstico, de alto grau e com maior comprometimento
linfonodal.

Partridge e cols. (2012) analisaram o atraso no diagnéstico em relagao
ao estagio da doenga em mulheres com menos de 40 anos.O estudo concluiu
que a idade ndo é um fator preditor independente de atraso no diagnédstico e
que a doenca se manifestou em estagio avangado nessas mulheres.

Gnerlich e cols. (2009) analisaram a mortalidade em mulheres com cancer de
mama com menos de 40 anos em comparagado com pacientes mais velhas. Os

achados do estudo revelaram que mulheres mais jovens apresentam tumores
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com caracteristicas de maior agressividade,tais como; alto grau
histopatolégico, auséncia de expressao de receptores hormonais e maior
comprometimento linfonodal. Conforme os autores, essas variaveis atribuiram
maior mortalidade nas pacientes com doenga em estagio inicial.

Morrison e cols. (2012) avaliaram a expressdao de marcadores
imunoistoquimicos em relacdo a idade e o subtipo molecular de céncer de
mama em mulheres com idade igual ou menor que 40 anos, em comparacao
com pacientes mais velhas. O estudou mostrou que o fendtipo triplo negativo e
o comprometimento linfonodal foi mais freqlente em pacientes jovens,
refletindo em tumores de pior prognostico.

Nosso estudo se destina a comparar caracteristicas clinicopatolégicas
do carcinoma de mama entre mulheres com menos de 35 anos e a partir do 45,
associando  marcadores  imunoistoquimicos de  mau  prognostico

(BRCA1,Ki67,vimentina e 34BE12)

1.4REVISAO DA LITERATURA
1.4.1.Fatores prognésticos e preditivos no cancer de mama

Os carcinomas de mama s&do tumores heterogéneos com diferentes
apresentacdes genotipicas e fenotipicas (Markiewicze cols., 2012). O
progndstico da doenca esta relacionado a uma série de fatores, incluindo o
estadiamento TNM, o grau histolégico, e o comprometimento linfovascular
(Rosai e Ackeman,2004).
O estadiamento TNM foi desenvolvido na década de 50 e continua a ser

utilizado na pratica clinica até os dias de hoje. Mesmo sofrendo atualizacdes, o
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grande desafio desta classificacdo €& acompanhar a rapida evolugédo da
compreensao biolégica dos tumores (Veronesi e cols., 2009)

Park e cols. (2011) acreditam que o estadiamento TNM pode n&o ser
tdo eficaz como um indicador de progndstico para todos os subtipos de cancer
de mama, especialmente para os tumores com fendétipo triplo negativo, uma
vez que o atual sistema de estadiamento nao contempla as diferencas
biolégicas e moleculares dos tumores.

Em um estudo, Zurrida e Veronesi (2011) propéem uma mudanga na
classificagdo TNM. Os autores defendem que descrevendo o tamanho exato do
tumor, evitariam discrepancias dentro do mesmo grupo e informariam um dado
mais fidedigno. A descricdo dos linfonodos comprometidos poderia ser
associada em relacdo ao numero total removido. Além disto, sugerem a
indicagdo do sitio metastatico na variavel “M” e a remogéo das neoplasias in
situ desta classificagdo, uma vez que estes tumores ndo sédo capazes de
produzir metastases.

A presenga de metastases nos linfonodos axilares é um dos fatores
mais importantes no estadiamento e avaliacdo prognéstica de pacientes com
cancer de mama (Colleoni e cols., 2006 e Ponzone e cols., 2007).

Rosa - Mendoza e cols. (2013) estudaram preditores de metastases a
distdncia em pacientes com cancer de mama inicial, em relacdo as
caracteristicas clinicopatologicas. O estudo revelou que o comprometimento
linfonodal associado ao estagio e tamanho tumoral foram os principais
preditores da ocorréncia de metastases a distancia. Outro dado do estudo foi
que a superexpressdao de HER2, considerado um fator prognostico

desfavoravel, isoladamente nao foi preditor metastatico.
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Um dos fatores prognoésticos bem estabelecidos no cancer de mama é o grau
histologico, o qual representa a avaliagdo morfologica das caracteristicas
bioldgicas dos tumores, sendo um importante parametro no comportamento
clinico da doenca e de valor prognéstico para as pacientes (Sotiriou e
cols.,2006 e Rakha e cols.,2010 ).

Os receptores de estrogeno e progesterona e a amplificacdo do
receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER-2), séo
marcadores consolidados no cancer de mama (Ferguson e cols., 2013). Os
receptores de estrdgeno e progesterona sao responsaveis pela proliferacédo do
epitélio normal da mama em resposta a liberacdo hormonal. Quando expressos
no tecido tumoral, geram uma boa resposta ao tratamento adjuvante com a
utilizacdo de tamoxifeno ou farmacos inibidores da aromatase (Millar e
cols.,2011).

O gene HER2 codifica uma proteina transmembranar com atividade
tirosina-quinase. Sua amplificacdo é observada em aproximadamente 20% dos
carcinomas da mama invasivos, estando associado com progndéstico
desfavoravel (Gajria e Chandarlapaty.,2011).

