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Avaliacao da apoptose no carcinoma ductal infiltrante da mama:
associacao com graus histologicos e fatores prognésticos

Assesment of apoptosis in breast cancer: association with histological grade
and prognostic factors

Rogério Estevam Farias,' Andrezza Rodrigues Souza,? Fernando Monteiro Aarestrup

Resumo

A apoptose ¢ um importante fator no crescimento do cincer de mama, tendo sido associada a progressao tumoral.
Neste estudo, a presenca de células apoptdticas em carcinoma ductal infiltrante (CDI) graus histolégicos I, II e IIT
foi investigada e comparada com outros fatores progndsticos do cincer de mama. A detecgdo in situ da apoptose
em células tumorais foi investigada pelo método TUNEL (Zerminaldeoxynucleotidyl-transferase-mediated dUTP-
FITC nick end-labeling). A proliferagio celular, receptores hormonais, ¢-erbB-2 ¢ p53 foram analisados utilizando-
se procedimento imunoistoquimico. Nossos dados demonstraram que alto indice apoptético estd associado a
maiores niveis de proliferagao, & expressio aumentada de p53, a tumores pouco diferenciados e a negatividade
para receptores hormonais. Estes achados indicam que em carcinomas ductais da mama o ndmero de células em
apoptose estd diretamente associado & progressao histoldgica e de outros fatores de mal progndsticos, influenciando
no comportamento bioldgico desses tumores.

Palavras-chave: Neoplasias mamdrias; Carcinoma de ductos infiltrante; Apoptose; Estadiamento de neoplasias;
Prognéstico.

Abstract

Apoptosis is an important factor of breast cancer growth and is associated to tumoral development. In the present
study, the presence of apoptotic cells tumor was investigated in grade I, II and III invasive breast cancer and
compared with another prognostic factors. In situ detection of tumor apoptotic cells was investigated by the
TUNEL method. Tumor cell proliferation, hormonal receptor, c-erbB-2 and p53 was investigated using
immuhistochemical procedure. Our data demonstrated that patients with high apoptotic rate are associated with
higher levels of cell proliferation, positive p53 overexpression, negative hormonal expression and high grade breast
cancer. Taken together, the results suggested that the rate of apoptosis reflect degrees of histological breast cancer
and is associated with another prognostic factors playing an important role in breast cancer biological behavior.
Key words: Breast neoplasms; Infiltrating duct carcinoma; Apoptosis; Neoplasm staging; Prognosis.
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INTRODUCAO

O crescimento tumoral estd relacionado a um balanco
resultante do somatdrio entre proliferagio e morte celular.
A medida combinada de morte celular e proliferagio ¢
uma importante arma na predi¢io mais realista do
comportamento tumoral. O mecanismo geneticamente
controlado de morte celular é chamado de apoptose, que
¢ fundamental para a eliminacio de células danificadas.
Estudos recentes demonstram a relevincia da morte
celular programada na homeostase tecidual, na
organogénese e na patogenia dos tumores.'

A apoptose depende de processos bioquimicamente
regulados contingenciados por eventos de estimulagio
do meio ambiente tecidual. Do ponto de vista
morfolégico, podemos observar, a partir da clivagem
do DNA pelas endonucleases, alteragdes como picnose,
fragmentacio nuclear e protedlise do citoesqueleto. Os
detalhes da regulagio da apoptose por oncongenes e genes
supressores ainda ndo sdo totalmente entendidos, embora
saiba-se da participagdo do gene p53.°7 A sua expressio

imunoistoquimica parece estar relacionada a fenétipos
8-10

N .

agressivos e a resisténcia a quimiotergpicos.

Os receptores hormonais também apresentam
caracteristicas de fator preditivo A resposta terapéutica,
exibindo associa¢io com o curso clinico dos carcinomas
da mama. A positividade para receptores de estrogénio
(RE) e progesterona (RP) ¢ um excelente marcador de
diferenciacio dos carcinomas mamdrios. Outro
importante fator preditivo é a expressao do gene c-erbB-
2, cuja amplificagdo ocorre em um ter¢o dos carcinomas
mamdrios e estd associado ao alto grau histoldgico, e a
reducgio da sobrevida.''"'

