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RESUMO

A identificacdo de marcadores que possam predizer 0 comportamento dos tumores é
especialmente importante em cancer de mama devido, sobretudo, a variabilidade na progressao
clinica da doenca. Alguns marcadores tumorais e suas relagdes com o prognéstico sao discutidos,
dando-se énfase aqueles que utilizam, para sua detec¢do, 0 método imuno-histoquimico e
onde possa ser empregado material fixado em formol e embebido em parafina (material de
arquivo). Os receptores hormonais (RH) sdo 0s menos polémicos e 0s tumores positivos para
estes marcadores, geralmente, apresentam menor tamanho, menor grau histolégico e nuclear,
uma melhor resposta a terapia hormonal e um melhor prognéstico. Para os outros marcadores
tumorais aqui apresentados (c-erbB-2, catepsina D, MIB-1, PCNA, p53) existem muitas
controvérsias, mas parte da literatura associa sua presenca com tumores de alto grau histolégico
e com um pior prognostico. As divergéncias existentes na literatura sdo discutidas e chega-se
a conclusdo que mais estudos sd0 necessarios antes que 0s marcadores tumorais possam ser
utilizados como fatores prognésticos do cancer de mama.

Palavras-chave: neoplasias mamarias; marcadores bioldgicos de tumor; receptores
hormonais; c-erbB-2; PCNA; p53.

ABSTRACT

The identification of markers which could predict the behaviour of tumors, specially
breast malignancies, is important mainly because of the variability of progression of the
disease. Some tumour markers and their prognostic power are discussed mainly those that
use immunohistochemical method and a specimen fixed in formaldehyde and imbedded in
parafine. Hormonal receptors are less subject to doubt and those tomours which are positive
for these markers are, generally, smaller, whith a lower histologic and nuclear grade, a better
response to hormone therapy and a better prognosis. Other tumour markers present contro-
versies about their efficacy, but many papers link their presence to high histological grade
malignancies and a poor prognosis. Different oppinions found in the literature are discussed
and it may be concluded that more studies are needed before tumour markers could be used
as prognostic factors in breast cancer.

Key words: breast neoplasms; tumor markers, biological, hormonal receptors;
c-erbB-2; PCNA; p53.
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INTRODUCAO

Os avangos no conhecimento da Biologia
Molecular tém proporcionado melhor
entendimento dos mecanismos fundamentais
que regulam a proliferacdo e diferenciacdo
celulares, bem como o desenvolvimento de
metéstases tumorais.!

Os marcadores tumorais (ou marcadores
bioldgicos) sdo substancias presentes no tu-
mor, no sangue ou em outros liquidos
bioldgicos, produzidos primariamente por ele
ou, secundariamente pelo paciente, em
resposta & presenca do tumor. E importante
que esta substancia possa ser utilizada para
diferenciar tecidos normais de neopldsicos e
que possa ser caracterizada ou quantificada
por procedimentos relativamente praticos.!

A utilizagdo dos marcadores tumorais na
avaliacdo do progndstico do cancer de mama
tem crescido muito nos Ultimos anos. Muitos
desses marcadores, 0s quais foram inicial-
mente identificados através de estudos
moleculares ou bioquimicos, podem agora ser
localizados em cortes de tecido pelo uso da
imuno-histoquimica ou da hibridizacdo in
situ. Incluem-se nesta ampla categoria uma
variedade de proteinas, algumas das quais
estdo associadas aos oncogenes e medidores
da atividade proliferativa do tumor. 2

Os principais marcadores tumorais estdo
agrupados na Tabela 1.

MARCADORES TUMORAIS

Neste trabalho serdo discutidos alguns
marcadores tumorais, que, segundo a
literatura, sdo importantes em predizer o
prognostico do cancer de mama: receptores
hormonais (receptores de estrogénio e
receptores de progesterona); c-erbB-2;
catepsina D; MIB-1; PCNA e p53.

