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RESUMO

Introducgdo: O carcinoma ductal invasor corresponde ao tipo histolégico mais
comum da mama coexistindo com formas diferentes de evolucéo clinica, graduacédo
histolégica, expressdo de determinados marcadores teciduais e perfis genémicos que
procuram melhor entendimento da doenca.

Objetivo: Analisar a correlacéo dos marcadores 3-catenina e AXL com a agressividade
tumoral, tendo como referéncia a sobrevida global, progressdo tumoral e fatores
prognésticos histopatoldgicos.

Método: Foi realizado estudo de 101 amostras de carcinoma mamério ductal invasor.
Foram incluidas aquelas com diagnéstico do tipo ductal, submetidas inicialmente &
biépsia ou tratamento cirdrgico definitivo. Incluiu-se para fins de controle 20 amostras
de carcinoma intraductal, 35 de fibroadenoma mamario e 10 de tecido mamadrio sem
qualquer alteracdo. Foram excluidos os submetidos & quimioterapia neoadjuvante, que
ndo tivessem amostra tumoral prévia ao tratamento quimioterdpico, que perderam o
seguimento, e com dados incompletos.

Resultado: Quando analisada a expressdo da B-catening, foi negativa. Quanto ao AXL
foram observados diferentes graus de expressdo sem significdncia estatistica entre eles.

Conclusdo: Quando analisados adenocarcinoma mamério do tipo ductal invasor em
TMA né&o houve correlacdo na expressdo de f3-catenina e AXL quando comparados a
sobrevida global, progresséo tumoral e grau histolégico.

PALAVRAS-CHAVE: Carcinoma ductal de mama. Imunoistoquimica. AXL. 3-catenina.

Mensagem Central

O carcinoma ductal invasor corresponde

co fipo histolégico mais comum da

mama coexistindo com formas diferentes

de evoluggo clinica, graduacéo
histolégica, expressao de determinados
marcadores teciduais e perfis genémicos
que procuram melhor entendimento da
doenca. Este estudo procurou analisar a
correlacéo dos marcadores B-catenina
e AXL com a agressividade tumoral,
tendo como referéncia a sobrevida
global, progresséo tumoral e fatores
prognésticos histopatoldgicos.

ABSTRACT

Introduction: Invasive ductal carcinoma corresponds to the most common histological
type of the breast, coexisting with different forms of clinical evolution, histological
grading, expression of certain tissue markers and genomic profiles that seek a better
understanding of the disease.

Objectives: To analyze the correlation of B-catenin and AXL markers with
tumor aggressiveness, with reference to overall survival, tumor progression and
histopathological prognostic factors.

Methods: A study of 101 samples of invasive ductal mammary carcinoma was
performed. Those with a diagnosis of ductal type, initially submitted to biopsy or
definitive surgical treatment, were included. For control purposes, 20 samples of
intraductal carcinoma, 35 of breast fibroadenoma and 10 of breast tissue without any
alteration were included. Those undergoing neoadjuvant chemotherapy, those without a
tumor sample prior to chemotherapy, those lost to follow-up, and those with incomplete
data, were excluded.

Results: When the B-catenin expression was analyzed, it was negative. As for AXL,
different degrees of expression were observed without statistical significance between
them.

Conclusion: When analyzing invasive ductal breast adenocarcinoma in TMA, there
was no correlation in the expression of 3-Catenin and AXL when compared to overall
survival, tumor progression and histological grade.

KEYWORDS: Breast ductal carcinoma. Immunohistochemistry. AXL. 3-Catenin.

Perspectiva

Tendo em vista os dados atuais de
incidéncia, prevaléncia e mortalidade
pelo cancer de mama, faz-se necessdrio
a busca por novos marcadores que
possam ser utilizados como indicadores
de gravidade ou evoluggo  clinica
desfavordvel, orienfando o uso de
modalidades distintas de fratamento, bem
como o desenvolvimento de novos alvos
terapéuticos. Sabe-se que R-catenina e
AXL esto relacionadas aos processos
de regulacdo e crescimento celular
e, a expressdo aberrante de ambos,
relacionada a carcinogénese. Contudo,
Quando andlisados  adenocarcinoma
mamério do fipo ductal invasor em TMA
n&o houve correlacdo na expresséo de
B-catenina e AXL quando comparados &
sobrevida global, progressao fumoral e
grau histoldgico.
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INTRODUCAO

s neoplasias de forma geral ocorrem devido

as mutacdes do material genético celular,

alterando diversas funcées e, desta forma,
a diviséo celular processa-se de modo anormal, dando
origem aos tumores.! O céncer de mama, assim como
os demais tumores, é doenca heterogénea, podendo ser
dividida em diferentes subtipos clinicos e histolégicos.
Nas mulheres ele corresponde & principal neoplasia
maligna (excetuando-se os tumores de pele néo-
melanomay). E importante notar que os dados publicados
pelo Instituto Nacional de Céancer também alertam
que o seu diagndstico ocorre, na maioria dos casos,
em estadios clinicos Ill (44,8%) e IV (16,3%),3 ou sejq,
em fases avancadas da doenca. Considera-se esta
realidade preocupante em razéo da maior necessidade,
nesses casos, de tratamentos agressivos e de alto custo
que envolvem quimioterapia, radioterapia e operacdes
radicais.**

Convém ressaltar, no entanto, que o processo de
carcinogénese é geralmente muito lento, levando vdrios
anos para que proliferacdo anormal dé origem a lesdo
tumoral palpdvel. Em 80% dos casos, as neoplasias
mamdrias séo indolores e somente 10% queixam-se de
dor sem a percepcéo do tumor.

Os tipos histolégicos predominantes dos carcinomas
de mama séo o ductal e lobular (in situ ou infiltrante).

O ductal infiltrante corresponde a aproximadamente
75% dos casos. Sdo relatadas massas ovaladas,
lobuladas ou irregulares e com contornos varidveis
que podem ser bem definidos, indefinidos ou ainda
espiculados.® Ele se manifesta, em geral, como massa
espiculada e irregular associado a tecido fibroso denso
no estroma, dando ao tumor consisténcia endurecida.
Esse crescimento se apresenta na forma de nddulos,
que & palpacdo pode revelar aderéncia as estruturas
adjacentes ou & parede tordcica, e retracdo da pele e
mamilo, distorcendo a estrutura glandular.”

O lobular invasivo pode se apresentar de forma
multicéntrica e bilateral. A maioria das pacientes tem
apenas adensamento ou endurecimento local mal
definido, por vezes, surgindo como drea nodular
palpdvel. Em lesdes avancadas, pode haver retracdo
de pele. Em relacdo ao prognéstico e ao padrdo de
comprometimento axilar, apresenta comportamento
semelhante ao carcinoma ductal invasivo.®

O estadiamento TNM representa o principal fator
prognéstico considerando  sobrevida e recorréncia
tumoral; no entanto, a graduacdo histolégica também
exerce importante papel principalmente em tumores
pequenos e sem comprometimento linfonodal.

Outros fatores prognésticos tém sido alvo de pesquisa
nas ltimas décadas. Dentre eles, pode-se destacar os
receptores de horménio (estrogénio e progesterona) e o
receptor do fator de crescimento humano - 2 (Human
Epidermal growth factor Receptor type 2, HER-2).
Assim, lesdes consideradas receptores de estrogénio
e progesterona positivos predizem boa resposta dos
tumores a algum tipo de terapia hormonal. No entanto,
tumores receptores de estrogénio (RE) negativo,

C

apresentam maior taxa de recorréncia nos primeiros 5
anos apds o diagnéstico. J& a superexpressdo de HER-
2 estd associada ao progndstico pior quando n&o
consideradas as modalidades terapéuticas atualmente
disponiveis.