Do ponto de vista morfolégico, a maioria dos
tumores malignos da mama ¢ classificada como
carcinoma ductal infiltrante. Sua graduacio histolégica
aplicada por Bloom e Richardson modificada por Elston
e Ellis,” foi capaz de diminuir os problemas de
reprodutibilidade e mostrar forte associagio entre graus
histoldgicos e prognéstico. O Grau I tem sobrevida
melhor que grau II e IIT (P<0,0001).'¢

No cancer de mama muito embora o ndmero de
células apoptéticas crescam com o tamanho tumoral, a
apoptose ¢ pouco detectada em tumores com receptor
de estrogénio positivo.'” Além disso o Indice Apoptético
(I.A.) estd associado com a atividade mitdtica, alto grau
histolégico, tumores pouco diferenciados e com
superexpressao do gene p53." Observa-se portanto uma
associagdo direta entre o ndmero de células apoptdticas
e comportamento biolégico agressivo.

Através deste estudo, deparamos, sem divida, com
problemas complexos, abertos ¢ com uma resultante
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entrépica que é a morte celular. Este fenémeno estd
integrado a outras varidveis bioldgicas como a expressao
de genes supressores e a fatores proliferativos. Neste
estudo a carcinogénese mamdria foi avaliada a partir
dos vérios estdgios morfoldgicos da doenca, comparando-
a com os {ndices apoptdticos e com outros fatores
progndsticos.

MATERIAL E METODO

AMOSTRA

Este foi um estudo retrospectivo, descritivo, que
avaliou 39 amostras de pacientes portadores de
carcinoma ductal infiltrante divididos em 3 grupos (I,
II, III). As amostras de cAncer de mama foram obtidas
no Servigo de Imunoistoquimica do Laboratério
Anticorpos, Niteréi, RJ. O material produto de
lumpectomia, fixado em formaldeido, emblocado em
parafina e submetido ao estudo das varidveis: revisio
histopatolégica, estudo imunoistoquimico de marcadores
progndsticos e detecgio iz situ da apoptose. Os casos
de carcinoma ductal infiltrante, foram separados em trés
grupos, de acordo com os critérios de graduagio de
Bloom e Richardson (Modificada por Elston e Ellis)."”
Grupo I - 13 pacientes classificados como grau histoldgico 1.
Grupo II - 14 pacientes dassificados como grau histolégico II.
Grupo III - 12 pacientes dassificados como grau histolégico 111

Foram excluidos os casos em que houve tratamento
quimio ou radioterdpico prévio a bidpsia ou material
sem condiges técnicas para andlise.

Estudo histopatoldgico: as amostras, em blocos de
parafina, foram submetidas a cortes histolégicos de 4
micras de espessuras ¢ montadas em liminas para
coloragio de rotina em hematoxilina e eosina (H&E).
As laminas foram revisadas e graduadas de acordo com
os critérios de Bloom e Richardson (modificado por
Elston e Ellis), apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Graduagéo Bloom e Richardson (modificada por Elston
e Ellis)

1. Formagéo tubular Escore
Maioria do tumor (>75%) 1
Grau moderado (10-75%) 2
Pouca formacéo (<10%) 3
2. Pleomorfismo Nuclear

Nucleos pequenos, regulares e uniformes 1
Aumento moderado de tamanho e variabilidade 2
Marcada variacéo e pleomorfismo 3
3. Contagem mitdtica

0-5 mitoses 1
6-10 mitoses 2
>11 mitoses 3




Graduagao:

3-5 pontos: Grau I -Bem diferenciado

6-7 pontos: Grau II -Moderadamente diferenciado
8-9 pontos: Grau III-Pouco diferenciado

mitose foram contadas na periferia do

Figuras de
tumor em 10 campos de grande aumento (objetiva 40x).

ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Cortes de 4 mm de espessura foram aplicados em
laminas silanizadas (3-aminopropiltrietoxi-silane; Sigma
Chemical, Co; USA), desparafinados em estufa a 60°C,
hidratados em passagens de xilol, dlcool absoluto, dlcool
a70% e dgua destilada. O método do complexo avidina-
biotina peroxidase anti-peroxidase foi utilizado no estudo
das amostras. Sucintamente, os cortes foram submetidos
a recuperagio antigénica, com imersio dos fragmentos
em tampao citrato 0,001M, PH 6.0, bloqueio da
peroxidase com dgua oxigenada a 3% e posteriormente
incubados em anticorpos primdrios (Quadro 1) por 1
hora, anticorpos secunddrios biotinilados 30mim e
aplicados ao complexo avidina-biotina por mais 30min.
A coloragao foi feita com adigao de substrato cromégeno
diaminobenzidina por cerca de 1 minuto. O

Quadro 1. Anticorpos para imunoistoquimica
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procedimento foi finalizado com contracolora¢io,
utilizando-se a Hematoxilina de Harris (Merck). Em
cada caso, cortes foram utilizados para controle de
coloragdo, pela omissio do anticorpo primdrio ou do
secunddrio.

A andlise imunoistoquimica da expressao da proteina
Ki67 e p53 foi considerada positiva quando um padrao
nuclear distinto foi observado em mais de 15% das
células.”” A percentagem de células positivas foi analisada
em 10 campos de maior aumento do microscépio (400x)
em dreas aleatdrias e adequadas 3 interpretagio. Os
receptores de estrogénio e progesterona também foram
considerados positivos quando apresentavam padrio de
coloracio nuclear. Os pontos de corte utilizados para
quantificar o ndmero de células RE e RP positivas foram:
<10% de células coradas, 10-25%, 25-50%, 50-75% e
>75% de células positivas. Foi considerado negativo
valor menor que 10%, de acordo com outros
trabalhos.%

Para andlise do c-erbB-2, utilizamos o sistema de
interpretagio do Hercept system da DAKO Co. USA
(Quadro 2).

Anticorpo Antigeno Clone Marca
a-p53 Proteina p53 tipo selvagem e mutante DO7 Dako
a-Kié67 Proteina Ki67 MIB-1 Dako

o-RE Receptor de estrogénio 6F11+1D5 Dako/Novocastra
o-RP Receptor de progesterona 312 Novocastra
a-erbB-2 Oncoproteina c-erbB-2 Policlonal Dako

Quadro 2. Sistema de inferpretacdo Herceptest DAKO

Padréo de imunomarcacéo

Pontuagdo

Concluséo (presenca de superexpressdo da
oncoproteina HER2 -neu/c-erbB-2)

Auséncia ou menos de 10% de

células tumorais

imunopositividade na membrana das 0 Negativo
células tumorais

Imunopositividade fraca em parte da

membrana em mais de 10% das 1+ Negativo
células tumorais

Imunopositividade fraca a moderada

em toda a membrana em mais de 10% 2+ Fracamente positivo
das células tumorais

Imunopositividade intensa em toda a

membrana em mais de 10% das 3+ Fortemente positivo
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DETECCAO /# S/TUDE APOPTOSE

A presenca de células em apoptose foi investigada
pelo método TUNEL (7dT mediated dUTP nick end
labeling), em cortes histolégicos, com 4 mm de
espessura, de tecido com carcinoma da mama. Foi
utilizado o "Kit" comercial ApopTag Plus (Oncor,
Gaithersburg, MD.USA) com a finalidade de identificar
as células em processo de apoptose via marcagio de
fragmentos terminais de DNA (porgao 3' -OH),
caracteristicamente relacionado com a fragmentagio do
DNA nuclear, possibilitando a identificagao morfoldgica
de células em apoptose. As etapas do método empregado
sdo descritas abaixo:

- Desparafinagio dos cortes em solugio xilol (2 banhos
de 5 min)

- Lavagem em 4lcool absoluto (2 banhos de 5 min)

- Lavagem em dlcool a 95% e 70% (1 banho por 3 min)
- Lavagem em PBS (5 min)

- Incubagio em solugio de proteinas k (20 pg/ml) por
15 minutos a temperatura ambiente

- Lavagem em d4gua destilada (4 banhos de 2 min)

- Incubagio em peréxido de hidrogénio a 2%, diluido
em PBS (5 min)

- Lavagem em PBS (2 banhos de 5 min)

- Incuba¢do em solugio tampao de equilibrio ApopTag
Plus utilizando laminula de pldstico (1 min)

- Incuba¢io em enzima TdT a 37°, em cAmara dmida
(1 hora)

- Incubagdo em solugdo tampao Stop/Wash apopTag Plus
a temperatura ambiente (10 min)

- Incuba¢io com Anti-Digoxigenina-Peroxidase em
cAmara Umida A temperatura ambiente (30 min)

- Lavagem em PBS (4 banhos de 5 min)

- Incubagio com DAB i temperatura ambiente (5 min)
- Contracoloracio com hematoxilina de Harris (5min)
- Lavagem em dgua destilada (3 banhos por 30 seg)

- Lavagem em butanol 100% (3 banhos de 30 seg)

- Montagem da limina.

O controle positivo da reagdo foi realizado,
utilizando-se cortes histolégicos de glindula mamdria
de camundongos (fixagio em solugio de formol
tamponado a 10% e impregnac¢io em parafina)
fornecidos em conjunto com os outros reagentes do "kit"
ApopTag Plus. Como controle negativo foram utilizados
cortes histolégicos de carcinoma mamdrio, sendo
omitida a etapa de incubagio com o anticorpo anti-
digoxigenina. As medidas quantitativas foram expressas
em porcentagem de células apoptdticas contadas em
objetivas de maior aumento (40x). Areas tumorais
necrdticas ou com intenso infiltrado inflamatério foram
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evitadas. Areas periféricas, respeitando os limites
tumorais, foram priorizadas na andlise.

CAPTURA DE IMAGEM E CONTAGEM DE CELULAS

As imagens histopatoldgicas dos cortes corados por
imunoistoquimica ¢ detecgdo in situ da apoptose foram
capturadas e avaliadas por sistema computadorizado de
captura de imagems Axion Vision (Zeiss, Berhlim,
Germany). Foi realizado captura de imagem com cimara
digital, obtida pelas objetivas de 10x, 20x e 40x do
microscépio modelo AXIOSTAR PLUS (Zeiss, Berhlim,
Germany). As imagems foram arquivadas e submetidas
a contagens de células tumorais e inflamatdrias com
auxilio de marcacio digital.

ANALISE ESTATISTICA

As amostras foram comparadas, utilizando-se teste #
de Student ou pelo teste ANOVA (programa de
computador Origin for windows). Qualquer valor de
p<0,05 foi considerado significante.

RESULTADOS

ACHADOS HISTOPATOLOGICOS

Os carcinomas ductais estudados apresentaram
invasdo estromal, variagbes arquiteturais e citoldgicas nas
amostras avaliadas. Segundo o tipo histoldgico, observou-
se maior ou menor quantidade de estroma, formagio de
tibulos, acimulos celulares bem ou mal definidos e fileiras
de células malignas. Morfologicamente, as células tumorais
também variavam segundo o grau histolégico,
apresentando graus de pleomorfismo, anisocariose,
hipercromasia nuclear, presen¢a de nucléolos, figuras
mitéticas e corpos apoptdticos. Observou-se ainda, na
maioria dos tumores avaliados, d4reas de necrose,
calcifica¢io e infiltrado inflamatério mononuclear de
intensidade varidvel. A ocorréncia de componente
intraductal nio foi incomum, notando-se padrio tipo
comedo, sdlido, cribriforme e papilifero.