Este marcador atua ainda como fator preditivo. O trastuzumab é um
anticorpo monoclonal, utilizado como opcéo terapéutica para as pacientes que
apresentam amplificacdo da proteina (Nahta e cols.,2006). Em combinacgé&o
com quimioterapia citotoxica, o trastuzumab revolucionou o tratamento e os
resultados clinicos da doenca com a utilizagdo da terapia alvo. Apesar do
sucesso notavel, as taxas de resposta geralmente tem duracdo limitada, em

média, 1 ano (Nahta,2012).
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1.4.2.Perfil imunoistoquimico no cancer de mama

A heterogeneidade tumoral dos carcinomas mamarios € um dos maiores
desafios para o tratamento da doenca. A incapacidade de considerar as
caracteristicas biolégicas destes tumores favorece a limitagdo da classificagéo
morfologica isolada (Sorlie e cols., 2003; Sorlie, 2004). O estudo do perfil
molecular dos carcinomas mamarios gerou um importante avango a partir da
identificacdo dos diferentes perfis de expressao génica, introduzido por Perou e
cols. (Diaz e cols, 2007). Com a utilizagdo da técnica de microarranjo tecidual
(TMA — tissue microarray) os carcinomas mamarios foram subdivididos em
cinco grupos: fendtipo luminal, superexpressdo do HERZ2, basal , normal
breast-like e triplo negativo.

O subtipo molecular luminal ainda é dividido em duas classes: luminal A
e luminal B. O tipo luminal A representa cerca de 60% dos casos de
carcinomas de mama. Apresentam imunoexpressdo para RE/RP, baixo grau
histologico e negatividade para amplificagdo ou superexpressao de HER2. Os
farmacos antiestrogénicos sao as terapias alvo-especificas utilizadas no
tratamento sistémico(Weigel e Dowsett., 2010). Além disso, Goldhirsch e cols.
(2011) associam uma expressao de Ki67 inferior a 14% para o fenétipo luminal
A.

O fendtipo luminal B é caracterizado pela baixa expressdao dos
receptores hormonais e alto indice proliferativo, com ki67 superior a 14%. S&o
considerados tumores de pior prognoéstico quando comparados com o0s
luminais A. (Goldhirsch e cols. 2011)

O fenétipo HER2 possui elevada expressao da oncoproteina HER2 e

negatividade para receptores hormonais. Na maioria dos casos, séo
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caracterizados por alto grau histolégico e pior prognostico (Maambo e Loffe,
2009).

Tumores classificados como triplo-negativos séo caracterizados pela auséncia
de expressdo de RE/RP e de HER2. A falta de um receptor alvo estabelecido
neste grupo reduz as opcgdes terapéuticas e continua a ser um desafio no
tratamento destas pacientes (Irvin e Carey, 2008). Estudo recente sugere a
existéncia de ligacdes entre o fendtipo triplo negativo e a transigao epitelial-
mesenquimal (Yamashita e cols., 2013).

O fendtipo basal apresenta negatividade para os receptores hormonais
e HER2 e expressa marcadores de células basais, como a citoqueratina 5 ou
5/6, 34BE12 e/ou EGFR. Tumores com este perfil sdo de dificii manejo
terapéutico, uma vez que nao respondem ao trastuzumabe e as terapias
hormonais (Irvin and Carey., 2008).

O subtipo normal-like apresenta elevada expressao de genes comuns as
células epiteliais normais da mama, as células adiposas e a outras células do
estroma. Apresenta negatividade para os marcadores tumorais usuais e
possivelmente representa apenas uma contaminagdo com o tecido mamario
normal durante a realizagdo das analises de perfil de expresséo génica (Parker
e cols., 2009., Weigel e cols., 2010).

Cancer Genome Atlas Network (2012) sugeriu uma nova classificagao
para o carcinoma mamario, redividindo a doenca nas seguintes classes:
Luminal A, Luminal B, HER2 amplificado e basal. A descoberta bioldégica de
que os quatro principais subtipos s&o originados pordiferentes subconjuntos de
anormalidades genéticas e epigenéticas, gerou a hipdtese de que a

plasticidade e heterogeneidade ocorre dentro, e néo entre os subtipos.
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Reyal e cols. (2011) analisaram a relagao entre os subtipos moleculares
e a positividade para o linfonodo sentinela em pacientes com carcinoma de
mama em fase inicial. O estudo demonstrou que o subtipo molecular é
determinante para o processo de metastase axilar e a distancia. A interacéo
entre positividade para RE e HER2 foi preditora de positividade para linfonodo

sentinela, quando comparada com expressao de RE isolada.

1.4.3.Vimentina e 34BE12 no cancer de mama

A vimentina é uma proteina de filamento intermediario, com um papel-
chave na transicao epitélio — mesenquimal (EMT) (Lehtinen e cols, 2012). Sua
expressao esta associada a invasividade tumoral e a resisténcia
quimioterapica. As teorias biol6gicas para explicagdo consistem na derivagéo
histogenética de células mioepiteliais e da transicao epitelial-mesenquimal
(EMT), refletindo no estagio final de desdiferenciagdo do tumor de mama
(Korsching e cols., 2005). Embora seja utilizada como marcador de EMT, que
ocorre durante o processo de embriogénese e metastase, as implicacdes
funcionais da expressdo de vimentina ndo estdo claramente elucidadas
(Mendez e cols., 2010).

Yamashita e cols. (2013) analisaram o progndstico de 90 pacientes com
tumor de mama e fendtipo triplo-negativo. O estudo revelou que a elevada
expressao de vimentina contribuiu para um pior prognéstico nessas pacientes.
Vora e cols. (2009) avaliaram o prognostico de pacientes com cancer de
mama através de marcadores imunoistoquimicos, como a vimentina e

citoqueratinas. O estudo mostrou que existe uma associagdo entre
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positividade para HERZ2, estagio avangado e recorréncia da doenca, ou
metastase com a positividade para vimentina.

Ulirsch e cols. (2013) acreditam que a metilagdo da vimentina esta
associada a diminuigdo da sobrevida global, independente da raga, estagio
tumoral, subtipo, status linfonodal ou doenga metastatica, indicando ser um
possivel fator progndstico de carater independente.

A 34BE12 € uma citoqueratina (CK) de alto peso molecular que, na
mama normal, possui afinidade por células basais e mioepitelias da camada
externa. A expressao de CKs basais esta associada a neoplasias com o
fendtipo desfavoravel, de tipo triplo-negativo (TN) (Alshareeda e cols., 2013).