RECEPTORES HORMONAIS

Definigéo

Os receptores hormonais (RH) séo
proteinas que se ligam aos horménios
circulantes, mediando seus efeitos celulares.
Os mais estudados em carcinomas de mama
sdo os receptores de estrogénio (RE) e 0s
receptores de progesterona (RP).?
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A observacdo de que o crescimento de certos
tumores, principalmente aqueles derivados dos
6rgédos reprodutivos (mama, prostata, endo-
métrio, ovario), é regulado pelos horménios
esterdides (estrdgenos e androgenos) tem tido
um impacto fundamental na abordagem
terapéutica desse grupo de tumores.®

Desde que foi demonstrado que o
crescimento dos carcinomas de mama é
regulado por estrégenos, a presenca de
receptores especificos para o estrogénio em
tumores mamarios e a terapia ablativa desse
hormdnio tem produzido remisséo clinica em
pacientes com carcinoma de mama. Os
tumores que respondem a terapia hormonal
expressam altos niveis de receptores de
estrogénio, enquanto que os tumores que nao
respondem tém niveis baixos ou indetectaveis.®

Tabela 1 - Principais marcadores tumorais

Marcadores no sangue e no tecido

CEA (antigeno cdrcino-embriondrio), SP-1
(glicoproteina B, especifica da gravidez)

Marcadores associados aos tecidos

a-lactoalbumina, BHCG (horménio gonadotrofina
coridnica), componente secretério, isoantigenos
de grupos sangiineos, glicoproteina complexa TAG
72, proteina S-100, GCDFP-15: proteina liquida
da doenca cistica macroscédpica, receptores
hormonais, catepsina D

Filamento do citoesqueleto citoplasmdtico

vimentina

Proteinas transmembrana de adeséo celular

caderinas, integrinas

Proteinas da matriz extracelular

fibronectinas, tenascina

Marcadores genéticos

principais oncogenes: c-erbB-2 ou HER2 (HER2/
neu), c-erbB-3 e heregulina, mutacdes do proto-
oncogene “ras” — p21, p53, c-myc, PRAD1/
ciclinaD1 ou BCL-1, HST1, INT2, Bcl-2 (proto-
oncogene), BRCA |, BRCA I

Fatores de crescimento

EGFR: receptor do fator de crescimento epidérmico,
TGFau: transformador do fator a de crescimento

Avaliacéo imuno-histoquimica
de proliferagéo

BrdU: bromodeoxiuridina, Ki-67, PCNA, KiS1
ou MIB-1

Produto do gene anti-metastético

nucleoside diphosphate kinase (NDP kinase), nm23
(niveis reduzidos do produto do gene nm23 leva a
um aumento da capacidade metastdtica do tumor)'®




Métodos para detecgdo

Dois métodos sdo mais comumente
usados para a determinacdo dos RH: a)
método bioquimico (dextran-coated charcoal
— DCC) em tecido a fresco e b) método
imuno-histoquimico, através da utilizacdo de
anticorpos monoclonais, em cortes de tecido
congelado (sigla em inglés: ER-ICA e PR-
ICA)2* ou em cortes obtidos de tecido
embebido em parafina.2®

O método imuno-histoquimico utilizando
material parafinado oferece algumas vantagens
sobre o bioquimico: a) a possibilidade de se
trabalhar com material de arquivo; b) a
vantagem de se poder detectar RH em
espécimes pequenos; ¢) por permitir uma
analise visual da célula positiva para 0 RH (se
ela é neoplésica ou ndo neoplasica ou se a
lesdo é in situ ou invasora); d) é o método
mais econdmico.15¢

Uma alta taxa de concordancia tem sido
relatada entre as medidas obtidas pelos dois
métodos. Os resultados discordantes sdo
geralmente conseqiiéncia da heterogeneidade na
expressdo do receptor, da auséncia de tumor na
amostra analisada bioguimicamente ou da
pouca preservagdo da amostra.>?” Os RH sdo
labeis ao calor ¢ a reatividade é progressivamente
degradada em tecidos que néo séo corretamente
refrigerados ou prontamente fixados.?