Os carcinomas ductais grau I, em geral,
apresentavam estruturas epiteliais em padrao glandular/
tubular (Figura 1A), ocupando mais de 75% do tumor.
Essas estruturas exibiam conformacgio levemente
irregular, freqiientemente exibindo angulagao e lume.
Nao observou-se a presenca de células mioepiteliais em
torno das estruturas glandulares malignas. Poucas figuras
mitdticas, foram observadas, e houve pequena variagdo
do tamanho nuclear das células malignas. O componente
intraductal observado nessa classe de tumores, em geral,

era do tipo cribriforme.



Nos carcinomas ductais grau II, notou-se menor
quantidade de estruturas tubulares, com presenca de
ninhos ou actimulos celulares (Figura 1B). Havia
moderada variagio da forma e tamanho das células e de
nucleos. Os nucleos das células tumorais exibiam aspecto
vesiculoso, por vezes com hipercromasia, irregularidade
da membrana e nucléolo visivel.

Os tumores classificados como grau III exibiam
arquitetura com poucas formagdes glandulares ou
tubulares, observando-se acimulos ou fileiras de células
infiltrando o tecido conjuntivo (Figura 1C). Houve
marcada variagio da forma e tamanho das células e dos
ntcleos. Estes ultimos exibiam, por vezes, padrio
bizarro, com nucléolo evidente, por vezes, multiplos.
Havia grande ndmero de mitoses atipicas, presenca de
necrose e de corpos apoptdticos.

Numa andlise morfoldgica, as células apoptdticas
apareceram nas bidpsias tumorais como células isoladas,
pequenos grupos de células apoptdticas ou elementos
fagocitados por células macrofdgicas. Nas fases iniciais,
as células apoptéticas apresentavam-se com citoplasma
acentuadamente acidéfilo, e com nucleos ora exibindo
a cromatina marcadamente condensada, ora marginando
o nucleo. Nas fases intermedidrias da apoptose, o ntcleo
apresentava-se fragmentado em estruturas esféricas e,
nas fases tardias, como remanescentes nucleares isolados,
formando os corpos apoptéticos. (Figura 1D). Nio se
observou infiltrado inflamatério em torno destes
elementos descritos.

Apoptose no carcinoma ductal infiltrante da mama

tumorais apoptdticas, evidenciando maior ndmero de
células positivas nos tumores pouco diferenciados,
quando comparados com os tumores bem diferenciados
(Figura 2A, 2B e 2C). Vdrios padrées morfoldgicos
foram observados, notando-se nicleos condensados,
fragmentados, e com presenca de corpos apoptdticos
marcados no interior de macréfagos (Figura 2D).
Quando comparadas (andlise multivariada), a contagem

em porcentagem de células apoptdticas em relagio a

células tumorais, notou-se diferenca estatistica entres
os grupos I, I e I1I (CDI graus I, II, III) (p=0,020). Os
CDI grau histolégico III mostraram ser o de maior indice
apoptético (IA) (Grificol).

DETECCAO /¥ S/7/DA APOPTOSE E FATORES PROGNOSTICOS
USUAIS NO CANCER DE MAMA

Através do método TUNEL, evidenciamos 7 situ a

presenca de células apoptdticas em todas as lesdes

avaliadas. Uma nitida marcacio foi observada nas células

Grafico 1

A marcagio para RE e RP revelou o padrio habitual
de coloragio nuclear. Nos carcinomas grau histolégico
I observou-se forte marcagiao imunoistoquimica na
maioria das células tumorais. Nos tumores graus
histolégicos II e III houve maior variagdo da marcagdo
nuclear, observando-se células coradas ao lado de

elementos nio corados e ainda, tumores sem qualquer
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expressao celular dos marcadores (Figura 3A). Todos os
casos (n=13) avaliados do grupo I (CDI grau I)
mostraram-se positivos para receptores hormonais,
enquanto, no grupo III (CDI grau III, n=12), 8 casos
foram negativos, evidenciando o predominio absoluto
desses casos nos tumores pouco diferenciados. Quando
comparamos (teste ¢ de Student), indice apoptdtico e
grupos de tumores RE - ¢ RE + (subdivididos como
subgrupo A: RE negativo, menor do que 10% de
positividade no tumor e B: RE positivo, maior do que
10% de positividade no tumor), evidenciaram-se maiores
indices apoptdticos nos tumores considerados RE
negativos (p=0,0123) (Griéfico 2).