Chen e cols. (2008) avaliaram a expressao de citoqueratinas basais
CK14, CK5 /6 e 34BE12 em pacientes com menos de 35 anos e diagnéstico de
cancer de mama invasivo. O estudo revelou uma associagao inversa entre a
expressao das citoqueratinas CK14 e CK5/6 com a expressao de receptores
hormonais. A positividade para 34BE12 foi correlacionada com maior tamanho

tumoral.

1.4.4.BRCA1 e sua relagdo com o carcinoma de mama

O BRCA1 & um gene multi-funcional, envolvido na regulagdo do DNA,
reparagao de danos e no controle do ciclo celular (Huen e cols, 2010).
Mutacbes herdadas nos genes BRCA1 e BRCA2 sao responsaveis por 5 a
10% dos casos de cancer de mama (Nicoletto e cols, 2001).

Tumores hereditarios e esporadicos relacionados a mutagées no BRCA1
possuem fendtipo mais agressivo, alto grau histolégico, estadiamento

avancado, comprometimento axilar, auséncia de expressdo de receptores
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hormonais, superexpressdo de HER-2, altas taxas de ki67 e expressao de
citoqueratinas basais (Brekelmans e cols., 2007;Atchley e cols., 2008; Rakha
2010; Lagos-Jaramillo 2011).

Alguns autores demonstraram que alteragdes na expressao
imunoistoquimica do BRCA1 podem auxiliar na identificacdo de mutag¢des do
gene. (Vaz 2007; Brakeleer 2007).

Em estudo realizado por Roehe (2012) em pacientes com carcinoma
esporadico da mama, foi observado que a presenca de alteragcdo da
imunoexpressao do BRCA1 (migragdo da expressédo da proteina do nucleo
para o citoplasma, decorrente de mutagdo no gene) é proporcional ao
decréscimo da idade. Pacientes com menos de 35 anos tiveram 20% a mais de
perda de expressao nuclear de BRCA1, em relacdo a mulheres com mais de
55 anos.

Segundo estudo publicado por Lee (2002), que avaliou a diferengca na
biologia tumoral entre pacientes jovens e mais velhas, as pacientes com menos
de 35 anos apresentaram maior tamanho tumoral, alta taxa de proliferacao e
perda de expressao nuclear de BRCA1, quando comparadas as pacientes mais

velhas.

Zhang e cols.(2012) observaram que pacientes com menos de 35 anos
possuiam alteragdo na imunoexpressao do BRCA1, estadiamento avangado e
maior ocorréncia de metastases linfonodais, em relagédo a pacientes com mais

de 60 anos.

1.4.5.Ki67
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Desde a sua descoberta no inicio dos anos 80, ha um interesse no Ki67
como marcador de proliferagao celular em cancer de mama, sendo geralmente
utilizado como complemento para os sistemas de classificagdo que incluem a
contagem mitética (Luporsi e cols., 2011). O Ki67 esta presente em todas as
células em proliferacao, exceto na fase de GO (Cheang e cols.,2009). Segundo
Nishimura e cols. (2010) a expressao do Ki67 pode prever o tempo de
recorréncia da doencga.

O Ki67 tem sido sugerido como um promissor marcador preditivo e
prognéstico no carcinoma de mama no entanto, a grande variabilidade de
pontos de corte pode resultar em diferentes desfechos clinicos (Denkert e cols.,
2013).

A agressividade do cancer de mama pode ser correlacionada com o estado de
proliferagdo das células tumorais, através das analises do grau tumoral e
expresséo do Ki67 (Haroon e cols.,2013)

A expressdo do Ki67 na analise da resposta patolégica completa apods
quimioterapia neoadjuvante, contribui na elucidagao da resposta a droga e seu
efeito sobre o progndéstico (Fasching e cols.,2011). No entanto, estudos
recentes tém indicado que a resposta a quimioterapia neoadjuvante e o
impacto prognoéstico sobre a resposta patolégica completa diferem entre os
subtipos moleculares no carcinoma de mama (Yoshioka e cols.,2013).

Vasseur e cols. (2013) compararam o perfil imunoistoquimico de
pacientes com menos de 35 anos em relagdo a pacientes mais velhas. As
jovens apresentaram expressao média superior de ki67 em relacao as demais
pacientes (30% versus 10%), menor expressdo de receptores hormonais e

maior frequéncia de tumores com fenétipo triplo negativo.
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Delpech e cols. (2012) relataram que a baixa expressao de Ki67 no
tumor primario esta associada a um maior beneficio clinico e maior sobrevida.

Gong e cols. (2013) avaliaram o valor prognostico do Ki67 em pacientes
com carcinoma de mama. A expressao aumentada do marcador foi associada
a tumores de maior grau histolégico, com presenga de metastases nodais e

sistémicas em pacientes com menos de 40 anos.
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2. OBJETIVOS

Geral:

Analisar as caracteristicas clinicopatolégicas e imunoistoquimicas do
carcinoma de mama em mulheres com idade inferior a 35 anos e a partir de 45

anos.

