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Resumo

Introducgdo: o carcinoma invasivo de mama HER2-positivo ocorre entre 15 a
20% entre os carcinomas de mama e as ferramentas laboratoriais mais utilizadas
para seu diagnostico e classificacdo para o tratamento com anti-HER2 séo a
imuno-histoquimica (IHQ) e hibridizacdo in situ. Porém, pode ocorrer falha neste
tratamento, através de mecanismos associados a rota mTOR, pelos quais 0s
genes PTEN e PIK3CA estao envolvidos. Com isso, o conhecimento sobre os
niveis de expressao destes genes, pode contribuir para uma melhor estratifica-
céo e tratamento personalizado destes pacientes. Objetivos: avaliar a expres-
sdo de PIK3CA e PTEN por IHQ em carcinomas de mama HER2 positivos e
correlacionando os resultados com parametros clinico-patolégicos. Materiais e
Métodos: foram estudadas, retrospectivamente, 50 amostras (bidpsias virgens
de tratamento) de pacientes com diagndstico de carcinoma de mama HER2-po-
sitivo. As amostras foram submetidas a IHQ para PTEN (Abcam-ab31392) e
PIK3CA (Abcam-ab152155), em plataforma automatizada. A analise dos resul-
tados foi realizada por dois observadores independentes, de modo semiquanti-
tativo, sendo avaliadas percentagem de células positivas (0 a 100%) e intensi-
dade de marcacao (0 a 3), com posterior criacdo de um escore (0-300 pontos).
Os dados foram submetidos a analise estatistica, sendo considerados estatisti-
camente significativos valores de p< a 0,05. Resultados: A expressao imuno-
histoquimica do anticorpo PIK3CA foi positiva em 86% das amostras. A perda de
expressdo de PTEN foi observada em 46% dos casos. A expressao dos marca-
dores ndo apresentou correlacdo significativa entre si e nem com os parametros
clinico-patoldgicos estudados: grau tumoral, estadiamento, RE, RP, Ki67, reci-
diva. A expressao positiva de PIK3CA esteve associada com diminui¢cdo da mor-
talidade na amostra estudada (P= 0.016) e maior tempo de sobrevida das paci-
entes (p=0.001). O marcador PTEN ndo mostrou efeito significativo na analise
de sobrevida. Conclusdes: A expressao de PIK3CA mostrou efeito protetor em
relacdo ao tempo de sobrevida das pacientes com Cancer de Mama HER-posi-

tivo.

Palavras-chave: cancer de mama, imuno-histoquimica, HER2, PIK3CA, PTEN



Abstract

Introduction: Invasive HER2-positive breast carcinoma occurs between 15 and
20% among breast carcinomas and the most widely used laboratory tools for its
diagnosis and classification for anti-HER2 immunotherapy are immunohisto-
chemistry (IHC) and in situ hybridization. However, failures in this treatment may
occur through mechanisms associated with the mTOR route by which the PTEN
and PIK3CA genes are involved. Thus, knowledge about the expression levels of
these genes can contribute to better stratification and personalized treatment of
these patients. Objectives: To evaluate the expression of PIK3CA and PTEN by
IHQ in HER2 positive breast carcinomas, correlating the results with clinical and
pathological parameters. Materials and Methods: Fifty samples (virgin treat-
ment biopsies) from patients diagnosed with HER2-positive breast carcinoma
were retrospectively studied. The samples were submitted to IHC for PTEN
(Abcam-ab31392) and PIK3CA (Abcam-ab152155) in automated platform. The
analysis of the results was performed by two independent observers, semi-quan-
titatively, and the percentage of positive cells (0 to 100%) and the intensity of
labeling (0 to 3) were evaluated, with subsequent creation of a score (0-300
points). Data were subjected to statistical analysis, and p values less than 0.05
were considered statistically significant. Results: The immunohistochemical ex-
pression of the PIK3CA antibody was positive in 86% of the samples. Loss of
PTEN expression was seen in 46% of cases. The expression of the markers did
not show any significant correlation between each other nor with the studied clini-
copathological parameters: tumor grade, staging, ER, RP, Ki67, recurrence. The
positive expression of PIK3CA was associated with decreased mortality in the
studied sample (P=0.016) and longer survival time of the patients (p=0.001). The
PTEN marker did not show a significant effect on survival analysis. Conclusions:
PIK3CA expression showed a protective effect in relation to the survival time of
patients with HER-positive Breast Cancer.