Wilkens et al.* e Masood et al.” concluiram
que o método imuno-histoquimico é o método
ideal para a analise de tumores de pequeno
tamanho, inclusive biopsias por agulha fina,
quando ndo se dispde de tecido a fresco.

FreqUéncia de aparecimento dos
receptores

Cerca de dois tercos dos canceres de mama
sao positivos para RH.® Segundo a literatura
consultada, a positividade dos tumores para
0s RE varia de 60 a 81%, enquanto que para
0s RP, de 44 a 61%.591

Associagdo com cdncer

Existe uma associacdo significativa entre
0s RH e a histologia dos carcinomas de mama:
geralmente, os carcinomas medulares sdo
negativos para 0s RH, enquanto que os carci-
nomas mucinosos e papiliferos tendem a ser
positivos. A frequéncia de positividade para
os RH em carcinoma ductal infiltrante (CDI)
e carcinoma lobular (CL) infiltrante ndo é
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significativamente diferente. Nos CDI existe
uma relacdo inversa entre o grau histoldgico e
nuclear e a positividade para os RE e 0s RP212

Os RE e 0s RP estdo altamente associados
com a idade da paciente no diagndstico, sendo
significativamente mais positivos em tumores
de mulheres pés-menopausa. Os RH néo
estdo relacionados com a histéria familiar,
paridade ou idade da menarca. A maioria dos
tumores positivos para RP sdo também
positivos para RE.?

Prognéstico e sobrevida

A maioria dos autores mostra que existe
uma associagao positiva entre a presenca de
RH e um prognostico mais favoravel 881215

O impacto do estado dos RE do tumor
primario no progndstico é maior em pacientes
com metastases para linfonodos axilares,
principalmente quando mdaltiplos linfonodos
sdo afetados. Os resultados sdo semelhantes
para os RP.2

Em alguns estudos a vantagem prognostica
da positividade dos receptores hormonais
extinguiu-se apos 4-5 anos de seguimento.!6t
Shimizu et al.}” encontraram positividade de
50 e 60% para RE e RP, respectivamente, no
tumor primario e somente 25 e 30% nas
lesBes recidivadas, respectivamente.

O valor prognéstico dos RH é maior nas
mulheres pés-menopausa.'*!® As pacientes com
tumores positivos para RP mostram um
maior intervalo de tempo livre da doenca e
maior sobrevida.’*!® Os tumores positivos
para RE estdo associados a uma maior
sobrevida livre de doenca e também a uma
maior probabilidade de resposta a terapia
hormonal.* Pacientes com negatividade para
ambos os receptores (RE e RP) mostraram
pior prognostico do que aquelas pacientes com
negatividade para apenas um dos receptores.?

Stierer et al.'! mostraram uma associa¢do
significativa entre tumores positivos para RH
e baixo grau histoldgico, baixo pleomorfismo
nuclear, baixa atividade mitdtica e pacientes
pés-menopausa. O estado dos RH ndo estava
associado significativamente com a condicgéo
dos linfonodos axilares. Stierer et al.?*
encontraram que a determinacéo de RE, 0
tamanho do tumor, o estado dos linfonodos
axilares, o grau histolégico, a atividade
mitética e o pleomorfismo nuclear foram de
valor prognoéstico para sobrevida livre de
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doenca e também para sobrevida geral das
pacientes. Na andlise multivariada o estado
dos linfonodos axilares, o tamanho do tumor
e a atividade mitdtica, provaram ser fatores
progndsticos independentes, enquanto que a
determinacdo dos RE pelo método imuno-
histoquimico mostrou significancia apenas na
anélise univariada.