Ainda assim, os pardmetros clinicos, histolégicos,
receptores hormonais e HER-2 nem sempre podem
predizer de forma adequada a evolucdo do cancer de
mama. Dessa forma, fatores prognésticos adicionais t&m
sido pesquisados visando melhor estratificar os tumores
do ponto de vista de agressividade, progressGo e
recorréncia, a fim de individualizar condutas terapéuticas.
Nesse sentido, a avaliacdo do perfil tumoral com base
nos achados moleculares (Luminal A, Luminal B, HER-
2 e basaloide), de expressdo genética (Oncotype Dx,
MammaPrint e Predictor Analysis of Microarray) e novos
biomarcadores teciduais, entre eles, B-catenina e AXL,
tem-se mostrado promissor.”'°

O objetivo deste estudo foi analisar a correlacéo
dos marcadores B3-catenina e AXL com a agressividade
tendo  como sobrevida
global, progressdo tumoral e fatores prognésticos
histopatolégicos

tumoral, referéncia  a

METODO

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da IES, sob o parecer de nimero 1.999.671
e realizada em parceria com Brigham and Women s
Hospital, Harvard Medical School Molecular Oncology
and Immunology and Renal Division, Boston, USA,
estando de acordo com os preceitos da Resolucdo
466/12 do Conselho Nacional de Saide/Ministério da
Saide (CNS/MS). E estudo observacional, unicéntrico,
analitico e retrospectivo.

Caracteristicas da amostra

Trata-se da avaliacdo de 101 amostras de carcinoma
mamdrio do tipo ductal invasor. Foram incluidas aquelas
com diagnéstico do tipo ductal, submetidas inicialmente
a biépsia ou tratamento cirirgico definitivo (resseccdo
segmentar ou mastectomia radical modificada); incluiu-
se, também, para fins de controle 20 amostras de
carcinoma intraductal, 35 de fibroadenoma mamario e
10 de tecido mamdrio sem qualquer alteracdo. Foram
excluidas as submetidas & quimioterapia neoadjuvante,
que ndo fivessem amostra tumoral prévia ao tratamento
quimioterdpico, que perderam o seguimento, e com
dados incompletos

Os dados histopatolégicos foram coletados e
tabulados. Evolucéo clinica foi acessada em prontudrios
e dividida em 2 grupos: bom prognéstico - quando
apresentasse evolucdo clinica favordvel, ou seja, sem
evidéncia de progressdo de doenca ou recorréncia
-, @ mau progndstico - quando com evolucdo clinica
desfavordvel, reconhecida pela presenca de progresséo
de doenca, recorréncia e/ou ébito pela doenca durante
o acompanhamento ambulatorial. Para classifica-las
nesses grupos foram avaliados: progressdo da doenca,
tempo de sobrevida livre de doenca, tempo de sobrevida
e tempo de seguimento ambulatorial.
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Materiais

Foram realizados blocos multiamostrais (BMA)
e analisados por imunoistoquimica pela técnica da
imunoperoxidase. A incubacdo com anticorpos primdrios
durou entre 16-20 min em temperatura ambiente. A
amplificacéo foi realizada por Ultraview Universal DAB
Detection KitQ. O processamento foi todo realizado em
plataforma automatizada Ventana Benchmark UltraTM
(B-catenina:  clone  14/Ventana/pré-diluido;  AXL:
policlonal/St. John’s Laboratory/Diluicdo 1/100).
Controles positivos internos e externos atestaram a
fidelidade das reacaes.

Andlise estatistica

Os resultados foram descritos por médias, desvios-
padrdo,
quantitativas) ou por frequéncias e percentuais (varidveis
categéricas). Para a andlise da associacdo entre varidveis
categéricas e os marcadores, foi usado o teste exato de
Fisher ou o teste de qui-quadrado. Esses mesmos testes
foram usados para as comparacdes dos tipos de tumor
quanto aos marcadores. O tempo livre de progressdo e
o de sobrevida foram descritos por curvas de Kaplan-
Meier. Para as comparacdes de grupos, em relacdo a
esses tempos, foi considerado o teste de Log-rank. Valores
de p < 0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados
foram analisados com o programa computacional Stata/
SE v.14.1. StataCorplP, USA.

valores minimos e mdximos (varidveis

RESULTADO

A andlise apresentada foi realizada com base nos
dados de 87 pacientes com tumor ductal invasor e
que preenchiam todos os critérios de inclusdo. Outros
subtipos foram excluidos. Foi feito o levantamento da
idade ao diagnéstico, estadiamento tumoral, sobrevida
livre de doenca, sinais de progressdo, recidiva e/ou
morte pela doenca. Também foram analisados fatores
histopatolégicos como graduagdo do tumor, expressdo
de receptores hormonais, HER2 e os chamados subtipos
substitutos com base em classificacdo integrativa, que
sabidamente sdo fatores progndsticos e tém estreita
relacdo com a evolucdo clinica da doenca. Do total
geral de 87 pacientes, 33 (37,9%) tinham menos do que
50 anos e 54 (62,1%) mais que 50. A média de idade foi
55,7+/-12,8 (32-79).

Estadio clinico, avaliacdo de receptores, subtipos e
evolucdo clinica

A partir da 8¢ edicdo do AJCC para estadiamento
do cancer de mama, além do estadiamento clinico
TNM tradicional, incluiu-se o chamado estadiamento
progndstico que considera, entre outros, o grau do tumor,
avaliagdo da expressdo do RE, receptor de progesterona
(RP) e expressdo do HER2.

Classificacdio TNM

Os pardmetros para estadiamento do céncer foram
de acordo com a classificacdo TNM da 82 edicdo do
AJCC. A Tabela 1 detalha as varidveis.

C

TABELA 1 — Grau tumoral e estadiamento dos tumores mamdrios (n

=87)

- ReSUhOdo*

Tipo tumoral 87 Ca ductal invasor 87 (100)
Grau 87 Gl 4 (4,6)
G2 38(437)
G3 45(51,7)
Grau G1/G2 42 (48,3)
(G1/G2 agrupados) G3 45 (51,7)
T (Tamanho tumoral) 87 T1(2cmoumenos) 14 (16,1)
Tle 3(34)
T2 36 (41,4)
3 13 (149)
T4 13 (149)
T4a 1011)
T4b 2(23)
T4d 3(34)
Tx 2(2,3)
T 85 T 36 (42,4)
T agrupado/excluindo Tx) T2 13 (15,3)
T3 17 (20,0)
T4 19 (22,4)
L\lx”qr _— (metdstase para linfonodo &7 NO 28(32,2)
N1 37 (42,5)
N2 7(8)
N2a 3(34)
N3 7(8)
N3c 1011)
Nx 4(4,6)
N 83 NO 28(337)
(N2/N3 agrupados e excluindo Nx) N1 37 (44,6)
N2/N3 18(21,7)
M (Metdstase a distancia) 87 MO 73(83,9)
M1 7(8)
Mx 7(8)
M 87 Mo 80(92,0)
(Mx/MO agrupados) M1 7(8,0)
Tamanho (cm) 76 f(,)/é;Z]gt]
< 15(19.7)
2a5 45(59,2)
>5 16(211)
Estadio clinico 85 IA 9(10,6)
IA 23 (271)
11B 18 (21,2)
A 13(15,3)
I3 9(10,6)
lic 6(71)
v 7(82)
Estadio clinico 85 | 9(10,6)
(Agrupados) Il 4] (48,2)
il 28(32,9)
% 7(82)

* = Descritos por média * desvio-padréo (minimo — méximo) ou por frequéncia (percentual)

Grau do carcinoma mamdrio

A classificacdo histolégica derivou de 3 recursos
morfolégicos, cada um com pontuacdo de 1 a 3. Em cada
bloco procurou-se a primeira caracteristica morfolégica
com estruturas tubulares, com limen claro e visivel;" a
segunda, foi o pleomorfismo nuclear, e a ferceira a
atividade mitética, que pdde ser vista preferencialmente
na periferia do tumor, onde identificava-se crescimento
ativo. Vérios estudos sugeriram que o grau histolégico
dos tumores tem forte correlacdo com a diferenciacdo
tumoral e seu prognéstico.™? O sistema de classificacdo
Nottingham, que é uma modificacéo do Scarff-Bloom-
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Richardson11,13 foi utilizado na classificacdo do grau
histolégico.™

Ao andlisar a diferenciacéo tumoral quanto ao grau
histolégico nesta amostra, observou-se predominio de
tumores G2 (43,7%) e G3 (51,7%, Tabela 1).