Keywords: breast cancer, immunohistochemistry, HER2, PIK3CA, PTEN
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 O Cancer de Mama

O cancer de mama € o tipo de cancer com maior prevaléncia sobre as
mulheres no mundo, com indice de 24,2% do total de casos e aproximadamente
2,1 milh&do de casos novos em 2018 (IARC). No Brasil, a ultima estimativa é de
59.700 novos casos em 2018 (INCA). O Sistema Unico de Satde (SUS) enfrenta
desafios em relagéo a garantir de maneira uniforme o acesso ao diagnostico pre-
coce do carcinoma de mama (CM) e as terapias modernas como a terapia alvo
para CM HER2 positivos (CECILIO et al., 2015).

Fatores como diversidades econdmicas, sociais, geograficas, associados
ao atraso no diagnéstico e acesso as terapias, podem justificar a alta taxa de
mortalidade pela doenca no Brasil, que chega a 16.927 em 2017 (LEE et al.,
2012; INCA).

Além dos fatores citados, os perfis biol6gicos destes tumores possuem
diferengas especificas que também influenciam o indice de mortalidade. Isso se
deve ao fato de o CM ser uma doenca heterogénea, de alta complexidade mole-
cular e diversidade biolégica com variabilidade nos padrdes de expressao génica
associados com o comportamento biolégico da doenca (DE BARROS e LEITE,
2015).

Desde 2010, é utilizada uma padronizacdo de marcadores imuno-histo-
quimicos para classificacao fenotipica do CM que auxilia na definicao terapéutica
e prognostica do CM. Séo eles: Receptores Hormonais de Estrogeno (RE) e de
Progesterona (RP), HER2 e Ki67. Este modelo de classificacdo é derivado do
estudo de analise de expressdo génica por microarranjos de DNA de Perou et
al. (2010) e Goldhirsch et al. (2011), que contribuiu para a identificacdo de dis-
tintos subtipos moleculares de CM: Basal-like, HER2 +, Luminal A e Luminal B.

No brasil, o custo para o uso rotineiro de técnicas moleculares na pratica
clinica € muito elevado, com isso a utilizagdo de técnicas de IHQ se tornou uma
ferramenta util e de custo mais acessivel para subclassificagdo desses tumores
(MALHOTRA et al., 2010, VIALE, 2012). Os subtipos de cancer de mama, se-
gundo a expressao dos marcadores de imuno-histoquimicas podem ser obser-

vados no Quadro 1.
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Quadro 1. Classificagéo dos subtipos de CM.

Subtipo Intrinseco

Acordo de classificagdo IHC (Goldhirsch A., et al.
2011)

Luminal A “Luminal A"
RE e ou RP positivo
HER2 negativo
Ki67 <14%
Luminal B "Luminal B (HER2 negativo)"

RE e/ou RP positivo

HER2 negativo

Ki67 214%

73% a 100%

“Luminal B (HERZ2 positivo)"
RE e / ou RP positivo
Qualquer Ki67

HER2 sobre expresso ou

Amplificado

HER2-positivo

'HER2 positivo (ndo luminal)'
HER2 sobre expresso ou
amplificado

RE e RP ausentes

Basal-like

"Triplo negativo"
RE e RP ausentes

HER2 negativo

Fonte: adaptado de Guiu et al. (2012).

O subtipo de CM Luminal A tem origem em células epiteliais diferenciadas

dos lumens ducto-lobulares, é positivo para receptores hormonais RP e RE, po-

rém negativo para HER2, possui baixos niveis de expresséo de Ki67 (inferior a
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14%) e tem incidéncia de aproximadamente 30 a 40% dos CM. S&o de baixo
grau, tendem a crescer lentamente e tém o melhor prognéstico.

O subtipo luminal B, também se originam em células epiteliais, é positivo
para receptores hormonais RE e RP, porém positivo ou negativo para HER2 com
altos niveis de Ki67 (acima de 14%). Possui crescimento mais acelerado e prog-
nostico pouco pior que o subtipo Luminal A com incidéncia de aproximadamente
20 a 30% dos CM. (Breastcancer.org, 2019; DE BARROS e LEITE, 2015).

Os quimioterapicos atualmente utilizados nos protocolos de tratamento de
subtipos luminais sdo: Adriamicina, Ciclofosfamida, Paclitaxel, Docetaxel, Fil-
grastim e terapia neoadjuvante hormonal, em pacientes p0s menopausa, com
Tamoxifeno e, pacientes com HER2 positivo € adicionado terapia neoadjuvante
com Pertuzumabe e Transtuzumabe (SBO, 2017).