MacGrogan et al.® estudando 942 casos
de CDI de mama, encontraram na analise
univariada, associacdo significativa entre
tumores positivos para RP e outros
indicadores de bom prognoéstico (tumaores
menores que 2 c¢cm e de baixo grau
histoldgico). Os tumores positivos para RP
também estavam significativamente asso-
ciados, na anlise univariada, com a sobrevida
geral e com a sobrevida livre de recidiva e de
metéastase. Na andlise multivariada com o
grupo inteiro de pacientes, o estado dos
linfonodos axilares (positivos), o grau
histologico (grau Ill), o estado dos RP
(fracamente positivo ou negativo) e o tamanho
dos tumores (> 2 cm) foram fatores
prognosticos independentes (mau prognostico).
No grupo de pacientes com linfonodos
axilares negativos, o estado dos RP (fracamente
positivo ou negativo) foi o Unico fator preditor
(mau prognostico) independente para a
sobrevida geral. Para a sobrevida livre de
doenca e de metastase, o estado dos RP
(fracamente positivo ou negativo), juntamente
com o tamanho dos tumores (> 2 cm) e 0
grau histolégico (grau I11), foram fatores
prognosticos independentes (mau prognostico).
No grupo de pacientes com linfonodos axilares
positivos, o grau histologico (grau I11), o
tamanho do tumor (> 2 cm) e o estado dos RP
(fracamente positivo ou negativo), foram fatores
prognosticos independentes (mau prognastico)
para a sobrevida geral e para a sobrevida livre
de recidiva e de metéstase.

Resposta terapéutica

O valor do estudo dos RE e dos RP na
previsao da resposta ao tratamento hormonal
do cancer de mama avancado tem forte
embasamento: a taxa de resposta positiva é
de 77% para 0s tumores positivos para am-
bos; 46% para 0s tumores negativos para RE
e positivos para RP; 27% para 0s tumores
positivos para RE e negativos para RP e, 11%
para 0s tumores negativos para ambos.?
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Segundo Nicholson et al.Z a percentagem de
células positivas para RE em uma série de 118
casos de cancer de mama, relacionou-se com a
resposta do paciente a terapia endocrina. A taxa
de resposta ao tratamento foi significativamente
mais alta em mulheres com tumores positivos
para RE, especialmente quando o tumor
apresentava mais de 70% das células positivas.
Nos tumores negativos para RE raramente houve
resposta ao tratamento hormonal.

Os RE sdo também determinantes
importantes na resposta a terapia hormonal em
pacientes com doenca recidivada. Se possivel,
a anélise dos RH deve ser feita também na
lesdo recidivada, ja que ocorrem variacOes da
expressdo dos RE do tumor primario e
metastases em 25% dos casos. A probabilidade
de se encontrar uma diferenca é menor quando
0 tumor primério e as metéstases ocorrem
simultaneamente ou Se o0 tumor primario é
negativo para RE. A probabilidade de resultados
discrepantes aumenta com o aumento do
intervalo entre os espécimes e se o tumor
primério é positivo para RE.?1°

C-ERBB-2

A literatura mostra para este marcador
varios nomes e também algumas grafias
diferentes: c-erbB-2; cerbB-2; C-erbB-2, HER-2;
HER-2/neu; ERBB2; erbB2; erbB-2; neu/
c-erbB-2; oncogene neu; proteina neu; neu.
Neste trabalho sera adotado o termo “c-erbB-2”.

O c-erbB-2 tem sido extensamente
estudado em carcinomas de mama desde que
Slamon et al. (1987)%* demonstraram uma
associagao entre a sua amplificacdo e um mau
prognostico. 2

Métodos de deteccao

O método imuno-histoquimico é atualmente
0 método mais empregado para a detec¢do de
c-erbB-2, sendo mais conveniente que outras
analises, ndo somente porque a técnica é mais
facil, mas também porque existem evidéncias
de que a despeito da alta correlacdo entre a
amplificacdo do gene e a expressdo aumentada
de c-erbB-2, esta Gltima pode estar presente sem
a amplificacdo do gene.”

A imuno-histoquimica pode ser afetada
por uma variedade de fatores, incluindo
diferentes métodos de fixacdo do tecido, o
uso de diferentes métodos de recuperagdo



(retrieval) de antigenos, o uso de diferentes
anticorpos, e diferentes critérios para a
avaliacdo da coloragdo nos cortes.?® Ao se
investigar a expressao aumentada de c-erbB-2
por imuno-histoquimica, a coloragdo da mem-
brana deve ser considerada como um sinal
confiavel dessa expressdo aumentada.?