O anticorpo anti-Ki67, que indica os niveis de
proliferagao celular, indice proliferativo (I.P), também
exibiu tipica marcacio nuclear (Figura 3B) apresentando
maiores indices de prolifera¢io nos tumores pouco
diferenciados, GIII, em comparagio com os outros
dois grupos I e II (teste estatistico: andlise multivariada,
p<0,0001) (Grifico 3). Quando subdivididos em grupos
por niveis de prolifera¢ao, (subgrupo A: indice
proliferativo maior que 15%, subgrupo B: indice
proliferativo menor que 15%) e comparados (teste ¢
students), com o {ndice apoptdtico, o grupo de tumores
com maiores {ndices proliferativos (Ki67 maior que
15%) exibiu significativamente maiores indices
apoptéticos (p=0,0045) (Gréfico 4).

O anticorpo anti-p53 que revela as alteragdes
referentes ao actimulo do oncogene p53, exibiu coloragio
nuclear e maior nimero de células coradas nos tumores
pouco diferenciados, GIII (Figura 3C). Os tumores grau
histolégico I exibiram marca¢io ocasional com menor
ndmero de células coradas. Quando comparados, andlise
multivariada, os grupos I, II e III (CDI graus I, II e III)
ndo mostraram diferenca estatisticamente significante
(p=0,113) (Grifico 5). Entretanto, quando comparados
ao {ndice apoptdtico (teste ¢ de Student), os casos p53-
(Subgrupo A: tumores com menos que 15% de células
positivas) demonstraram ter menores niveis de apoptose
que os casos p53+ (Subgrupo B: tumores com mais que
15% de células positivas) (p=0,0356) (Grdfico 6).

Os casos positivos para c-erbB-2 demonstraram
grande nimero de células exibindo moderada ou forte
marcagio de membrana citoplasmdtica (Figura 3D).
Apenas um caso de tumor grau I revelou a positividade
membranar descrita, exibindo marca¢io em intensidade
moderada. Ocasionalmente observou-se marcacao
incompleta da membrana citoplasmdtica. A maioria dos
casos positivos com forte marcagio esteve no grupo III
(tumores pouco diferenciados). Nao houve diferenca
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significativa na andlise comparativa (teste # de Student),
entre os casos positivos (subgrupo A) ou negativos

(subgrupo B) para c-erbB-2 e o indice apoptético dos
tumores (p=0,714) (Grifico 7).
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DISCUSSAO
.00

8.00 O curso clinico do carcinoma mamdrio ainda é
bastante imprevisivel, refletindo processos relacionados
e a progressio de tumor, taxa de crescimento e
4,00 heterogeneidade tumoral. Algumas mulheres morrem
5 3,00 de doenga metastdtica dentro de um ano, outras, vdrias
2 0l décadas depois do diagndstico. Em face da grande
1.00 variabilidade de comportamento clinico, da incidéncia
crescente, e da alta taxa de mortalidade dessa doenca

0,00

A B

tornou-se necessario estabelecer e identificar fatores que,

apoptose

ciélulas

Subgrupas ao diagndstico, possam predizer o comportamento
Gréfico 4 bioldgico destes tumores.”!