O subtipo triplo-negativo ou basal-like, com origem em células mioepiteli-
ais, é negativo para receptores hormonais RE e RP e negativo para HER2. Este
tipo de cancer esta intimamente associado com mutacdo no gene BRCAL, alto
indice de formac@o de metastase. Geralmente ocorre em idade mais jovem e
apresenta maior taxa de metastases viscerais do que 0s outros subtipos. Tem
incidéncia de 15 a 20% dos CM. O tratamento ocorre com guimioterapia com
mesmos quimioterapicos ja citados, porém existe a associacao de radioterapia,
tendo em vista que este subtipo ndo expressa receptores especificos para trata-
mento, 0 que torna um mau prognostico (Breastcancer.org, 2019; SBO, 2017;
DE BARROS e LEITE, 2015).

O subtipo HERZ2 positivo € negativo para receptores hormonais RE e RP
e positivo para HER2. Possui mau progndstico para o paciente, pois tende a
crescer mais rapidamente que os canceres luminais com incidéncia de 15 a 20%
dos CM. O tratamento atualmente utilizado é associacdo dos quimioterapicos ja
citados, associados ao Pertuzumabe e Trastuzumabe, anticorpos monoclonais
especificos e os quimicos Neratinib e Ado-Trastuzumabe Emtansina (ATE)
(Breastcancer.org, 2019; SBO, 2017; DE BARROS e LEITE, 2015).

1.2 O Gene HER2

O gene HER2, é um oncogene, também conhecido como ERBB2,

HER2/neu codifica um receptor transmembrana com atividade de tirosina-cinase
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da familia ERBB (ErbB1-Egfr, ErbB2 ErbB3 e ErbB4). O potencial oncogénico
destes genes se deve a sua superexpressao que proporciona um aumento na
proliferacéo e modificacdo do perfil molecular das células tumorais (SLAMON et
al., 1987 e 1989; LEREBOURS e LIDEREAU, 2002; DAWOOQOD et al., 2010).

A amplificacdo ou superexpressdo de HER2 esta associada a um mau
prognoéstico sendo um fator preditor de resposta as terapias com anticorpos hu-
manizados dirigidos contra o gene HER2 (ROSS e FLECHTER, 1998).

A técnica mais utilizada para avaliar a expressao da proteina HER2 é a
IHQ. Outra metodologia empregada, quando a IHQ tem resultado intermediario
(2+), € a hibridizacéo in situ por fluorescéncia (FISH) que avalia a amplificacédo
do gene HER2(Figura 1) (SAUDADE e FONSECA., 2005).

Figura 1. Fluxograma de testes moleculares para diagnostico de cancer de

Amostra de tumor

mama HER?2 positivo.

4

Inconclusiva
(IHQ 2+)

IHQ 0/1+

N N
Responder como Enviar para Responder como Positivo;
Negativo FISH Elegivel para Herceptin

Pasitivo

y
Responder como Positivo;

Elegivel para Herceptin :

Fonte: adaptado de Saudade e Fonseca (2005).
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O Brasil tem avancado no que diz respeito aos procedimentos cirirgicos
mais conservadores, quando somente parte da mama é removida, e na busca
da individualizacéo do tratamento, tratando cada paciente e tumor de acordo com
seu perfil molecular, dentre estes tratamentos est4 a terapia-alvo anti-HER2 que
€ um tratamento de terapia alvo (Figura 2) (INCA, 2016).

Figura 2. Terapia alvo anti-HER?2.

Trastuzumab

HER2 /(/

b RS EAS AR AR

Hyperactivation
% @é /‘\’X ®

PI3K/Akt

Trastuzumab
sensitive

Fonte: adaptado de Muthuswamy (2011).

Na Figura 2 demonstra a ligacdo de anticorpo monoclonal especifico ao
epitopo da proteina HER2 na superficie da célula, causando a inibicdo de
PI3K/Akt, consecutivamente bloqueando a rota mTOR através da inibicdo dos
sinais de crescimento e proliferagdo celular (MUTHUSWAMY, 2011).

Para esta terapia alvo € utilizado o quimioterapico Trastuzumabe, dispo-
nivel comercialmente no Brasil na concentracdo de 440 mg. Seu uso esta bem
estabelecido e a posologia recomendada se baseia em uma dose por kg de peso
corporeo, ajustada por paciente (CONITEC, 2012).