Ocorréncia no céncer de mama

A amplificacdo do gene tem sido descrita
em 10-40% dos carcinomas de mama. A
expressdo aumentada de c-erbB-2, detectada
por imuno-histoquimica, ocorre em cerca de
20% de todos os canceres de mama e em
25% dos CDI. Nenhum aumento de
expressdo tem sido descrito no CL in situ.?®
Segundo Rosen et al.** somente 10% dos car-
cinomas medulares expressam o c-erbB-2
(contra 49% dos CDI).

A associacdo da expressdo aumentada de
c-erbB-2 com a sobrevida geral e a sobrevida
livre de doenca, segundo De Potter e
Schelfhout,? seria devida ao aumento da
atividade metastatica das células tumorais que
0 expressam. A molécula desempenharia um
papel chave na patogénese da doenca de Paget
mamaria. No carcinoma ductal in situ
(CDIS), a expressdo aumentada de c-erbB-2
poderia ser um marcador preditivo para a
recidiva da doenca ap6s a resseccdo tumoral.?®

Como se tem uma alta proporcdo dos
CDIS, principalmente os do tipo comedocar-
cinoma, com expressao aumentada de c-erbB-2,
é sugerido que o c-erbB-2 desempenharia um
papel mais importante na iniciacdo do que
na progressdo do carcinoma ductal.®

Prognéstico

A relagdo entre o c-erbB-2 e o prognostico
do cancer de mama tem sido extensivamente
examinado, com consideravel atencdo a recidiva
tumoral e a sobrevida das pacientes,530.32:35
Vérios autores encontraram que a expressao
aumentada de c-erbB-2 é um indicador de
progndstico ruim.®>% De acordo com alguns
investigadores, as pacientes cujos tumores
exibem expressdo aumentada de c-erbB-2
apresentam uma sobrevida livre de doenca
menor e também uma sobrevida geral menor.53%
Entretanto, outros autores, na anélise
multivariada falharam em encontrar uma
associagdo significativa entre a sobrevida geral,
a sobrevida livre de doenca e o c-erbB-2.%

O papel do oncogene c-erbB-2 no cancer
de mama tem sido extensamente investigado;
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entretanto, os resultados permanecem contro-
versos. A associagdo da expressao aumentada
de c-erbB-2 ou sua amplificacdo com um pior
progndstico é muito mais forte em pacientes
com linfonodos positivos do que em paciente
com linfonodos negativos.*®

Alguns autores ndo encontraram
associacdo significativa entre o c-erbB-2 e 0
estado dos linfonodos axilares.344%4! Para
outros investigadores esta associa¢do foi
significativa.?"4243

Mittra et al.,*® concluiram que a influéncia
progndstica da expressdo aumentada do c-erbB-2
aumentava aritmeticamente com o ndmero
de linfonodos axilares envolvidos. Aryandono
et al.** encontraram que a positividade para
c-erbB-2 estava associada significativamente
com o numero de linfonodos axilares
comprometidos.

Uma associacdo negativa e forte entre o
c-erbB-2 e 0s RE e 0s RP também tem sido
descrita.2":3140

A expressao aumentada dos oncogenes p53
mutado e c-erbB-2 sdo as duas anormalidades
genéticas mais associadas ao carcinoma de
mama. Os tumores que expressam essas duas
proteinas teriam um pior prognostico,
possivelmente pela perda de um mecanismo
de controle inibidor da proliferacdo celular e
pelo ganho de um ativador de potencial
maligno.®® Uma coloracdo positiva para am-
bos, p53 e c-erbB-2, indica uma anormalidade
genética subjacente: mutagdes localizadas no
gene p53 e amplificacdo do c-erbB-2.3337:%