Especificos:

Avaliar o perfil fenotipico do carcinoma de mama nas mulheres com
idade inferior a 35 anos, atendidas no Servico de Mastologia do Hospital
Fémina (HF) no periodo de julho de 2008 a outubro de 2011, em relacdo as
mulheres com idade = 45 anos. Comparar as variaveis abaixo entre os dois
grupos etarios:

a) caracteristicas clinicopatoloégicas do tumor
b) sobrevida global e livre de doenca
d) marcadores tumorais imunoistoquimicos (RE, RP, Her2, 34 BE12, vimentina,

BRCA1, ki67).
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Abstract

Breast cancer is the most common malignant tumors among women. According
to the National Cancer Institute (INCA), Porto Alegrehas the highest incidence
in the country. Recent research showed an increase in the number of cases
diagnosed in women under 35 years. In this age group, according to the
literature, the céncer has more aggressive biological behavior, reflecting an
increase in mortality. Objective: The purpose of this study was to analyze the
clinicopathological and immunohistochemical characteristics of breast cancer,
including overall survival and disease free survival in patients aged less than 35
years compared to women over 45 years. Methods: A prospective study was
conducted with patients the Femina Hospital in July 2008 to October 2011.
Seven patients diagnosed with breast carcinoma and age less than 35 years
and 130 patients aged over 45 years were tested for BRCA1 markers, vimentin
and Ki67 34BE12. Results: Patients aged less than 35 years old had a higher
frequency of clinicopathological parameters of poor prognosis and shorter
overall survival (P = 0.019). The altered BRCA1 expression was associated with
HERZ2 molecular phenotype (P = 0.037). Ki67 positivity was correlated with high
histological grade (P = 0.04) and stage Ill and IV (P = 0.03), triple-negative
phenotype (P <0.001) and lower overall survival (P = 0.029). Conclusion:
Breast cancer presents different biological behavior in young women. The early
age (<35 years) and Ki67 positivity (> 14%) are independent prognostic factors

for overall survival in breast cancer.



31

Introduction

Breast cancer is one of the most prevalent malignancies in women in
Brazil [1]. Most cases of the disease occurs after age 50. The incidence of
breast cancer in women under the age of 35 years ranges 2-5%, according to
the different ethnic groups [2,3]. However, some countries recorded an increase
in the number of cases in young [4].

According to the National Cancer Institute (INCA), Brazil registered an

overall increase in the number of cases of breast cancer in recent decades in all
regions and Porto Alegre city, has the highest incidence rate of cancer [1].
There are few published data on the age distribution of breast cancer in the
country. Three retrospective studies showed an increase in the number of
cases recorded up to 40 years old [5,6,7].
The early age of occurrence of this neoplasm has shown, in some studies, a
factor of poor prognosis. Studies show that in young women, the tumor usually
presents aggressive biological behavior, with higher chances of recurrence and
lower overall survival [8,9]. It was also observed unfavorable clinicopathological
parameters, such as higher tumor grade and size, lymph node metastases,
lower expression of hormone receptors (HR), increased expression of HER2
and presence of phenotype triple-negative/basal [10,11].

However, there are still controversial when describing age as an
independent prognostic factor. Studies showed no significant effect of age on
the assessment of the survival of young patients, even in the presence of

tumors with unfavorable clinicopathological features [12,13,14].
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Anders et al. (2008) [15] observed in young patients only a tendency to lower
survival rates, despite the presence of overexpression of HER2, higher tumor
grade and increased lymph node involvement.

Chen et al. (2008) [16] analyzing breast tumors in patients up to 35 years,
found a higher expression of vimentin and CK 34BE12 in cases where there
were larger tumor size and histological grade, overexpression of HER2 and
basal phenotype. According to Yamashita et al, 2013,[17] the expression of
vimentin revealed a marker of poor prognosis in patients with triple-negative
phenotype (TN).

The immunohistochemical expression (IMQ) of BRCA1 protein in sporadic
breast tumors has been associated with poor prognostic features such as
advanced pathological stage, presence of axillary nodal metastases, higher
tumor grade and size, absence of expression of HR [18,19]. Furthermore,
positivity for this marker has been associated with tumors at an early age, high
levels of expression of Ki67 and CK baseline [7,20].

High expression of Ki67 was associated with breast cancers in young patients,
with higher histological grade, the presence of nodal and systemic metastases,
greater chance of recurrence and lower overall survival [21,22].

The aim of this study was to analyze the biological behavior of breast
cancer in young women. We compared clinicopathologic characteristics, overall
survival and disease-free and expression of immunohistochemical markers

among patients under 35 and over 45 years.

Material and methods
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The study included prospectively 137 patients diagnosed with breast
cancer, from the Hospital Clinic of Mastology Femina - HF (Conceig&o Hospital
Group - GHC), for the period July 2008 to October 2011. The case group
consisted of 7 patients aged less than 35 years. The control group consisted of
130 patients aged over 45 years. All patients agreed to participate in the study,
which was approved by the Ethics Commitee in Research of the Federal
University of Health Sciences of Porto Alegre - UFCSPA (Protocol 1221/10) and

GHC (Protocol 11-037).

Clinicopathological evaluation

The clinicopathological characteristics were obtained from medical
records. The tumor staging was established according to the TNM (American
Joint Committee on Cancer,2003).The analysis of overall survival and disease
free survival was performed using the serial follow-up of patients in the HF,

according to the protocol standardized by the Brazilian Society of Mastology.

Immunohistochemical analysis

Hormonal Receptors (RE, RP) and HER2 immunohistochemical status
were obtained from anotomopathological reports. To another markers the
reactions were performed at the UFCSPA Laboratory of Pathology Research,
as follows described. Briefly, paraffin-embedded specimens were sectioned into
3 pm slices, deparaffinized and and rehydrated. Antigen retrieval was
performed in a water bath (95-98T) for 30 minutes with sodium citrate buffer
(pH 6.0) for citoqueratina 34BE12 (clone 34BE12 1/100 DakoCytomation®),

Ki67 (clone-MIB-1 1/300 DakoCytomation®) and BRCA1 (polyclonal 1/150
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Biogenex®) but not with Vimentin (clone V9, 1/300 DakoCytomation®).
Endogenous peroxidases were blocked with 5% hydrogen peroxide in
methanol. To avoid nonspecific binding sites, the sections were incubated for 30
minutes with 1% bovine serum albumin (BSA, Sigma®) in PBS. Incubation with
primary antibodies was held overnight at 4C. After that, HRP-labeled polymer
conjugated (ADVANCE HRP kit, Dakocytomation) was incubated for 40 minutes
at room temperature. Negative controls were obtained with the same protocol
above described, replacing the primary antibody, by BSA. Diaminobenzidine
(0.06%) was utilized to demonstrate the immunoreactions. The counterstaining
was performed with Harris’ hematoxylin. The positive reactions considered are
shown in Table 1.