Tamanho do tumor

O tamanho do tumor possui alto valor prognéstico
e estd relacionado & agressividade da doenca. Em
geral, tumores maiores tém maior probabilidade de
comprometimento dos linfonodos axilares, ja os de menor
tamanho estdo relacionados a melhor prognéstico, tanto
para o tempo livie de doenca, quanto & sobrevida
global."

Dentre 76 tumores analisados, a média geral do
tamanho tumoral foi de 3,6+/- 2,4 cm, com variacdo
entre 0,8-15 cm. A maioria deles (59,2%) entre 2-5 cm.

TABELA 2 — linfonodos acometidos em linfadenectomia axilar (n = 78)

1-13 4(51)
1-5 2(2,6)
0-13 2(2,6)
13-13 2(2,6)
2-3 (Pos-QT) 2(2,6)
1-9 2(2,6)
17-18 2(2,6)
0-8 2(2,6)
29 2(2,6)
8-16 1(1,3)
1-15 1(1,3)
66 1(1,3)
4-14 (Pos-QT) 1(1,3)
1-1 1(1,3)
9-13 1(1,3)
7-14 1(1,3)
415 1(1,3)
2-3 1(1,3)
2-21 1(1,3)
0-19 1(1,3)
1-18 1(1,3)
0-4 1(1,3)
1-8 1(1,3)
1-1 1(1,3)
1-6 1(1,3)
79 1(1,3)
1-16 1(1,3)
3-19 1(1,3)
34-34 1(1,3)
14-14 1(1,3)
0-1(Pos-QT) 1(1,3)
0-7 1(1,3)
0-2 1(1,3)
33 1(1,3)
1-12 1(1,3)
15-18 1(1,3)
10-12 1(1,3)
1-10 (Pos-QT) 1(1,3)
0-10,0--12 € 0--5 1(1,3)
3-1 1(1,3)
9-10 1(1,3)
317 1(1,3)
5-8 1(1,3)
6-12 1(1,3)
0-5 1(1,3)
4-18 1(1,3)
1n-12 1(1,3)
9-22 1(1,3)
5-12 1(1,3)

C

Linfonodos

O status linfonodal refrata o compromefimento ou néo
dos linfonodos axilares por células neopldsicas. Este é fator
prognéstico importante do carcinoma invasor seja para andlise
da sobrevida global ou sobrevida livie da doenca. Além disso,
existe correlacdo direita enfre o tempo de sobrevida com o
nimero de linfonodos comprometidos 16 (Tabela 2).

Metéstases

A categoria M1 aponta a presenca de metdstase e
setoriza por local de acometimento (Tabela 3).

Receptores hormonais e subtipos substitutos

A avaliacdo de receptores hormonais, superexpressdo
de HER2, indice proliferativo Ki-67 (determinados por
imunoistoquimica) e subtipos moleculares substitutos,
mostram sua distribuicéo na Tabela 4.

TABELA 3 — Llocalizacdo de metdstase & distancia (M1)

- (e
Néo

52(60,5)
DM local 86 ;
Sim 34(39,5)
Local 4(1,8)
Cérebro 2(59)
Pulm 2(59)
Hep/osso 2(59)
Hep. 2(59)
Local da DM 34 Local/bm 25
Osso/pulm/lym 1(29)
Per 1(29)
Hep/pulm/lym 1(29)
Hep/lym 1(29)
lym 1(29)
Osso/pulm/cérebro 1(29)
Osso 1(29)
Pulm/cérebro 1(29)
Osso/cérebro 1(29)
Pulm/lym 1(29)
Local/pulm/lym 1(29)
Lym/pulm 1(29)
Local/cérebro 1(29)
Cérebro/local 1(29)
Osso/pulm/hep 1(29)
Hep/per 1(29)
S;so/hep/cérebro/ 1129)
Lym/pulm/osso 1(29)
Hep/osso/per 1(29)
Osso/hep 1(29)

TABELA 4 — Expressdo de receptores e subtipos moleculares
substitutos do carcinoma mamdrio

[ Vool | o | Clossficacao | nf%) |
Negativo 51 (78,5)
HER2 65
Positivo 14 (21,5)
Negativo 22(33,3)
Estrégeno 66 »
Positivo 44 (66,7)
Negativo 29(439)
Progesterona 66 .
Positivo 37(56,1)
<14 35(53)
KI67% 66
>4 31 (47)
Luminal A 30(46,2)
Triplo negativo 14 (21,5)
Subtipos moleculares substitutos 65 HER?2 positivo 8(12,3)
Luminal B 7(10,8)
luminl /HER2  6(9,2)
Luminal A 30(46,2)
Subtipos moleculares substitutos (considerando 65 Triplo negativo 14(21,5)
Luminal B/HER2 como HER?2 positivo) HER?2 positivo 14 (21,5)
Luminal B 7(10,8)
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Dos resultados obtidos, com relacdo & andlise da
expressdo de receptores hormonais, verificou-se que
a maior frequéncia encontrada foi de RE+ (66,7%).
Com relacdo aos denominados subtipos substitutos,
a frequéncia maior foi de Luminal A (46,2%), triplo
negativo (21,5%), HER2+ (21,5%) e Luminal B (10,8%).

Evolucéo clinica

O tempo de sobrevida das pacientes foi calculado a
partir do diagnéstico até a dltima avaliacdo em consulta
ou a data da morte relacionada ao céancer. O tempo
de sobrevida livie de doenca e o total de sobrevida
foram adotados como indices prognésticos. Os eventos
da sobrevida livre de doenca foram considerados até
eventual deteccdo de nova doencaq, seja por recorréncia
locorregional, metdstase & disténcia ou ainda céncer
de mama contralateral. Os eventos da sobrevida total
representaram o tempo de sobrevida até data do dltimo
atendimento em consulta (para pacientes sem evidéncia
de doenca) ou tempo de sobrevida até a morte quando
relacionada ao cdncer. (Nota: A recorréncia, metdstase
a distdncia e metdstase contralateral das pacientes
foram confirmadas por métodos de imagem e exames
anatomopatoldgicos).

Os dados obtidos sobre este tipo de prognéstico
resumem-se na Tabela 5. A sobrevida livre de doenca
ocorreu em 67,1%. Houve progressdo tumoral em 40%
dos casos estudados. O tempo de seguimento (follow-
up) foi em média de 45,2+/-28,1 meses, variando de
0-87,9 meses. Ocorreu dbito em 29,9% dos casos.

TABELA 5 — Evolucéo clinica

I I S = T
Néo

28(329)

Sobrevida livre de doenca 85

Sim 57 (671)

Nao 51 (60)
Progresséo 85

S 34 (40)
Follow-up (meses) 85 45,2+28,1 (0 - 879)
i Nao 61(70)
Obito 87

Siim 26 (299)

Follow-up ébito (meses) 46,5+275(1,9-103)

Classificacdo R

A classificacGo R demonstrou a auséncia ou
presenca de tumor residual apés o tratamento cirdrgico.
As definicdes foram: Rx, quando a presenca de tumor
residual ndo pode ser avaliada; RO, na auséncia de
tumor residual; R1, com tumor residual microscépico e
R2, com tumor residual macroscépico.