Importdncia no tratamento

A medida dos fatores progndsticos
desempenha um papel importante na terapia
do cancer de mama, especialmente no manejo
de tumores com axila negativa. O c-erbB-2 é
um dos marcadores que se mostra promissor
neste sentido.%2%:38

O estudo do c-erbB-2 em pacientes com
cancer de mama, do ponto de vista clinico,
pode tornar-se importante para uma poste-
rior quimioterapia. Aparentemente as
pacientes cujos tumores exibem uma
expressdo aumentada de c-erbB-2 podem ter
um maior beneficio com altas doses de
quimioterapia. A expressdo aumentada de
c-erbB-2 poderia, portanto, ser um marcador
Gtil para identificar as pacientes que iriam
provavelmente mais se beneficiar de altas
doses de quimioterapia adjuvante.?
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Barnes? relatou que os tumores c-erbB-2
positivos falharam em responder a terapia
endécrina e a quimioterapia. Carlomagno et
al.® e Houston et al.,*® estudando carcinomas
de mama, encontraram que a expressao
aumentada de c-erbB-2 define um subgrupo
que, provavelmente, responde pouco a terapia
endécrina.

Criticas e controvérsias

Numerosos estudos tém examinado o
significado prognostico da expressdo
aumentada de c-erbB-2 em pacientes com
cancer de mama, tanto com axila positiva
quanto com axila negativa.?032333843 Embhora
muitos investigadores sugiram gue a presenca
da expressdo de c-erbB-2 alterada seja um si-
nal de prognostico desfavoravel, o assunto
permanece controverso.®

Segundo Press et al.” a revisdo desses
estudos revelou a presenca de consideravel
variabilidade metodologica, incluindo:
grandes diferencas no tamanho das amostras,
diferentes tempos de seguimento das
pacientes, utilizacdo de diferentes técnicas,
uso de diferentes reagentes e uma grande
variabilidade de anticorpos usados em imuno-
histoquimica em material arquivado (a grande
maioria utilizou material arquivado). Esses
autores em seu estudo com o c-erbB-2,
utilizando material arquivado de 187 carci-
nomas de mama, empregaram 4 diferentes
técnicas: Southern blot, Northern blot, West-
ern blot e imuno-histoquimica. Utilizaram,
ainda, na imuno-histoquimica, 7 anticorpos
policlonais e 21 anticorpos monoclonais. Eles
concluiram que a habilidade desses anticorpos
em detectar a expressdo aumentada de c-erbB-2
foi extremamente varidvel e ndo comparavel,
dando uma explicacdo importante para a
variabilidade da taxa de expressdo aumentada
reportada na literatura.*’

As razbes para as discrepancias nos
resultados, segundo Keshgegian seriam:

a) grande variacdo do nimero de casos;

b) variagdo na metodologia;

¢) uso de diferentes anticorpos na deter-
minacdo da expressdo aumentada de c-erbB-2
por imuno-histoquimica;

d) diferentes critérios de positividade
(desde qualquer coloracdo de membrana até
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a fortemente corada, ou coloragdo do
citoplasma de uma pequena percentagem de
células até a maioria das células coradas).*

Catepsina D

A catepsina D é uma endoprotease
lisossomal 4cida, encontrada em praticamente
todas as células dos mamiferos e é um
marcador tumoral muito estudado em cancer
de mama.*®** Embora a catepsina D apresente
ampla distribui¢do nos varios tipos de células
humanas, existem diferencas quantitativas na
sua distribuicdo tecidual.’* A funcdo
fisiologica da catepsina D é desconhecida,
mas parece estar envolvida na degradacgéo das
proteinas teciduais, tanto em condiges
normais quanto patoldgicas.>* O papel da
catepsina D na carcinogénese acredita-se estar
associado a estimulagdo da sintese de ADN e
mitose durante a regeneracdo tecidual e devido
ao seu poder proteolitico, facilitaria a
disseminacdo tumoral, por digestdo de
proteoglicanos da matriz intersticial e membrana
basal.>*52 Estas evidéncias levaram a elaboracéo
da hipotese de que a secrecdo da catepsina D
pelas células tumorais facilitaria a iniciacdo e
progressdo do processo metastatico.® Segundo
Nakopoulou et al.%! a catepsina D é uma
proteina claramente associada com a invasi-
vidade tumoral e a presenca de metastases para
linfonodos axilares.