Na dltima década, ficou evidente que a apoptose tem
um papel determinante na carcinogénese, no crescimento
tumoral e na agressividade do cAncer de mama. A taxa de

a0 crescimento tumoral ¢ resultado nao apenas dos niveis

§ 4000 B de proliferagio, mas também de morte celular.'
E 000 Até recentemente, devido aos problemas de
g reprodutibilidade, a graduagao histolégica teve seus
] 2000 resultados questionados e até mesmo seu uso como
¥ 10,00 procedimento de rotina era pouco aceito. A classificagao
@00 proposta por Bloom e Richardson, depois modificada
| I Ul por Elston e Ellis,” criou critérios mais objetivos,

(1T a0 . . .. A .

avaliando de modo semiquantitativo trés importantes
Gréfico 5 aspectos morfoldgicos: a porcentagem de formacio
tubular, o grau nuclear e a contagem mitdtica em dreas
g 500 definidas. Esses aspectos, em conjunto, constituiram
.EJI_ uma graduagio capaz de relacionar fortemente a
2w morfologia tumoral com progndstico. Ficou
3 - demonstrado que tumor grau histolégico II e III tém
‘:3 - pior curva de sobrevida que tumor grau hiftolégifo I..15
L Neste estudo, apresentamos a associagio do indice
A B apoptdtico (IA) com a graduagio histoldgica, e com

Subgrupos outros fatores progndsticos do cAncer de mama.
Grafico 6 A indugio da apoptose por agentes quimioterdpicos
¢ um importante aspecto da terapia do cAncer. Estimulos
externos, genotdxicos com danos no DNA, em geral,
800 levam & parada do ciclo celular e & morte da célula por
% 500 apoptose.”?? Entretanto, vdrios estudos tém
g7 demonstrado que a apoptose pode ser usada como
ﬁ 4,00 indicador de pior progndstico no cincer de mama.
E 3.00 | Nishimura ez al.” estudaram a relagdo entre apoptose ¢
® varidveis clinico-patoldgicas e prognésticas de cincer
2 2.00 de mama. Eles concluiram que apoptose pode refletir
€ 1.00 um alto grau de agressividade bioldgica e progndstico
o0 desfavordvel. Marcadores de proliferacio celular, indice
A B mitdtico e marcacao com Ki67 correlacionou com {ndice
Subgrupes apoptdtico em carcinoma ductal 77 situ pouco
Gréfico 7 diferenciado. Pacientes com carcinoma invasor no
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estdgio clinico I e estdgio clinico II com altos indices
apoptéticos mostraram curva de sobrevida global menor
do que com baixo indice apoptético."® Em carcinoma
ductal infiltrante as células apoptéticas investigadas pelo
método TUNEL foram mais comuns em tumores com
mais de 3 cm, grau histoldgico III, com altas contagens
de células em mitose, alto nivel de positividade para
Ki67 e positividade para p53.%

No presente estudo, observamos a associagdo entre
grau histolégico e niveis de apoptose. Graduamos os
carcinomas ductais infiltrantes, como proposto pela
classificacao Bloom e Richardsom modificada, observou-
se que tumores pouco diferenciados grau histoldgico
III apresentavam maiores niveis de apoptose do que
tumores bem diferenciados grau histolégico I. Esses
achados estdo de acordo com o que foi apresentado
pela literatura indicando o crescimento dos niveis de
apoptose com a piora do grau histoldgico, apresentando
altos niveis de apoptose nos tumores malignos pouco
diferenciados. *

Os resultados do presente trabalho confirmam ainda
observacdes prévias que associam apoptose com

226 Foi possivel, segundo a graduagao

proliferagao.
histoldgica, identificar niveis crescentes de apoptose e
indice proliferativo pelo Ki67. Segundo Lipponen ez al,”
um mecanismo regulatério comum pode justificar esta
relagdo entre os niveis de apoptose e proliferagio. Fatores
de crescimento teriam um importante papel na ativagiao
de oncogenes entre eles o c-myc e c-erbB-2, que poderiam
atuar na dupla via apoptose e proliferagio.””*