O Trastuzumabe foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA)
em 1998 e pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 1999, o

que possibilitou o uso deste quimioterapico chegando numa reducgéo de 33% (P
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= 0.015) a 35% (p < 0.00001) no risco de morte de pacientes com CM HER2
positivo (GUARNERI et al., 2010; PEREZ et al., 2007; ROMOND, et al., 2005).

Porém, vem sendo observado em alguns casos, tanto em doenca inicial,
quanto em doenca avancada, resisténcia primaria e secundaria a terapia anti-
HERZ2. Muitos mecanismos foram descritos como possiveis determinantes dessa
falha terapéutica como o bloqueio incompleto do receptor HER2 que ativa me-
canismos compensatorios dentro da familia HER, a ativacéo de tirosinasinases
receptoras alternativas, ou outros receptores de membrana como o fator de cres-
cimento 1 tipo insulina (IGF-1R), hiperativacdo da via PI3K/AKT/mTOR, por ni-
veis reduzidos de genes supressores do tumor (PTEN), ou pela ativacao de mu-
tacbes no PIK3CA (PERNAS E TOLANEY, 2019).

Além disso, novas estratégias anti-HER2 estdo sendo desenvolvidas
como a associacdo de terapia com outros quimioterapicos: docetaxel, paclitaxel,
vinorelbina, cisplatina, antraciclina, 5-fluorouracil, epirrubicina, ciclofosfamida,
etc... (PERNAS E TOLANEY, 2019; GUARNERI et al., 2010).

A resisténcia ao Trastuzumabe é um obstaculo importante no manejo cli-
nico do paciente e ainda ndo ha biomarcadores conclusivos e nem tratamento
substitutivo do Trastuzumabe. (VU e CLARET, 2012).

Assim, & necessario o entendimento dos mecanismos de desenvolvi-
mento da resisténcia a este farmaco e desenvolvimento de novos biomarcadores
envolvidos na iniciacdo e progressao do CM HER2-positivo.

Neste contexto, surgiram dois potenciais biomarcadores para avaliacdo: os ge-
nes PTEN e PIK3CA (PARK e DAVIDSON, 2007; CGAN, 2012). O quadro 2

mostra a frequéncia de alteracdes nesses genes no CM.

Quadro 2. AlteracBes genéticas mais observadas em CM

Alteracdes genéticas Luminal A Luminal B Basal-like | HER2
Mutacdo PIK3CA 49% 32% 7% 42%
Mutacé&o/perda PTEN 13% 24% 35% 19%

Fonte: adaptado de CGAN (2012).
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Além disso, alguns estudos acreditam que mutacdes, perda ou expressao
reduzida de PTEN resultam em hiperativacéo da via PI3K causando a resisténcia
Trastuzumabe, como demonstra LIN (2012) que identificou a perda ou reducéo
da expressao de PTEN em 19,2% dos 104 casos estudados. O grupo de tumores
sem perda de expressao de PTEN apresentou maior atividade proliferativa. Mu-
tacdo em PIK3CA também pode estar contribuindo para esta resisténcia. Bai et
al. (2014) identificaram mutacfes em PIK3CA em 35.2% dos 105 tumores de
mama por eles pesquisados, a maior parte das mutacdes foi nos éxons hotspots
9 (42%) e 20 (55.3%) (BERNS et al., 2007; SAAL et al., 2005; PARK e DAVID-
SON, 2007).

1.3 O Gene PTEN

Acredita-se que o PTEN € um gene supressor tumoral. Em CM possivel-

mente sua perda de funcado esta relacionada com a superexpressédo de HER2,
promovendo pior resposta terapéutica a terapia alvo anti-HER2. Pois, observa-
se que niveis baixos do produto do gene PTEN resultam em alta fosforilacao de
PISK/AKT bloqueando o efeito antiproliferativo do Trastuzumabe (NAGATA et
al., 2004). Por este fato conhecer a expressdo de PTEN é um parametro impor-
tante do ponto de vista clinico em tumores com amplificagdo de HER2 (NAGATA
et al., 2004; KENIRY e PARSONS, 2008; LEITAO, 2012).
Lin (2014) avaliou a frequéncia da expressao IHQ de PTEN em carcinomas de
mama positivos para HER2, observando reducédo da expressao dessa proteina
em 19,2% dos tumores avaliados. No estudo de Jensen et al. (2012), também
houve diminuigcdo da expressdo de PTEN na IHQ em 24% dos tumores avalia-
dos.