TABELA 6 — Tumor residual apés a operacéo

0 68(78,2)
R 87 1 14(161)
2 5(57)

Avaliacdo da associacdo entre marcadores e varid-
veis demogrdéficas e clinicas

Nas Tabelas 7 a 9 séo apresentados as frequéncia
e percentuais de acordo com as combinacdes das

C

classificacées de cada varidvel e cada marcador.
Também sdo apresentados os valores de p dos testes
estatisticos  (Observacdo: Os percentuais  foram
calculados em relacdo ao total nas linhas).

TABELA 7 — Padrdo de marcacdo tecidual para o AXL e 3-catenina

. "

Negativo 19 (21,8)
Fraco 19 (21,8)
AXL 87  Moderado 14.(16,1)
Forte 14(161)
Inconclusivo™® 21 (24))
Negativo 19 (28,8)
Fraco 19 (28,8)
AXL (excluindo inconclusivos) 66
Moderado 14 (21,2)
Forte 14(21,2)
Negativo 66(759)
B-catenina 87
Inconclusivo* * 21 (24))
B-catenina (excluindo inconclusivos) 66 Negativo 66 (100)
*Inconclusivo sem fragmento na lémina (SF) (n = 11); inconclusivo sem tumor no fragmento (ST) (n=10).
** Inconclusivo SF (n = 11); inconclusivo ST (n = 9); inconclusivo (n= 1)

TABELA 8 — Distribuicdo do AXL por idade, grau histolégico e
estadio clinico

Varidvel Classif n
<50 24

10(417) 6(25)  4(167)  4(167)

Idade (anos) 0,377
250 42 9(21,4)  13(31) 10(23,8) 10(23,8)
G1/G2 31 6(194) 1355 7(226) 7(226)

Grau 0,420
G3 35 13(371) 8(229) 7(20) 7 (20)
I 6 3(50) 1(167) 0(0) 2(33,3)

I 32 8(25)  13(406) 6(188)  5(156)
Estadio 0,296
1} 21 6(286) 4(191) 5(23,8) 6(28,6)

v 6 2(333 0(0) 3(50) 1(167)
T 10 4(40) 2(20) 2(20) 2(20)
T2 3 7(226) 13(419) 5(161)  6(194)

T 0,383
73 10 3(30) 3(30) 2(20) 2(20)
T4 14 5(357) 0(0) 5(357) 4(28,6)
NO 21 7(333) 8(381) 1(48) 5(23,8)

N N1 27 7(259) 7(259) 8(29¢) 5(18,5) 0433
N2/N3 15 4(267) 3(200 5(333)  3(20)
MO 60 17(283) 19(31,7) 1(183) 13(2,7)

M 0,204
M1 6 2(333 0(0) 3(50) 1(167)
Néo 39 13(333) 12(30,8) 7(18) 7(18)

PDM 0,699
Sim 26 6(23]1) 7(269) 7(269) 6(231)
Triplo
e 14 5(357) 6429 0(0) 3(21,4)

Luminal A 30 7(233) 8(267) 8(267) 7(23,3)
Subtipos HER2 posiivo 7 3(429) 2(28,6) 1(143) 1(14,3)

Luminal B 7  2(286) 2(286) 3(429) 0(0)

Luminal B/

o 6 2(333) 1(167) 2(333) 1(167)
e 14 5(357) 6(429) 0(0) 3(21,4)
negativo
Subfipos/ Luminal A 30 7(233) 8(267) 8(267) 7(233) (475
agrupado !
HER2 posiivo 13 5(38,5) 3(231) 3(231)  2(154)
Luminal B 7 2(286) 2(286) 3(429) 0(0)
<2 8 3(375) 2(25) 1(125)  2(25)
lT:r:)"”h" 2a5 39 10(256) 15(385) 6(154)  8(205) 0,340
>5 10 5(50)  0(0) 3(30) 2(20)

Resultados descritos por frequéncia (percentual); * = teste exato de Fisher ou teste de qui-quadrado,

p<0,05
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TABELA 9 — Distribuicdo da B-catenina por idade, grau histolégico
e estadio clinico

" I R T T S

n
<50 24 24(72,7)
Idade (anos) 0,614
250 42 42(77,8)
G1/G2 31 31(738)
Grau 0,803
€8 35 35(778)
| 6 6(66,7)
Il 31 31 (75,6)
Estadio 0,826
I} 22 22 (78,6)
% 6 6(857)
T 10 10(58,8)
2 30  30(833)
T 0,217
11 n 11 (84,6)
T4 4 14(737)
NO 21 21 (75)
N N1 27 27 (73) 0,694
N2/N3 15 15(833)
" MO 60 60(75)
M1 6 6(857)
Nao 39 39(76,5)
PDM
Sim 26 26 (74,3)
Triplo negativo 14 14 (100)
Luminal A 30 30(100)
Subtipos HER?2 positivo 8 8(100)
Luminal B 7 7(100)
luminal B/HER2 6 5(83,3)
Triplo negativo 14 14 (100)
st A 30 30(100)
Subfipos/agrup
HER?2 positivo 13 13 (92,9)
Luminal B 7 7 (100)
<2 8 8(53.3)
Tamanho (cm) 2a5 38 38(84,4) 0,044
>5 n 11 (68,8)

Resultados descritos por frequéncia (percentual); * = teste exato de Fisher ou feste de qui-quadrado,
p<0,05

Andlise do tempo livre de progress@o — Marcadores
AXL e B-catenina

Para cada um dos marcadores, testou-se a hipétese
nula de que as curvas de tempo livre de progresséo eram
iguais para todas as classificacdes do marcador, vs. @
hipétese alternativa de curvas diferentes. Na Figura 1
estdo apresentadas as curvas de Kaplan-Meier para o
tempo livre de progresséo (geral) e para cada uma das
classificacdes dos marcadores comparados. Também
sdo apresentados os valores de p dos testes estatisticos
(teste de Log-rank).
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FIGURA 1 — Curvas de Kaplan-Meier para o tempo livre de
progress&o (geral)

Andlise do tempo de sobrevida — Marcadores AXL
e B-catenina

Na Figura 2 sdo apresentadas as curvas de Kaplan-
Meier para o tempo de sobrevida (geral) e para cada
uma das classificacdes dos marcadores comparados.
Também sdo apresentados os valores de p dos testes
estatisticos (teste de Log-rank).
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FIGURA 2 — Curvas de Kaplan-Meier para o tempo de sobrevida
(geral): comparacdo dos grupos definidos pelo tipo de
tumor em relacdo aos marcadores AXL e B-catenina

Para cada comparacdo de grupos e cada um
dos marcadores, testou-se a hipdtese nula de que as
distribuicdes sobre as classificacdes do marcador eram
iguais nos grupos sob comparacdo, vs. a hipdtese
alternativa de distribuicdes diferentes (Tabelas 10 e 11)

TABELA 10 — Padrdo de marcacdo do AXL por grupo tumoral: A)
invasor, intraductal, fibroadenoma e controle néo tumoral;
B) ductal e controles néo ductais; C) invasor e controles

AXL

19 2 2 1
Negativo
28,8% 28,6% 40,0% 1%
19 2 0 1
Fraco
A 28,8% 28,6% 0,0% 1%
14 2 1 6
Moderado
21,2% 28,6% 20,0% 429%
14 1 2 6
Forte
21,2% 14,3% 40,0% 42,9%

Ca]
p =0,259 (teste de qui-quadrado, p <0,05)
AXL
Néo tumoral / fibroadenoma

19 2 3
Negativo
28,8% 28,6% 15,8%
19 2 1
Fraco
28,8% 28,6% 5,3%
14 2 7
Moderado
21,2% 28,6% 36,8%
14 1 8
Forte
21,2% 14,3% 42,1%

ot | 66 | 7 | v |
p=0,182 (teste de qui-quadrado, p<0,05)