Table 1:ldentification of positive tumor markers

Marker Positive
Any cytoplasmatic stain [23].

Vimentin

Sained more than 1% of the neoplastic cytoplasm
34BE12 [24].

Any cytoplasmatic stain and lacking of nuclear stain
[20]. According to these authors, we consider
probable gene mutation if the immunohistochemistry
reaction is negative in nucleous and positive in the
cytoplasm. Cases with nuclear expression of the
BRCA1 protein were considered normal.

Nuclear stain in more than 14% of the neoplastic cells
[23]

BRCA1

Ki67

The molecular classification of the breast cancer cases was performed as

recommended by Goldhirsch e cols.(2011) [25]. Table 2.

Statistical analysis
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Analyses were performed using SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences) version 18.0. Categorical variables were described as
frequencies and percentages. Categorical variables were compared by chi-
square or in case of 2x2 tables, we used the Fisher exact test or chi-square test
with Yates correction. We used analysis of standardized residuals to detect the
categories with more or less often than expected.
To evaluate the overall survival and disease-free survival analysis was used for
survival Kaplan Meier method and compared survival rates between different
categories of variables by the log-rank test.We considered a significance level

of 5%.

Results

The clinicopathological characteristics of sample study are shown in Table
3.The total number of incident cases of breast cancer observed in our study
was 169 cases: 7 (4%) in women younger than 35 years (cases), 32 (19%)
between 35 and 45 years and 130 (77% ) after 45 years (controls). We
excluded patients aged between 35 and 45 vyears. In relation to
clinicopathological characteristics, there were no statistically significant
differences between cases and controls (Table 3).
The mean follow-up of patients was 66.2 months. In the group of cases overall
survival media (OS) was 39.2 months versus 66.8 months in the control group
(P =0.019) (Figure 1). Considering the disease-free survival (DFS), the average
time in the cases and controls, respectively, was 25.8 versus 53.6 months (P =

0.48) (Figure 2).
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Considering the individual analysis of each immunohistochemical
marker, we obtained the following data. High Ki67 positivity was significantly
correlated with tumor grade 3 (P = 0.04), TN phenotype (P <0.001), advanced
tumor stage (3 and 4) (P = 0.03) (Table 4) and lower overall survival (P = 0.029)
(Figure 3). We did not observe statistically significant in relation to other
variables.

The expression of cytokeratin 34BE12 was lower in patients with stage 3
(P = 0.004) (Table 5). There was no relationship between the expression of
34BE12 and overall survival and disease free survival (Figure 4). Table 6 shows
the results of expression of vimentin versus the clinicopathologic characteristics
of the sample. There was a higher protein expression in metastatic patients (P =
0.09), and tumor stage 4 (P = 0.08). The average SLD in patients with vimentin
positive was 22.6 months versus 47 months in patients vimentin negative (P =
0.06) (Figure 5). The ST was 25 months in patients with vimentin positive
versus 49.6 months in patinets with no expression of vimentin (P = 0.17) (Figure
6).

Regarding the BRCA1, immunohistochemical alterations were
significantly more present in patients with molecular phenotype HER2 (P =
0.03). These alterations were also more frequent in patients with histologic
grade 2 and 3 (92.3%) versus grade 1 (7.7%) (P = 0.49) and stage 3 and 4
(85.2%) versus stage 1 and 2 (14.8%) (P = 0.27) (Table 7). No relationship was

found among the marker expression and overall survival (Figure 7).

Discussion
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The purpose of this study was to investigate prospectively the biological
behavior of breast cancer, especially in young patients. There is no established
consensus that defines the "young age" in breast cancer. Han (2010)
recommendeda cutoff for defining breast cancer of early onset before 35 years
of age, when it is observed sharp drop in patients survival time [26].

The incidence of cancer in this age group in our study was 4%. Since the
expected rate of the disease in this group is between 2 and 4%, we found no
increased incidence of cancer in young people. However, we observed
significantly lower overall survival in this group (P = 0.019), demonstrating that
the 35 years years old cutoff point can be considered an independent
prognostic factor in breast cancer. Regarding other clinicopathological
parameters of poor prognosis, we observed in the young higher frequency of
tumor grade 3 (42.9% vs 24.2%), lymph node involvement (57% vs 43%),
advanced stage (28.6% vs. 5.5%), systemic metastases (28.6% vs. 6.6%),
overexpression of HER2 (42.9% vs. 15.7%), Ki67 (57.1% vs. 30.2%), vimentin
(14.3% vs. 5.4%), and BRCA1 (57.1% vs. 27.1%), and minor SLD time (25 vs.
53 months). Although we did not observe statistically significant relationships,
these data could explain the increased aggressiveness of the disease and the
lower survival rates.

Regarding to the molecular phenotypes of breast cancer, we found
divergent data of others studies [27,28], who related phenotype TN / basal with
early age. We had no young patient (even with a sample size limited) with
phenotype TN / basal. The high positivity of RE in our sample: 85.7% in young

and 76.2% in the over 45 years has resulted in the classification of most
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patients between classes Luminal A, Luminal B and Luminal B-HER2. Similar
RE rates were found in studies on breast cancer at an early age [7,29].