Em estudo de 100 pacientes com CM metastatico HER2-positivo foi ob-
servado a perda de PTEN em 43% dos pacientes. Esses resultados foram as-
sociados a pior resposta ao tratamento com Trastuzumabe e menor sobrevida
livre de progressao, mas nao foi observado interferéncia na sobrevida global (TE-
KESIN, 2019).
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1.4. O Gene PIK3CA

A fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) é uma enzima ativada por receptores
de tirosina cinase que, quando sofrem fosforilacéo, levam a ativacéo de diversas
vias de sinalizagao, implicando em proliferagao e sobrevivéncia celular (ORCY
et al, 2008).

Sabe-se que a via de sinalizacdo fosfatidilinositol-3-quinase/serina-treo-
nina quinase (PIK3/AKT) esta frequentemente ativada em canceres mamarios.
Acredita-se que essa ativacao pode ocorrer por mutagao de PI3K ou por inativa-
c&o de um dos genes supressores da via PIBK/AKT, como o gene PTEN (PEREZ
et al., 2007).

Isso se observa na Figura 3 que demonstra o receptor HER2 sinalizando
a ativacao de PI3K aumentando de produtos da fosforilagcdo 3-cinase, Fosfatidi-
linositol 4,5-bifosfato (PIP2) e trifosfato de fosfatidilinositol (3,4,5) (PP3), regu-
lada por PTEN que fornece ativacdo de Pyruvate Dehydrogenase Kinase 1
(PDK1), AKT e mTOR levando ao aumento da proliferagéo celular, aumento da
sobrevivéncia e crescimento celular.

Essas alteracdes tornam o gene PIK3 um alvo em potencial para o estudo
e desenvolvimento de agentes farmacologicos. Estudos em animais ja estdo em
desenvolvimento para a avaliacdo da eficacia de agentes terapéuticos dirigidos
contra varios componentes da via de sinalizacdo de PI3K (DILLON et al., 2007).
Figura 3. Esquema da via PI3K/AKT/mTOR e PTEN.

@ @ Fatores de crescimento

PIP2 PIP3
PaP P
-/ G
@ S— !
Receptor I
Tirosina quinase

ARg —

!

Sintese proteicalcrescimento celular 4\ .
v

Progressao ciclo celulariproliferagao — @

Diminuigéo da apoptoselsobrevivéncia 1-/

Fonte: Adaptado de Phin et al. (2013).
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As mutacbes em PIK3CA, subunidade catalitica alfa de PI3K, séo identi-
ficadas por alguns estudos, pela técnica de PCR e sequenciamento, variaram
entre 21 e 37% nos carcinomas mamarios. Em estudo com 342 amostras de CM,
26% das amostras apresentaram expressao da proteina PIK3CA com frequéncia
igual em todos os estagios do cancer de mama (I ao V) indicando que as muta-
cOes sdo um evento precoce no desenvolvimento do CM. Houve associacao sig-
nificativa (P < 0.05) entre a perda da expressdo de PTEN e a superexpressao de
HER2, RE e RP, e metastase linfonodal (BACHMAN et al., 2004; SAAL et al.,
2005; CIZKOVA et al., 2012).

No estudo de Pérez et al. (2007), a presenca de mutacdes em PIK3CA foi
associada com diminuicdo de PTEN em 37% dos tumores avaliados. Bai et al.
(2014) identificaram mutagdes em PIK3CA em 35.2% dos 105 tumores de mama
por eles pesquisados. Também demonstraram que as mutacdes em PIK3CA
conferiam resisténcia ao Trastuzumabe em cultura de células (BERNS et al.,
2007).

Assim, vemos que mutacdes resultantes da superexpressao de PIK3CA
e perda ou supressao de PTEN possivelmente implicam na desregulacao da fos-
fatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP 3), ponto critico de partida para a carcinogé-
nese do CM, proporcionando a perda da homeostase da via PIK3/AKT. Isso se
solidifica ao observar a correlacdo da mutacédo em PIK3CA com os tumores ER
e PR positivos e a perda de PTEN com os tumores ER e PR negativos (SAAL et
al., 2005).