AXL
Intraductal / néo tumoral / fibroadenma

19 5]
Negativo
28,8% 19,2%
19 8
Fraco
« 28,8% 1,5%
14 9
Moderado
21,2% 34,6%
14 9
Forte
21,2% 34,6%

oot | 6|

p = 0,130 (teste de qui-quadrado, p <0,05)
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TABELA 11 — Padréo de marcacdo da B-catenina por grupo tumoral:
A) invasor, intraductal, fibroadenoma e controle ndo
tumoral; B) ductal e controles ndo ductais; C) invasor e
controles

B-catenina
infaducil
7 [} 19

66

759% 539% 60,0% 54,3%
p = 0,074 (teste de qui-quadrado, p < 0,05)

B-catenina
Intraductal Néo tumoral / fibroadenoma
7 5

A

Negativo

66 2

759% 539% 55,6%
p=0,033 (teste de qui-quadrado, p <0,05)

B-cate P
«
Negativo
759% 55,2%

Negativo

Intraductal / néo tumoral / fibroadenma
66 32

p=0,011 (teste exato de Fisher, p <0,05)

DISCUSSAO

Diversos fatores associam-se ao maior risco de
desenvolver o cancer de mama, dentre eles a idade,
uma vez que 75% de todos os carcinomas mamdrios
ocorrem em mulheres com idade superior a 50 anos. O
fator hereditério também contribui com aumento do risco
entre 1,5-3%. Além disso, também concorrem aspectos
relacionados & dieta e hdbitos de vida, uma vez que
mulheres com indice de massa corporal superior ou igual
a 31,1 tém risco 3,5 vezes maior de desenvolver a doenca
quando comparadas aquelas com IMC inferior ou igual
a 22,6271

Quando grupos
principalmente aqueles classificados como “jovens”
(definidos com idade entre 25-40 anos), observam-se
algumas particularidades nos aspectos de apresentacéo
desse cancer e nos fatores de risco relacionados, que
versam, por exemplo, sobre caracteristicas biolégicas e
hormonais, influenciando diretamente o padré&o especifico
tumoral.2°

consideram-se  outros etdrios,

Estudos com mulheres em faixa etdria variando de
30-50 anos apontam que os grupos de idade de até 35
apresentam pior sobrevida quando comparados com
outros grupos mais avancados, mas ainda em faixa de
pré-menopausa,?*2 demonstraram o mesmo para o grupo
entre 36-40 anos, também com maior frequéncia de
metdstases & distdncia. Esses dados podem ser justificados
por estudos que relacionam o carcinoma mamdrio, em
pacientes mais jovens, a pior progndstico, > muitas vezes
por apresentarem tamanho tumoral maior ao diagnéstico,
com menor grau de diferenciacdo histoldgica, maior
acometimento linfonodal e diagnéstico em estdgios mais
avancados.?>28

Pacientes mais jovens também apresentam frequéncia
de fendtipos moleculares mais agressivos,27 como de
HER2+ e triplo negativo e menor frequéncia de tumores
de prognéstico mais favordvel, como o Luminal A.?° Por
fim, e considerando os aspectos anteriormente descritos,
observa-se que pacientes com menos de 40 anos também
apresentaram maior taxa de morte por céncer de mama
(80%) quando comparadas &s mais velhas (49%) em
periodo de acompanhamento de 15 anos.?

C

B-catenina

Na interpretacdo dos dados obtidos, todas as
reacdes relacionadas & ela foram consideradas
negativas, tanto no grupo tumoral analisado, quanto nos
controles, contrariando os dados da literatura. Tal fato,
levou-nos a interpretar esses resultados como falhas de
imunomarcacdo.

Ao utilizar técnicas de marcacdo imunoistoquimica
semelhante &s aplicadas nesse estudo, pesquisadores
avaliaram a correlacdo da f3-catenina e seu valor
prognéstico no cancer de mama, demonstrando que essa
molécula de adesdo se apresentava em menor quantidade
no tecido mamdrio doente, quando comparado ao
normal. Nesse mesmo estudo, os pesquisadores também
encontraram correlacdo positiva entre a expressdo de
f3-catenina que era maior em estdgios menos avancados
de céncer de mama, tanto do ponto de vista da graduacdo
histolégica quanto na classificagdo TNM.3°

Segundo Li et al® as pesquisas que buscam
correlacionar a expressdo da f3-catenina com a evolucdo
do cancer de mama s@o muito controversas nos resultados.
Eles a investigaram em diferentes subtipos de cancer de
mama e os respectivos significados clinicos, obtendo
como resultado expressdo mais frequente e intensa da
$3-catenina no nicleo e citoplasma de células de tumores
invasivos, enquanto a expressdo membranosa, que era
caracteristica das células normais, estava reduzida.
A expressdo de f3-catenina tanto no nicleo quanto
citoplasma ¢ indicativo de que a via de sinalizagdo Wnt
estd ativa. No entanto, no presente estudo, as laminas
passiveis de andlise ndo apresentaram nenhum padréo
especifico de marcacéo.

Quando andlisada a expressdo aberrante  de
f3-catening, ou seja, quando a molécula de adesdo se
expressou em maior quantidade no nicleo e citoplasma
e comparou-se essa expressdo aos subtipos de céncer
de mama, em 78,95% das com subtipo triplo-negativo,
apresentaram  expressdo aberrante  da  molécula,
podendo indicar possivel relacdo da 3-catenina com esse
subtipo da neoplasia. Uma importante hipétese sugerida
pelo estudo é de que as discrepancias entre os resultados
de estudos anteriores podem estar relacionadas &
falta de localizacdo subcelular do sitio de expressdo
da B-catenina, uma vez que os estudos mais antigos
focavam-se na expressdo da molécula na membrana
citoplasmatica.® Novamente, nesse estudo, mesmo ao
avaliar o grupo correlato (tumores triplo-negativos) néo
foi observado qualquer marcacéo.

Ainda sobre o cancer de mama triplo-negativo, Xu
et al.3 investigaram através de ensaios in vivo e in vitro
o comportamento tumoral das células do cancer de
mama e o papel desempenhado pela B-catenina neste
processo. Segundo os autores, a ativacdo do caminho
de sinalizacdo Wnt é mais intensa no cancer de mama
triplo negativo e estd associada a reducdo na sobrevida
global dos pacientes. Os pesquisadores observaram que,
através do silenciamento e knock-out da B3-catening, havia
reducdo na populacdo celular tumoral e na expressdo
de genes relacionados & células-tronco. De uma forma
geral, os dados obtidos na pesquisa sugerem que a
f3- catenina é necessdria para o desenvolvimento dos
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canceres de mama triplo-negativo por controlar diversas
propriedades relacionadas ao tumor, como a migracdo,
quimiossensitividade e o crescimento independente de
ancoragem.*

Nesse mesmo sentido, outra pesquisa realizou
bloqueio da via de sinalizacdo Wnt/B-catening,
avaliando a expressGo de genes relacionados &
expressGo de células- tronco tumorais (CSC-related
genes) e de como essa via de sinalizacdo correlaciona-
se com a ocorréncia de metdstase e com a formacéo do
tumor in vivo e in vitro. Os pesquisadores hipotetizaram
que a Wnt/B-catenina deve regular a autorrenovacédo
e migracdo de células-tfronco, possibilitando assim a
ocorréncia de metdstase e disseminacdo sistémica do
cancer de mama. Novamente os autores demonstraram
ativacdo mais intensa da via de sinalizacdo nos tecidos
neopldsicos, além de relacionarem essa ativacdo ao pior
prognéstico e maior potencial de metdstase, uma vez
que essa maior ativacdo demonstrou ser ligada & maior
atividade dos genes ligados a células-tronco tumorais.
Assim, por meio de um knockout de Wnt1, observou-
se a supressdo da via de sinalizacdo como esperado e
diminuicdo da populacdo de células-tronco.