Cancello et al (2011) examined the relationship between age, molecular
phenotype and prognosis of breast cancers. The youth group had worse
prognostic markers, including increased risk of recurrence and death. According
to the authors, young patients with phenotypes TN, Luminal B and HER2 had a
worse prognosis compared with older patients with similar disease.

Considering the individual analysis of immunohistochemical markers, we
demonstrated results according with other studies, in relation to the increased
expression of Ki67. We found significant associations among the expression of
Ki67 greater than 14% and high histological grade, advanced stage and
phenotype TN / basal. The marker was still independent predictor of worse
overall survival (P = 0.029).

According Inwald e cols. (2013) the higher the expression of Ki67, the
greater the association with adverse histopathology parameters and with
shorter overall and disease-free survival.

Delpech et al. (2010) emphasize that high expression of Ki67 in the

primary tumor is predictive of metastatic disease (P 0.001). A study
demonstrated that high proliferative activity of Ki67 is associated with high-
grade tumors, with cancer relapse and poor survival [22].

In our study expression of basal CK 34BE12 was higher among patients with
TN phenotype, as reported by Chen et al. (2008) [16].However, we found an
inverse relationship between marker positivity and the presence of metastasis

(P = 0.017). It was similarly observed by Vora et al (2009) [31] whom studied

the expression of CK and vimentin in breast tumors. According to the authors,
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the lower expression of CKs and the higher expression of vimentin, were related
to the acquisition of mesenchymal characteristics, the phenomenon of epithelial
mesenchymal transition. The study suggests that the loss of CK ‘s expression
and the increase in vimentin expression would be associated with aggressive
disease.

Regarding to vimentin, we observed increased expression of it in the

presence of advanced disease (metastases and stage 4). We saw also lower
OS and SLD between vimentin-positive cases. Other authors have
demonstrated the relationship between positivity for this marker and features of
poor prognosis in breast carcinoma [16,17,31].
Analyzing the expression of BRCA1, we found a significant relationship with the
molecular phenotype HER2 (P = 0.037). Besides, cases with higher histological
grade and advanced stage showed immunostaining consistent with the gene
mutation. Previous studies similarly showed a relationship between the
expression of BRCA1 and unfavorable clinicopathological features [7,19,20].

In this study we could see, even with a small sample, that breast cancer
has aggressive biological behavior in women less than 35 years old. Larger
studies are needed to elucidate the role of immunohistochemical markers
34BE12 CK, vimentin and BRCA1 in the pathogenesis and prognosis of the
disease. The early age (<35 years) and Ki67 positivity (> 14%) seems to be

independent prognostic factors for overall survival in breast cancer.
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Table 3. Clinicopathological caracteristics of the sample study

Variable Cases(%) Controls(%) N P
7(4) 130(77)
Histologic Grade 0.38
Grade | 0(0) 17(14.2) 17
Grade I 4(57.1) 74(61.7) 78
Grade Il 3(42.9) 29(24.2) 32
TMN Stage 0.55
I 2(28.6) 28(22.6) 30
Il 3(42.9) 39(31.5) 42
1] 1(14.3) 49(39.5) 50
v 1(14.3) 8(6.5) 9
Immunohistochemistry
RE 6(857)  93(76.2) 99 0.99
RP 5(71.4) 84(68.9) 89 0.99
HER?2 3 (42.9) 19(15.7) 22 0.09
Vimentin 1(14.3) 5(5.4) 6 0.36
34BE12 4(57.1) 57(27.1) 61 0.67
BRCA1 4(57.1) 23(27.1) 27 0.18
Ki67 >14% 4(57.1) 26(30.2) 30 0.20
Ki67<14% 3(42.9) 60 (69.8) 63
Molecular Phenotype 0.35
Luminal A 2(28.6) 41(43.6) 43
Luminal B 2(28.6) 12(12.8) 14
Luminal B HER2 2(28.6) 13(13.6) 15
HER?2 1(14.3) 7(7.4) 8
Triple negative 0(0) 21(22.3) 21
P: statistical significance, Grade LIl lll and IV : Nottingham histological, Stage LI, lll and 1V,

TNM tumoral stage, ER: estrogen receptor, PR: progesterone receptor, HER2:human
epidermal receptor growth factor, Luminal A: luminal A phenotype, Luminal B: luminal B
phenotype, Luminal B HER2 overexpression: Luminal B HER2 ;phenotype,HER2 phenotype:
HER2,Triple — negative: triple — negative phenotype.
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Table 4.Relationship between the expression ofvimentin with stage,
histological grade and metastasis.

Variable Vimentin — n(%) N P
Stage
\Y, 2(28.6) 7 0.08
Histological grade
I 1(7.7) 13 0.89
Il 4(5.8) 69 0.89
1 3(8.1) 37 0.89
Metastasis 2(25.) 8 0.09

Table 5. BRCA1 immunohistochemical alterations rates compared to
tumoral stage, histological grade and molecular phenotype.

Variable n (%B)RCM a N P
Histological grade
I 2(7.7) 11 0.49
Il and Il 24(92.3) 78 0.49
Stage
| and Il 4(14.8) 22 0.27
[l and IV 23(85.2) 69 0.27
Molecular
Phenotype
Luminal A 8(21.6) 37
Luminal B 5(41.7) 12
Luminal B HER2 4(33.3) 12
HER2 3(100) 3 0.37

Triple negative 3(18.8) 16
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Table 6.Relationship among the expression ofvimentin to stage,
histological grade and metastasis.
Variable Vimentin — n(%) N P
Stage
\Y, 2(28.6) 7 0.08
Histological grade
I 1(7.7) 13 0.89
Il 4(5.8) 69 0.89
1] 3(8.1) 37 0.89
Metastasis 2(25.) 8 0.09

Table 7. BRCA1 immunohistochemical alterations and tumoral stage,

histological grade and molecular phenotype.