Dessa forma, admitimos que o estudo dos possiveis biomarcadores
PIK3CA e PTEN possa contribuir para o conhecimento da evolucédo biolégica do
CM e para melhor estratificacéo das pacientes para as terapias antitumorais exis-

tentes.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a expressédo de PIK3CA e PTEN por imuno-histoquimica em Cancer de
Mama HER?2 positivo.

3.2 Objetivos especificos

a) Verificar através de consulta aos prontuarios dos pacientes, 0s seguintes da-
dos clinico-patolégicos: idade, grau, estadiamento, marcadores (RE, RP, Ki67),
recidiva, 6bito, sobrevida global;

b) Verificar se existe associacao entre as expressoes de PTEN e PIK3CA;

c) Verificar se existe associacao entre as expressoes de PIK3CA e PTEN e os

dados clinico-patolégicos estudados.
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ABSTRACT

Objective: The objective of this study was to investigate the expression of genes
PIK3CA and PTEN in breast carcinoma (CM) HER2-positive and verify their as-
sociations with clinical and pathological variables. Methods: Formalin-Fixed Par-
affin-Embedded (FFPE) biopsies from 50 patients with HER2-positive CM were
analyzed using the immunohistochemistry (IHQ) technique for these two mark-
ers. Medical records were consulted for collection of clinical-pathological infor-
mation, including overall survival. The immunohistochemical markers were ana-
lyzed semi-quantitatively by two blinded independent researchers. The relation-
ship between the variables were evaluated using the Chi-square test and Kaplan-
Meier curve. Results: The IHQ expression level of PIK3CA was 86%. The loss
of PTEN expression was observed in 46% of the cases. The expression of the
markers showed no significant correlation with each other or with the clinical and
pathological parameters studied: tumor grade, staging, RE, RP, Ki67 and recur-
rence. The higher expression of PIK3CA was associated with lower number of
deaths (P=0.016) and longer survival time of patients (p=0.001). The PTEN
marker showed no significant effect on survival analysis. Conclusions: The
PIK3CA expression showed a protective effect in relation to the survival time of

patients with HER-positive CM.

Keywords: breast cancer, immunohistochemistry, HER2, PIK3CA, PTEN
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INTRODUCTION

Breast Cancer is the most common type of cancer among women in Brazil with
an estimated rate of 59,700 new cases in 2018

Tumors of HER2-positive subtype, generally negative for estrogen and proges-
terone hormone receptors (RE and RP) occurs in 15 to 20% of the CM, conferring
poor prognosis to patients?3.

These tumors are designated for target therapy with the drug Trastuzumab. How-
ever, the therapeutic response is not effective due to mechanisms involving re-
sistance. There are some hypotheses about the mechanisms of therapeutic fail-
ure and studies about new strategies for the treatment of HER2-positive CM.
However, there are still no definitive biomarkers and no substitute treatment for
Trastuzumab*>8.

Some studies have shown increased PIK3CA gene expression and loss of PTEN
associated with HER2 overexpression and possibly PISK/AKT/mTOR route over-
activation promoting tumor proliferation. Nevertheless, little is known about the
expression of these biomarkers in relation to the clinical and pathological condi-
tions of patients with HER2-positive CM, making these genes possible research
targets for these cases 78910

This study aimed to evaluate the expression of PIK3CA and PTEN by IHQ in
HER2-positive CM and its relationship with clinical and pathological data, includ-

ing global survival.



29

METHODS

PATIENTS

We retrospectively selected 100 samples of breast biopsies diagnosed with
HER?2 positive breast carcinoma, virgin from chemotherapy treatment, from 2013
to 2015, belonging to the archive of the Pathology Sector of Hospital de Clinicas
de Porto Alegre.

Due to lack of data in the medical records, incomplete/inclusive immunohisto-

chemical reports, there were 50 samples that were submitted to this study.

The study was approved by the Ethics Committee from the hospital (protocol
number 1645336). Clinical and pathological data from the patients, including the

follow up time were assessed from the medical records.

IMMUNOHISTOCHEMISTRY

The samples were submitted to immunohistochemistry reaction for PTEN
(Abcam, 1:100) and PIK3CA (Abcam, 1:100), at the Benchmark UL-TRA Ventana
Medical System automation platform (Tucson, Arizona USA). The analysis of the
results was performed by two independent blinded observers, in a semi-quanti-
tative way. The percentage of positive cells (0 to 100%) and reaction intensity (O
to 3) were evaluated, with subsequent creation of a score (0-300 points)*t. Low
and high levels of the marker’s expression were defined by the mean score of
expression (score 20).