Sun et al.** avaliaram a expressGo de ALDHI1AT,
da B-catenina e as respectivas expressdes combinadas
nos pacientes com céncer de mama tratados com
ciclofosfamida. Novamente a expresséo citoplasmdtica
de B-catenina se mostrou mais relacionada ao céncer
de mama além de estar mais expressa em tumores com
maior expressdo de ALDH1A1. Quando analisada
isoladamente, a expressdo aumentada de ALDHTA1
e da B-catenina citoplasmdtica, ambas mostraram-se
associadas & metdstase linfonodal e a pior prognéstico
clinico, especialmente nos pacientes em tratamento
com ciclofosfamida.®* No presente estudo, ao analisar
grupo de caracteristicas semelhantes (com metdstases
linfonodais e/ou subgrupo de mau prognéstico), ndo
foram observadas marcacées relacionadas a expresséo
da $3-catenina.

Além dos tumores triplo-negativos, em pesquisa
anterior avaliou-se a localizacdo da expressdo de
B-catenina em pacientes com outro importante subtipo
de céncer de mama, o HER2 positivo. Observou-se
nas que apresentavam expressdo de B-catenina mais
proeminentemente localizada na membrana, tinham
sobrevidas livre da neoplasia e global significativamente
maior. O estudo também avaliou o comportamento da
B-catenina e a expressdo de HER2 quanto & exposicdo
das células ao estresse (induzido com a administracdo de
cddmio). Essa inducéo fez com que a f3-catenina e o HER2
mudassem sua localizacdo em direcdo ao citoplasma
e regides perinucleares, dado esse j@ demonstrado na
literatura e que relaciona a localizagdo subcelular da
B-catenina ao pior prognéstico do tumor.** Novamente,
ao selecionar amostra semelhante de tumores HER2
superexpressos, nesse estudo ndo foram observadas
marcacdes relacionadas & $3- catenina.

Ao considerar-se também outros sitios de tumores além
da mama, a expressdo da B3-catenina tem-se mostrado
relacionada ao pior progndstico e menor sobrevida
global nos casos de carcinoma de células renais e de

C

células escamosas no pulmdo. Em carcinomas renais, a
$3-catenina demonstrou ser fator prognéstico independente
e relacionada a risco 4 vezes maior de mortalidade,
podendo inclusive ser utilizada como ferramenta auxiliar
na estratificacdo de risco desses pacientes.?>3¢

Ainda sobre os carcinomas renais, Kovacs et a
investigaram em 488 pacientes com diagndstico de
carcinoma de células renais a possivel relacdo da
expressdo da f3-catenina como biomarcador especifico
de sobrevida e concluiram que a expressdo citoplasmdtica
da B3-catenina pode representar fator de mau prognéstico
independente relacionado ao maior risco de progressdo
de doenca apés tratamento cirdrgico e morte relacionada
ao tumor.

Conforme discutidos nos estudos acima e com base
nos dados amplamente validados em outras pesquisas,
a imunoistoquimica, apesar de ser método relativamente
simples e disponivel, possui certas particularidades
que devem ser respeitadas nas diferentes etapas do
processamento do material, pois a avaliacdo dos
resultados ¢ diretamente influenciada por fatores como
a fixacdo inicial do espécime, a escolha adequada dos
anticorpos a serem utilizados para andlise bem como e,
por fim, a interpretacdo ou leitura das l&minas.¥”

Estudos semelhantes a esse desenvolvido - que
também trazem relatos sobre falhas dos métodos
de imunomarcacdo, ou ainda, situacdes em que a
imunoistoquimica ndo contribuiu para a resolucdo de
problemas diagndsticos - trazem, muitas vezes alguns
fatores em comum. De acordo com Leong e Wright,®
dentre as principais razdes para que a imunoistoquimica
ndo contribuisse para o diagnéstico final, incluiram, por
exemplo, os resultados inespecificos de determinadas
coloracdes em alguns tumores e a fixacdo inadequada
dos espécimes.®® Outros autores também apontaram a
fixacdo inadequada em formol como um dos principais
fatores complicadores, no entanto em diferentes
percentuais na avaliacdo global comparativamente &s
demais falhas relacionadas & imunomarcacdo. Essas
diferencas possivelmente decorrem da evolucdo das
técnicas com o passar dos anos (feitas mais recentemente
de maneira automatizada), bem como dos avancos nos
mecanismos de recuperacdo antigénica que, atualmente,
sdo realizados de forma mais especifica para cada
anticorpo, reduzindo parcialmente a importéncia da
condicdo de preservacdo do tecido e dos epitopos
antigénicos na qualidade das reacdes imunoistoquimicas.

Ainda assim, mesmo com a evolucdo das técnicas
relacionadas as diferentes etapas no processo de
imunomarcacdo, os cuidados bdésicos com o material
sdo essenciais e devem ser respeitados desde o inicio
do processo. Nesse sentido, de modo geral, utiliza-se
como principal solucdo no processo de fixacdo, o formol
tamponado & 10%, contendo formaldeido (4%). Nessa
efapa, a principal modificacdo molecular induzida
pelo formaldeido é a formacdo de cross-links entre as
proteinas entre si ou entre proteina e écidos nucleicos do
tecido.’® A formacdo dessas ligacdes possivelmente é
uma das responsdveis pelo mascaramento dos epitopos
por alterar a conformacdo tridimensional das proteinas;
no entanto, a estrutura secunddria das proteinas fixadas

|36
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ainda se mantém da mesma maneira quando previamente
a fixacdo.*°

A formacdo dos cross-links pelo formaldeido ¢é
processo lento e necessdrio, demandando pelo menos
24-48 h para ser completado. Tempos de fixacdo
menores interrompem o processo e podem acarrefar
formas alternativas de fixacéo como ocorre, por exemplo,
no processo de fixacdo por coagulacdo durante a
desidratacdo do tecido por dlcool na etapa que sucede
o processo de fixacdo propriamente dito. Dessa formg,
esses diferentes mecanismos de fixacdo podem resultar
em mistura entre a formacdo de cross-links de fato e
fixacdo por coagulacdo, sendo este um dos principais
responsdveis por falhas e variabilidades observadas nos
processos de imunomarcacéo.

Apés o periodo de fixacdo em formaldeido, o tecido
habitualmente é incluido em parafina. Esse processo
tem como etapas a desidratacdo em solucdo alcodlica,
a lavagem com solucdo de xileno e, em seguida, a
incubacdo em um meio de incorporacdo quente, que
usualmente é feito com parafina.

De forma geral, todos os processos de fixacdo tendem
a reduzir a capacidade antigénica dos tecidos. No caso
do formaldeido, a utilizacdo de enzimas ou a recuperacdo
de epitopos induzida por calor podem recuperar locais
indisponiveis, dependendo do epitopo buscado e do
anticorpo utilizado. Uma vez que a interpretacdo das
imunomarcacdes é feita de modo semiquantitativo, faz-se
importante minimizar as variabilidades na intensidade das
reacdes que estejam relacionadas tanto ao processo de
fixac&o, quanto ao processamento ou ainda recuperacéo
antigénica. Para isso, ressalta-se a necessidade de
rigorosa padronizacdo nos cuidados da peca desde a
obtencédo até a fase de imunomarcacéo.

Atrasos na ﬁxogdo, por exemplo, resultam em aumento
da degradacao proteolitica e, a depender do antigeno
utilizado, pode determinar auséncia ou reacéo fraca em
decorréncia da reducdo da imunoreatividade do tecido.
Além disso, a protedlise frequentemente causa ligacdes
ndo especificas entre moléculas n&o relacionadas. Tal
fato, eventualmente pode ter contribuido para a auséncia
de marcacdo na avaliacdo da expressdo da B3-catenina
neste estudo. Para tanto, o processo de fixacdo deve
preferencialmente iniciar logo apés a remocéo cirirgica
do tecido (em periodo inferior a 30 min). Orgdos e
tumores sélidos devem ser incisados para garantir maior
rapidez na fixag&o. Caso o atraso no processo de fixacdo
seja inevitavel, a refrigeracdo da peca é recomendada.