Variable BRCA1 —n(%) P
Histological grade
I 2(7.7) 11 0.49
Il and Il 24(92.3) 78 0.49
Stage
I and Il 4(14.8) 22 0.27
Il and IV 23(85.2) 69 0.27
Molecular
Phenotype
Luminal A 8(21.6) 37
Luminal B 5(41.7) 12
Luminal B HER2 4(33.3) 12
HER?2 3(100) 3 0.037
16

Triple negative

3(18.8)




Figure 1: Global survival in cases and controls
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Figure 3: Ki67 expression and overall survival

el ) VBT
: . .. .. P=0D,02g s 1a%e
=i | i R i "= 149
i .
=y SR I ——

o2 T
— o,5—
s
E o,a4—
=)
(7]
—
—
[4+] o,2—
Lo
(]
>
o 0.0

T T T T T
o 10 za 30 40 s0 &0

Analysis time (months)

Figure 4:34BE12 expression and overall survival
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Figure 5: Vimentin expression and disease-free survival
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Figure 7: BRCA1 expression alterationsand overall survival
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4. ANEXOS
4.1.Protocolo de coleta de dados
Dados de prontuario coletados:

Nome da paciente:

Idade: ( )até35anos ( )de36a40anos ( )50 anos ou mais

Estadiamento TNM:

Ano do diagnéstico

Exame anatomopatologico

Nome da paciente:

Grau histolégico de Nottingham: ( )1 ( )2 ( )3
Exame imunoistoquimico

Nome da paciente:

-Receptor de estrogénio: ( ) menos de 10% de nucleos neoplasicos corados
( )mais de 10% de nucleos neoplasicos corados

-Receptor de progesterona: () menos de 10% de nucleos neoplasicos
corados ( )mais de 10% de nucleos neoplasicos corados

-HER2: ( )negativo:1+ ou 2+ ( )positivo: 3+

-Vimentina: ( )negativo ( )positivo

-34BE12: ( ) negativo ( )positivo

-BRCA1: ( )mais de 10% de nucleos neoplasicos corados ( )menos de 10%
de nucleos neoplasicos corados ou negativo  ( )presenca de dot

citoplasmatico, auséncia de marcacao nuclear
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4.2. Estadiamento patolégico

O estadiamento patolégico do carcinoma de mama utilizado foi o TNM,
segundo a AJCC 2010, organizado da seguinte maneira:

Tx: tumor primario ndo pode ser avaliado

T0: sem evidéncia de tumor primario

Tis: carcinoma in situ (inclui carcinoma ductal in situ, carcinoma lobular in
situ e doenga de Paget do mamilo sem tumor)

T1 mic: microinvasao de 0,17cm ou menos em sua maior dimensao

T1: tumor com até 2 cm na sua maior dimensao

T1a: tumor medindo entre 0,2 e 0,5 cm na sua maior dimensao

T1b: tumor medindo entre 0,6 e 1 cm na sua maior dimensao

T1c: tumor medindo entre 1,1cm e 2,0 cm na sua maior dimensao

T2: tumor medindo entre 2,1 e 5,0 cm na sua maior dimensao

T3: tumor medindo mais de 5,0 cm na sua maior dimensao

T4: tumor de qualquer tamanho com extensao direta para a parede toracica
(T4a) ou para a pele (T4b)

T4c: presenca de T4a e T4b

T4d: carcinoma inflamatério

pNx: linfonodos regionais ndo podem ser avaliados (removidos previamente
ou nao para estudo anatomopatolégico)

pNO: auséncia de metastases em linfonodos regionais, sem exames
adicionais como imunoistoquimica para deteccéo de células tumorais isoladas

pNO(i-): auséncia de metastases em linfonodos regionais em exame

anatomopatolégico, com imunoistoquimica negativa
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pNO(i+): auséncia de metastases em linfonodos regionais em exame
anatomopatolégico, com imunoistoquimica positiva, sem agrupamentos
maiores do que 0,2 mm

pNO(mol-): auséncia de metastases em linfonodos regionais em exame
anatomopatolégico, com PCR real time negativo

pNO(mol+): auséncia de metastases em linfonodos regionais em exame
anatomopatolégico, com PCR real time positivo

pN1: metastases para um a trés linfonodos axilares e/ou mamarios internos,
com doenca microscopica, ndo detectavel clinicamente

pN1mi: micrometastase em linfonodo (maior que 0,2mm e menor ou igual a
2 mm)

pN1a: metastases para um a trés linfonodos axilares

pN1b: metastases para linfonodos mamarios internos, detectada por
disseccgédo de linfonodo sentinela, mas nao detectavel clinicamente

pN1c: metastases para um a trés linfonodos axilares e para linfonodos
mamarios internos, com doenga microscopica detectada por disseccdo de
linfonodo sentinela, mas n&o detectavel clinicamente

pN2: metastases para um a quatro linfonodos axilares ou metastases
clinicamente aparentes para linfonodos mamarios internos, na auséncia de
metastases axilares

pN2a: metastases para quatro a nove linfonodos axilares (no minimo um
deposito tumoral maior do que 2mm)

pN2b: metastases clinicamente aparentes para linfonodos mamarios

internos, na auséncia de metastases axilares
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pN3: metastases para 10 ou mais linfonodos axilares ou para linfonodos
supraclaviculares ou metastases clinicamente aparentes

pN3a: metastases para 10 ou mais linfonodos axilares (no minimo um
depdsito tumoral maior do que 2 mm) ou para linfonodos axilares