STATISTICS

The data were presented through absolute frequencies and percentage, mean +
standard deviation or mean and 95% confidence interval. Normality was as-
sessed by the Shapiro-Wilk test and categorical variables were compared by the
Chi-square and Kaplan-Meier tests for cumulative survival analysis in the Statis-
tical Package for the Social Sciences (SPSS 22.0;SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
Only p values below 0.05 (bicaudal) were considered statistically significant.
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RESULTS

The clinical and pathological data of the sample studied are presented in Table
1.

The mean age of the patients at the time of diagnosis was 54 (32-89) years. The
predominant histological type was the non-special ductal invasive carcinoma.
Most patients presented histological grade 3 and staging Il (Table 1).

The total follow-up time was 80 months. Eleven patients had recurrence of the
disease and 6 patients died during the study period.

The level of immunohistochemical expression detected in PIK3CA was 86%.
Loss of PTEN expression was observed in 46% of the cases.

Considering the expression of the markers PIK3CA and PTEN among them-
selves and in relation to the variables histological grade, staging, RP, Ki67 and
relapse, no statistically significant correlations were observed (Table 2).

We found significant associations between the lowest expression of PTEN and
the positivity of RE (P=0.006) and highest expression of PIK3CA and the lowest
number of deaths (P=0.016) (Table 2).

The overall survival analysis showed that patients with higher expression of
PIK3CA had longer survival (P=0.001) (Figure 1). The expression of PTEN had

no impact on the lifetime of patients (Figure 2).



Table 1. Clinical and pathological characteristics of the patients.

Age years-old (min-max)

Mean | 54 (32-89)
Histological Type n (%)

Ductal Invasive 44 (88%)
Lobular invasive 6 (12%)
Tumor Grade n (%)

1 2 (4%)

2 23 (46%)
3 25 (50%)
Stage n (%)

I 12 (24%)
[ 27 (54%)
I 11 (22%)
v 0 (0%)
RE

Positive 33 (66%)
Negative 17 (34%)
RP

Positive 32 (64%)
Negative 18 (36%)
Ki67

<13% 2 (4%)
14%> 48 (96%)
PIK3CA

20> 43 (86%)
<19 7 (14%)
PTEN

20> 27 (54%)
<19 23 (46%)
Disease Relapse

Yes 11 (22%)
No 39 (78%)
Death

Yes 6 (12%)
No 44 (88%)

Fonte: autor.
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Table 2. Analyses of PIK3CA and PTEN IHQ expression and clinic and patholog-

ical variables.

PIK3CA n (%) PTEN n (%)
Variables <19 ‘ 20> p <19 ‘ 20> p
Tumor Grade
I 0 (0%) 2(4,7%) 2 (8,7%) 0 (0%)
I 4(57,1%) |19 (44,2%) |0,877 [12(52,2%) |11 (40,7%)
1 3(42,9%) 22 (51,2%) 9(39,1%) 16 (59,3%) |0,079
Stage
I 0 (0%) 11 (25,6%) 6 (26,1%) 5(19,2%)
Il 5(83,3%) 22 (51,2%) 10 (43,5%) |17 (65,4%)
1l 1(16,7%) |10 (23,3%) 7 (30,4%) |4 (15,4%)
v 0 (0%) 0 (0%) 0,52 |0 (0%) 0 (0%) 0,672
RE
Positive 3 (42,9%) 30 (69,8%) 20 (87,0%) |13 (48,1%)
Negative 4(57,1%) |13(30,2%) |0,692 |3(13,0%) |14(51,9%) |0,006*
RP
Positive 4(57,1%) |28 (65,1%) 18 (78,3%) |14 (51,9%)
Negative 3 (42,9%) 15(34,9%) |0,692 5(21,7%) 13 (48,1%) |0,077
Ki67
<13% 0 (0%) 2 (4,7%) 0 (0%) 2 (7,4%)
14%> 7 (100%) 41(95,3%) |1 23 (100,0%) |25 (92,6%) |0,493
Disease Relapse
Yes 2 (28,6%) 9 (20,9%) 3 (13,0%) 8 (29,6%)
No 5(71,4%) |34(79,1%) |0,641 |20(87,0%) |19(70,4%) |0,189
Death
Yes 3(42,9%) |2 (4,7%) 2 (8,7%) 3(11,1%)
No 4 (57,1%) 41 (95,3%) |0,016* |21(91,3%) |24(88,9%) |1

*Statistically significant (p>0.05).