O processo de fixacdo pelo formaldeido inicia-
se pelas porcdes periféricas do tecido conforme a
solucdo penetra no material e, caso esse processo seja
interrompido por remocé&o precoce do material (inferior
a 24 h) poderd haver fixacdo mista do tecido, dada
inicialmente pelo formaldeido e, secundariamente pelo
dlcool. Assim, a formacdo de cross-links ocorrerd apenas
nas margens enquanto em direcdo ao centro, poderd
ocorrer o processo de fixacdo por coagulacdo pelo
dlcool (durante a fase de desidratacdo) ou, ainda, as
porcdes centrais podem permanecer ndo fixadas. Como
resultado, em determinados cortes, as imunomarcacdes
podem ser erroneamente mais intensas no centro ou

C

na periferia, a depender do anticorpo utilizado e se o
epitopo recuperado foi utilizado ou néo.

Para evitar situacdes semelhantes, amostras de
espécimes cirlrgicas destinadas a imunoistoquimica
devem preferencialmente ser processadas, em fatias finas
(cerca de 3 mm) e fixadas por periodo de 24 h para
garantir a otimizacdo na formacéo de cross-links em toda
extensdo do tecido. Para pequenos fragmentos (como nos
casos de biépsias) em que a fixacdo por 24 h nem sempre
é factivel; um periodo minimo de 100 min deve ser entdo
respeitado, pois pelo menos metade da capacidade
méxima de ligacdo do formaldeido j& foi atingida.

Em um outro extremo, vale ressaltar que processos
de fixacdo prolongados em solucdo de formol podem
também levar as reacdes fracas ou ausentes, que irdo
depender amplamente da susceptibilidade individual dos
epitopos a serem analisados. Um excesso de cross-links,
assim como a presenca de substancias contaminantes na
solucdo, possivelmente contribui para isso podendo levar
a danos irreversiveis em alguns epitopos.

Como possivel meio de evitar tal situacdo, ao manejar
tecidos que permaneceram por tempo prolongado
de fixacdo, preconiza-se processar o material em 3
blocos separados, expondo-os a tempos diferentes e
progressivamente maiores de acdo a proteases ou de
recuperacdo de epitopos induzidas por calor. A fatia
que apresentar o melhor padrdo de marcacdo, deve ser
utilizado para leitura e interpretacdo. Além disso, artificios
como exposicdo a altas concentracdes de anticorpos,
longos periodos de incubacdo ou ainda amplificacdo
de sinal, podem também ser Oteis nesse processo. No
enftanto, vale lembrar que todos esses mecanismos
podem recuperar alguns epitopo, porém frequentemente
aumentam o ruido de fundo. Assim sendo, o melhor a
fazer é sempre evitar periodos de fixacdo excessivos por
além de 48 h.

Por fim, com relacdo aos artefatos decorrentes do
processamento do tecido, alguns pontos devem ser
ressaltados. Em primeiro lugar, se a solucdo alcodlica for
repetidamente utilizada, a desidratacéo tecidual pode
ocorrer de forma inadequada uma vez que a solucdo
pode perder a capacidade desidratante, resultando em
marcacdo fraca ou ausente das células. Ao mesmo tempo,
reacdes ndo especificas, especialmente na periferia dos
cortes, podem ocorrer.

Além disso, tanto a presenca de contaminantes no
xileno, quanto variacdes na temperatura da incorporacéo
a parafina, podem ser deletérias e contribuir para amplas
variacdes na imunomarcacdo. No entanto, sabe-se que
esse processamento do tecido exerce menor influéncia
nos mecanismos de imunomarcacdo quando comparados
a etapa de fixacdo no formaldeido.

AXL

A familia de receptores tirosinaquinases (Tyro 3, Axl,
MerTK) é assim definida porque cada membro dessa
familia possui 1 combinagdo extracelular de 2 dominios
similares a imunoglobulinas e 2 repeticdes de fibronectina
tipo Ill, sendo 1 porcdo transmembrana e 1 regido
intracelular com atividade intrinseca de firosinaquinase.
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Expressdo aumentada de AXL tem sido frequentemente
detectada em vdrios tipos de neoplasias e seu papel na
manutencdo da tumorigénese tem sido bem reconhecido.
Dessa forma, AXL tem-se relacionado ao crescimento
tumoral e & disseminacdo por meio de efeitos positivos
com relacdo a sobrevivéncia celular, proliferacdo,
migracdo e invasdo tumoral. Além disso, a sinalizacdo
do AXL também estd envolvida em outros processos que
envolvem mecanismos desde a diferenciacdo celular,
protecdo dos vasos sanguineos contra injuria, remocdo
de células apoptdticas, hematopoiese, agregacdo de
plaquetas e regulacdo da producdo de citocinas pré-
inflamatérias. 42

Neste estudo, a andlise da expressGo do AXL no
carcinoma ductal invasor de mama foi realizada com a
presenca de controles que eram compostos por tecido
mamdrio normal, fibroadenoma (lesdo benigna) e
carcinoma intraductal (lesdo in situ). Além disso, a andlise
de expressdo do AXL nos tecidos foi categorizada de
forma semiquantitativa em diferentes padrdes, definidos
como ausente, fraco, moderado e forte. Assim, ao
considerar os percentuais de marcacdo dentre todas
as amostras tumorais avaliadas, obteve-se a seguinte
distribuicdo: negativo (28,8%); fraco (19%); moderado
(21,2%); e forte (14%).

Apesar de aqui ndo haver significancia estatistica nas
diferentes andlises quando se subdividiram os respectivos
padrdes de expressdo do AXL e correlacionaram com
fatores prognésticos especificos ou aos diferentes grupos-
controle, pdde-se ainda sim observar algumas diferencas
percentuais que valem ser citadas conforme seguem.

Inicialmente, quando se compara o padrdo de
expressdo do AXL entre o grupo tumoral e controles,
observa-se predominio de marcacdes do tipo negativo
ou fraco no grupo tumoral (58%), enquanto nos grupos-
controle o predominio foi de padrdo moderado ou forte
(70%). Esses dados contrapdem-se s informacdes
disponiveis na literatura, pois conforme alguns autores,
o AXL apresenta-se largamente distribuido nos tumores
sélidos, incluindo o carcinoma mamdrio e seus niveis se
correlacionam com a maior ocorréncia de metdstases.*44°
Além disso, diversos estudos t#€m mostrado que a
express@o aberrante do AXL estd ligada & ativacdo de
vias sinalizadoras da oncogénese, incluindo as vias
PI3K/Akt e/ou MAPK/Erk e que, além disso, estdo
entre as principais vias envolvidas na manutencdo de
caracteristicas agressivas das células tumorais, dentre elas
a resisténcia a drogas e o comportamento metastdtica.*®

Em andlises envolvendo aspectos clinicos e fatores
progndsticos histopatolégicos relacionados ao céncer
de mama, quando consideraram-se inicialmente o fator
idade, observou-se que no grupo de pacientes mais
jovens (<50 anos) houve predominio dos padrées de
expressdo negativo ou fraco (67%).

Com relacdo a avaliacdo do tamanho tumoral (T)
observou-se que, para tumores menores, a expressdo
do AXL predominava como padrdo negativo ou fraco,
com frequéncia de 60% nos tumores T1 e 64,5% em T2.
Para tumores T3 e T4 ndo houve diferencas percentuais
entre os padrdes de marcacdo existente, o que limita a
interpretacdo desses dados.

C

Nessemesmosentido, aocorrelacionaroacometimento
linfonodal com a expressdo do AXL, observou-se que no
grupo de pacientes sem comprometimento linfonodal
(NO) os padrdes predominantes foram negativo ou fraco
(71%). Para os subgrupos com acometimento linfonodal
axilar (N1, N2 e N3) n&o houve diferencas percentuais
de expressdo.