pN3b: metastases clinicamente aparentes para linfonodos mamarios
internos ipsilaterais na presenca de um ou mais linfonodos axilares positivos;
ou mais de trés linfonodos axilares positivos com metastases em linfonodos
mamarios internos detectados por dissecc¢ao de linfonodo sentinela, mas nao
detectaveis clinicamente

pN3c: metastases para linfonodos supraclaviculares ipsilaterais

Mx: metastases a distadncia ndo podem ser avaliadas

MO: auséncia de metastases a distancia

M1: metastases a distancia

4.3.Graduacao histolégica

Todos o0s carcinomas de mama foram graduados segundo a
classificacdo combinada de Nottingham (modificacdo de Elston-Ellis) ou
sistema de graduacado de Bloom-Richardson. O grau do tumor foi determinado
através da avaliagcado das seguintes caracteristicas morfoldgicas: capacidade de
formacdes tubulares apresentadas pelo tumor, indice mitético e grau de
pleomorfismo citoldégico, atribuindo-se o valor de 1 (favoravel) a 3
(desfavoravel) para cada item, ao final somando-se os escores. Um escore
combinado de 3 a 5 pontos foi designado grau 1; de 6 a 7 pontos é designado

grau 2 e de 8 a 9 pontos, grau 3.
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4.4. Procedimentos Imunoistoquimicos

Para realizagdo dos estudos IMQs foi utilizado o tecido tumoral fixado em
formalina e incluido em parafina. Os blocos foram seccionados na espessura de
3um, desparafinados e reidratados para a realizagcdo da técnica. Foi utilizado o
método ADVANCE ™ HPR, da DAKO para deteccdo das proteinas: vimentina, E-
cadherina, Citoqueratina 34BE12, Ki-67 e BRCA1. Para vimentina nao foi
realizado recuperacao antigénica. Para E-cadherina, Citoqueratina 34BE12 e Ki-67
a recuperacgao antigénica foi realizada com citrato de sodio (pH 6,0) aquecido em
banho-maria, (95-98C) por 30 min, e para BRCA1 a recuperagédo antigénica foi
realizada em Tris-EDTA (pH 9,0) aquecido em banho-maria, (95-98<C) por 30min.
A atividade da peroxidase endogena foi bloqueada, utilizando-se dois banhos de
10 min em perdxido de hidrogénio (H,O) 30V, a 5%, em metanol. O bloqueio das
proteinas inespecificas foi realizado com BSA (Albumina de soro bovino) 1% por 1
hora. A incubagdo com os anticorpos primarios realizou-se durante a noite, a
temperatura de 4TC. A incubagao com anticorpo secun dario e anticorpo terciario foi
realizada durante 40min a temperatura ambiente. Para controle negativo da
técnica, foram utilizados os mesmos tecidos, incubados com o0s mesmos
anticorpos, exceto o primario, que foi substituido por BSA 1%. A ligagéo antigeno-
anticorpo foi visualizada com o cromégeno DAB (diaminobenzidina). A contra
coloracao foi feita com hematoxilina de Harris; as laminas foram desidratadas e

montadas com resina sintética.
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Anticorpo (clone) Diluicao Fabricante Controle positivo
Vimentina 1/400 DakoCytomation® Tonsila palatina
Citoqueratina(34BE12) 1/200 DakoCytomation® Tonsila palatina
Ki67 1/100 DakoCytomation® Tonsila palatina

BRCA1 (policlonal) 1/100

Biogenex

Mama




56

4.5.Pareceres dos comités de ética

Fone 3357 4 Fone: 3314.521
CNPJ. 92 787 126/0001-76 CNPJ: 92.693.13410001-53

el .
/ CONCEIGAOSA.  HOSPITAL DA CRIANGA CONCEIGAD ~ HOSPITAL CRISTOREDENTOR SA.  HOSPITAL FEMINAS.A. O
536 (Unidade Podiztrica do Hospital Nossa  Rua Domingos Rubha, 20 Rua Mostardeiro. 17 p 4
legro - RS Sanhara da Conceigio S A. CEP 91040-000 - Prrto Alagra - RS CEP 51430-001 - Porto Aleare - RS
G ¥ oA, Fone: 21
— 20

Vinculados ao Ministério da Saude - Decreto n® 99.244/30

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/GHC

O Comité de é;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 reunigo extraordinaria realizada em 27 de abril de 2011, reavaliou o seguinte

projeto de pesquisa:
Projeto: 11-037 Versdo 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 epidemioldgico, de caracteristicas clinicopatolégicas e
moleculares e fatores de risco.

Documentagéo: Aprovados
Aspectos Metodolégicos: Aprovados
Aspectos Eticos: Aprovados

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

Consideracdes Finais: Toda e qualquer alteragdo do projeto, devera ser comunicada imediatamente ao
CEP/GHC. Lembramos do compromisso de encaminhar dentro dos prazos estipulados, o(s) relatdrio(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.

Coordenador-geral do CEP/GHC



COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAD DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
UFCSPA

O Comité de Etica em Pesguisa da UFCSPA, regisfrado na Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa
{CONEP) sob o n® 076/05 em 23/07/04, 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 CERUTTI

CLAUDIO OSMAR PEREIRA ALEXANDRE

Titulo: CA}\!C&R DE MAMA: ESTUDO EPIDEMIOLOGICO, DE CARACTERISITCAS
CLINICO-PATOLOGICAS E MOLECULARES £ FATORES DE RISCO,

Esse projeto foi aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos conforme as Resolugdes 196/08 e
gemais Resolugtes complementares. Toda e qualguer alteragho do projets, assim como eventos adversos
graves, deverio ser comunicados a este CEP. Os TCLE, guando necessarios, somente poder&o ser
utilizados apos prévia e explicita aprovago (carimbo) de sua redagéo por este CEP".

Porto Alegre, 28 de outubro de 5@

“ontdsnador do CEPUFCSPA
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