O papel do p53, segundo Jong er al,'® em mediar
prolifera¢io e apoptose nio ¢ claro. A expressio do tipo
selvagen do p53 (wr-p53) pode levar a parada do ciclo
celular em G1, inibindo a proliferagio. Além disto o
wt-p53 ¢é capaz de regular positivamente o bax e regular
negativamente o bc/-2, estimulando a apoptose. Em
tumores invasivos de mama, grande ndmero de casos
mostram positividade imunoistoquimica para o p53, que
reflete, na maioria das vezes, o aumento da meia vida
da proteina mutada p53 (m-p53) incapaz de induzir a
expressao bax e a habilidade de induzir a apoptose. Em
células tumorais ovarianas, foi possivel demonstrar que
a resisténcia a cisplatina foi conseqiiéncia da perda da
habilidade do p53 ativar bax."®* No presente trabalho,
constatamos maior expressio de p53 nos tumores grau
histolégico III, indicando que, possivelmente, face o
seu cardter supressor de tumor, o p53 nao é um fator
diretamente envolvido na promogio da apoptose nesta

classe de tumores.
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Tumores bem diferenciados invariavelmente estao
associados 2 positividade para o bcl-2, e ao receptor de
estrogénio, ao baixo indice apoptético e a negatividade
para o p53.'%242>3 Paradoxalmente o bcl-2, segundo
Sierra et al.,*' prolonga a sobrevida celular, sem conferir
vantagens proliferativas. Num contexto adverso, as
células que expressam bcl-2, portanto com potencial de
resisténcia & apoptose poderiam ter a supressio da
morte celular programada, adquirir mutages e culminar
com a progressio tumoral. Ele evidenciou maior nimero
de metdstase linfonodal em pacientes expressando bcl-2,
com negatividade para p53 e supressio apoptética.
Segundo Wu er a/,” a redu¢io da apoptose pode
favorecer o crescimento tumoral e a permanéncia de
células geneticamente aberrantes, favorecendo a
progressio tumoral.

Observamos, neste presente trabalho, maior ndmero
de casos negativos para RE nos tumores pouco
diferenciados, grau III, grupo associado a indice
apoptético e indice proliferativo mais altos. Observamos
ainda maior presenca de superexpressio de c-erbB-2 nos
tumores II e III, onde podemos detectar maiores {ndices
proliferativos. Esses achados sugerem que as altas taxas
proliferativas devem ser RE independentes e
possivelmente relacionadas a c-erbB-2, como demonstra
o trabalho de Gandhi ez 2/.”* Os autores relatam que, em
estudos in witro, células tumorais mamdrias
superexpressando c-erbB-2 tém significativamente maiores
indices apoptéticos e indices proliferativos e sugerem
uma associa¢io entre estes fatores. Deshane et 2/’
descrevem ainda que a administra¢io de anticorpos anti-
c-erbB-2 diminuem os niveis proliferativos e aumentam
os niveis de apoptose.***

A apoptose, no presente trabalho, mostrou ter
associa¢io com graduacio histoldgica do cincer de
mama. Os tumores exibindo aspecto histolégico pouco
diferenciado evidenciaram maiores {ndices apoptdticos
do que tumores bem diferenciados. Os indices
apoptéticos ainda estdo associados significativamente
com negatividade para RE e com maiores indices
proliferativos. Ainda observamos que a positividade para
c-erbB-2 ¢ p53 esteve mais presente em tumores grau
histolégico 1II do que em tumores grau histolégico I.
Esses achados indicam a associa¢io de fatores
progndsticos com os graus histoldgicos e aspectos da
biologia tumoral.

A indugio do processo de apoptose ¢ de grande
importincia no entendimento da carcinogénese
mamdria. Niveis crescentes de apoptose estdo associados

a progressao histolégica do carcinoma ductal infiltrante



da mama, sendo evidenciado altos indices de morte
celular programada em tumores pouco diferenciados,
portanto mais agressivos. Tal fato pode ser explicado
como uma tentativa da resposta imune celular em induzir
a apoptose em células tumorais com a finalidade de
supressao tumoral. Estes aspectos implicam ainda em
possiveis estratégias terapéuticas com finalidade de

induzir apoptose nesses tumores.
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