Fonte: autor.
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Figure 1. Association between PIK3CA expression and overall survival.
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Figure 2. Association between PTEN expression and overall survival.
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DISCUSSION

Breast cancer is a very heterogeneous pathology of high biological complexity
and variability in molecular and clinical patterns®. Currently there are four major
groups, or molecular phenotypes in which we can classify the CM: luminal A,
luminal B, HER2-positive, basal-like. Each one of these classes comprises its
own treatments and prognoses*?.

This research aimed to study patients with HER2-positive CM. These cases are
indicated for treatment with the target drug trastuzumab, which has been present-
ing progressive therapeutic failures, for which there is still no substitute treatment
or conclusive markers®. Some authors believe that PTEN deficiency and in-
creased expression of PIK3CA may predict resistance to therapy for HER2-pos-
itive CM, by increasing the phosphorylation of PI3BK/AKT which blocks the anti-
proliferative effect of trastuzumab?: 13 14,

In this study, a lower expression of PTEN was observed in 46% of the cases.
Loss of PTEN results observed in previous studies ranges from 19.2 to 43%*> 6
17,1819 However, there is much disparity between the methodology adopted in
relation to the definition of lesser expression, or loss of IHQ expression of PTEN,
making direct comparison of results difficult. In relation to PIK3CA, we found an
increase in expression in 86% of cases. Previous molecular studies reports mu-
tation frequencies in the gene ranging from 12 to 40%?16: 18 19,20, 21,22,23 '|n gddi-
tion, several studies comprise specific subgroups of CM, such as CM-metastatic,
or triple negativel” 18, Few authors have examined the expression of PIK3CA in
CM by the IHQ technique!. And some have analyzed the marker expression in
other types of neoplasms, such as: esophageal and gastric cancer and lym-
phoma?25: 26,27,

Lindberg et al. (2011) and Fu et al. (2014) observed that PTEN expression re-
duction is associated with PIK/AKT signaling activation and ER expression re-
duction in CM?, In our study most patients with decreased PTEN expression
were positive for ER. However, the parameters used to define loss of IHQ ex-
pression were not the same. Moreover, according to Lazaridis et al. (2019), who
studied 1265 patients with HER2-positive CM at an early stage, the investigation
of PTEN expression loss has predictive power in CM when analyzed by molecular
methods. The authors also say that IHQ does not completely translate the gene
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expression status and suggest that this could not be the best method for this
analysis?®.

Regarding PIK3CA, our study showed a correlation between higher IHQ expres-
sion and longer survival time of patients. The molecular study by Kandarpa et al.
(2018), found longer survival time in patients with mutated PIK3CA treated with
traztuzumab and RE-positive?°. Unlike Jensen et al. (2012), who found an inverse
association between survival time and the presence of mutations in PIK3CA. In
both studies, no associations were observed between the molecular status of the
gene and clinical pathological characteristics of the patients?®.

Papaxoinis et al. (2015), Karakas et al. (2013) and Saal et al. (2005) found no
significant association between PIK3CA mutational status and patient survival®
22, 23_

No immunohistochemical analysis of PIK3CA and survival time were found in

samples similar to those studied.

CONCLUSIONS

The present study demonstrated a relationship between IHQ overexpression of
PIK3CA and the survival time of patients with HER2-positive CM. Controversies
in accessing the expression and function of PTEN and PIK3CA, as well as in the
sample size, point to the need for methodological standardization and greater

reproducibility in future research.
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6. APENDICE
6.1 Imagens das reac¢des imuno-histoquimicas dos marcadores.

6.1.1 Reac&o imuno-histoquimica positiva (1+) para PIK3CA (40x).
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Fonte: autor.

Fonte: autor.

6.1.3 Reacdo imuno-histoquimica positiva
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Fonte: autor.
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6.1.4 Reacdo imuno-histoquimica positiva (1+) para PTEN (40x).
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Fonte: autor.
6.1.5 Reacédo imuno-histoquimica positiva (2+) para PTEN (40x).
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Fonte: autor.
6.1.6 Reac&o imuno-histoquimica positiva (3+) para PTEN (40x).
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Fonte: autor.



42

6.1.7 Reacdo imuno-histoquimica positiva (3+) para Controle Positivo para
PIK3CA (40x).

Fonte: autor.
6.1.8 Reacdo imuno-histoquimica positiva (3+) para Controle Positivo para
PTEN (40x).

Fonte: autor.
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