Ao considerar-se ainda o grau de diferenciacdo
tumoral, dentre os demais fatores prognésticos
anatomopatolégicos descritos, observou-se que, em
tumores pouco diferenciados (G3), o maior percentual foi
de padrées negativo ou fraco (60%). Nos grupos bem
diferenciado (G 1) e moderadamente diferenciados (G2)
ndo foram observadas diferencas percentuais.

Em contrapartida a esses dados, Ahmed et a
sugeriram que a expressdo aumentada de AXL associa-
se & maior agressividade do céncer de mama, dado,
entre outros, por menor grau de diferenciacéo tumoral e
maior acometimento linfonodal. No entanto, Jin et al.*®
ndo encontraram qualquer correlaco significante entre
a expressdo de AXL e alguns dos fatores prognésticos
acima descritos, que incluem idade, tamanho do tumor
e metdstases em linfonodos. Apesar disso, estes autores
reportaram correlacdo significativa entre a expressdo
de AXL e o grau histolégico tumoral, assim como com a
expressdo de ER e de PR.“8

Em andlise do padrdo de expressdo do AXL
correlacionado aos subtipos moleculares substitutos,
nota-se que nos subtipos tumorais considerados de
biologia mais agressiva (friplo negativo e HER2+) hd
maior percentual dos padrdes de expressdo negativo e
fraco (78% nos triplos negativos e 71% HER 2+) quando
comparados aos padrdes de expressGo moderado e
forte. Com relacdo aos subtipos luminais, ndo foram
observadas diferencas percentuais nestas distribuicdes.
Esses dados sdo contrapostos por alguns autores que
relacionam a expressGo de AXL principalmente com
o subtipo triplo-negativo (TNBC) e, devido a isto, ele
tem sido considerado como marcador deste subtipo de
carcinoma mamdrio.

Esses achados séo também confirmados por andlises
de dados de sequenciamento de RNA que revelaram
que somente o subtipo TNBC expressa altos niveis de
AXL. Entretanto, a andlise dos niveis de expressGo de
AXL em diferentes amostras de pacientes levou a dados
conflitantes.®

Outros autores avaliaram a expressdo AXL ao nivel
proteico, utilizando anticorpos AXL em amostras de
tumores mamdrios humanos, correlacionando essas
informacdes aos dados clinicos. Estas andlises revelaram
que a expressdo de AXL pode ser detectada em diversos
subtipos moleculares, assim como encontrado no presente
estudo e os niveis de expressdo podem estar relacionados
& evolucdo clinica. Assim, em pacientes com o subtipo
HER2+, nos quais a existéncia de complexos de proteinas
AXL/HER2 colocalizadas na membrana plasmdtica
estejam em altos niveis, observa-se maior ocorréncia de
metdstases no pulmao e cérebro.*

Por fim, considerando-se o desfecho clinico e a
progressdo ou ndo de doenca, que é caracterizada
por recorréncia local ou evolucdo com metdstases nas

|47
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pacientes com desfecho clinico favordvel, ou seja, sem
sinais de progressdo de doenca, o padrdo de expressdo
predominante foi negativo ou fraco (64,1%). Aquelas
com desfecho clinico desfavoravel, isto é, com evidéncia
de progressdo de doenca, ndo apresentaram diferencas
percentuais nestes padrées. Assim, novamente, esses
achados apresentam-se  parcialmente  discordantes
de publicacdes anteriores que correlacionam a alta
expressdo da proteina de AXL com evolucdo clinica
desfavordvel em todos os subtipos de carcinoma mamario.
Em contrapartida, baixos niveis de expressdo de AXL
foram associados & maior sobrevida, o que, em parte,
estd de acordo com os percentuais identificados nesta
pesquisa.”’ No entretanto, outros pesquisadores ndo
encontraram qualquer associacdo entre a expresséo de
AXL e a sobrevida livre de doenca ou sobrevida global.#¢
Estes resultados mostram, portanto, associagdes
conflitantes entre a expressdo do AXL e o comportamento
bioldgico do cancer de mama, assim como também
observado em publicacdes anteriores. D'Affonso et al.*°
investigaram 569 casos de céncer de mama e sugeriram
que ndo hd relacdo entre a expressdo de AXL e o nivel de
expressdo ER; Berclaz et al.’" sugeriram que a expressdo
de AXL era significantemente associada com o nivel de
ER, assim, a expressdo de AXL era confinada aos tumores
ER positivo, entretanto nem todos os tumores ER positivos
expressaram a proteina AXL. Nesse sentido, estes autores
hipotetizaram que ER regula a ativacdo de AXL, também
inibindo a apoptose celular pela superexpresséo de Bcl-
3 (gene anti-apoptético), o que levaria & algumas das
caracteristicas de comportamento agressivo observada
nestas células tumorais.”

Portanto, conforme alguns dados da literatura,
bem como considerando os resultados desta pesquisa,
permanece confenciosa a relacdo da expressdo do AXL
com os fatores prognésticos especificos do carcinoma
mamdrio ductal invasivo, bem como a expressdo do AXL
como possivel fator prognéstico independente quando
relacionado aos desfechos clinicos. Sendo assim, os
mecanismos subjacentes a estas relagdes permanecem
ndo completamente esclarecidos.

Consideracdes finais, limitacdes e perspectivas futuras

Tendo em vista os dados atuais de incidénciq,
prevaléncia e mortalidade pelo céncer de mama, faz-se
necessdrio a busca por novos marcadores que possam ser
utilizados como indicadores de gravidade ou evolucdo
clinica desfavoravel, orientando o uso de modalidades
distintas de tratamento, bem como o desenvolvimento de
novos alvos terapéuticos. Limitacdes maiores a este estudo
foram ter sido ele avaliado retrospectivamente, por meio
da coleta de dados em prontudrios e blocos histoldgicos,
das pacientes com diagnéstico de cdncer de mama
atendidas em hospital universitdrio Gnico. Foram feitas
buscas para coleta dos respectivos blocos de parafina
com a amostra tumoral (biépsia ou cirurgia). Vale ressaltar
que nessa etapa houve perda significativa de amostras,
sejo pela fragmentacdo de dados em prontudrios,
auséncia de segmento clinico adequado, inexisténcia
dos blocos histopatolégicos correspondentes, ou terem
sido eles insuficientes para as andlises que se deseja fizer.

C

Ponto positivo é que no planeamento do trabalho foram
confeccionados blocos multiamostrais (a partir do material
histopatolégico tumoral) para realizacdo da técnica de
imunoistoquimica utilizando os anticorpos f3-catenina e
AXL, mas também foram incluidos controles compostos
por tecido mamdrio normal, lesdo mamdria benigna

(fibroadenoma) e tumor in situ (carcinoma intraductal).

Apesar dos resultados conflitantes com os dados
disponiveis na literatura, sabe-se que f3-catenina e
AXL estdo relacionadas aos processos de regulacdo e
crescimento celular e, a expressdo aberrante de ambos,
relacionada a carcinogénese. Além disso, alguns estudos
ao analisar o padrdo de expresso desses marcadores,
correlacionando-os aos padrdes de resposta  em
diferentes tipos de neoplasias malignas, sugerem
possivel papel preditivo e progndstico de ambos como
potenciais biomarcadores de agressividade, bem como
eventuais alvos para terapias anticancer. Novos esforcos
devem ser direcionados para maior esclarecimento da
relacGo desses e de outros marcadores para que em
futuro préximo, novos fatores preditores de evolucdo de
doenca e agentes terapéuticos alvo-especificos sejam
desenvolvidos, individualizando ainda mais o tratamento
do céncer de mama para que um novo

horizonte de maior sobrevida e melhor qualidade de
vida seja revelado.

CONCLUSOES

Quando analisados adenocarcinoma mamdrio do
tipo ductal invasor em TMA ndo houve correlagéo na
expressdo de f3-catenina e AXL quando comparados &
sobrevida global, progresséo tumoral e grau histolégico.
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