Os dois métodos mais empregados para a
deteccdo da catepsina D sdo o bioquimico e
0 imuno-histoquimico. Gohring et al.,>*
Stonelake et al.*® e Itoh et al.,% encontraram
boa correlacdo entre esses dois métodos de
deteccdo da catepsina D. Gdéhring et al.>
encontraram, na literatura, taxas de concor-
dancia de aproximadamente 70%.

Segundo Gdéhring et al.>> 0 método imuno-
histoquimico é superior ao bioquimico,
porque, além de ser um método mais simples,
fornece dados mais preditivos em relacdo ao
prognostico. Além disto, para 0 método
bioquimico h& necessidade de uma boa
guantidade de o tecido a fresco ou congelado
a -70°C. Para 0 método imuno-histoquimico
necessita-se de quantidades minimas de ma-
terial e este pode ser fixado em formol e
embebido em parafina (material de arquivo).



Alguns estudos tém demonstrado que al-
tos niveis de catepsina D, detectada através
do método bioquimico, associa-se com pior
progndstico do cancer de mama.’2%” Utilizando-
se a técnica por imuno-histoquimica, as
discrepancias nos resultados sdo grandes:
enquanto que alguns estudos ndo tém
confirmado a associagdo entre imunorrea-
tividade da catepsina D e maior agressividade
do carcinoma de mama,°%% outros tém
revelado maior agressividade bioldgica.*525

Quando se compara a expressdo da
catepsina D, através de estudo imuno-
histoquimico, com outros fatores prognosticos
do cancer de mama, como o grau histoldgico,
por exemplo, parece haver resultados
controversos, sendo que a maioria dos autores
pesquisados ndo encontrou associacdo entre
alto grau histolégico e a positividade para a
catepsina D.485155

A producdo da catepsina D parece ser
influenciada pelo estrogénio, embora esta
afirmacdo seja ainda debatida na literatura.®
Eng Tan et al.*® relataram uma associagdo en-
tre a positividade para os receptores de
estrogénio e a imunocoloracdo positiva para
a catepsina D. Outros autores ndo tém
confirmado esses achados. 8525556

A associacdo entre a expressdo aumentada
da catepsina D e a sobrevida livre de doenga
é controversa. Para esta associacdo, Aaltonen
et al.,* lwaya et al.5* e Eng Tan et al.%®
encontraram significancia estatistica.

Na literatura estudada, o Unico estudo
onde a catepsina D foi um fator prognostico
independente para a sobrevida geral, em
pacientes com linfonodos positivos e
negativos, foi o de Isola et al.*® No estudo de
Gohring et al.,% a catepsina D foi também
um fator prognoéstico independente para a
sobrevida geral, mas somente nas pacientes
com linfonodos negativos. Varios autores*®:56:5
ndo confirmaram esses achados.

MIB-1 E PCNA

A atividade mitdtica, vista em histo-
patologia, é um indicador do ciclo celular,
mas a contagem de mitoses requer
padronizacdo e envolve algum grau de
subjetividade.’® Atualmente existem técnicas
que permitem a avaliacdo, por imuno-
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histoquimica, da proliferacdo celular pela
deteccdo e quantificacdo de proteinas celulares
gue somente existem durante a proliferacdo
celular. Varios antigenos tém sido identificados,
incluindo o MIB-1 (para material parafinado),
0 Ki-67 (para material congelado) e o antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA).165°

O PCNA é uma proteina de 36 kD e
aparece no nucleo da célula da fase G1 tardia a
fase S do ciclo celular. O MIB-1 é um anticorpo
direto contra partes do antigeno Ki-67. Uma
alta proporcéo de células tumorais coradas pelo
MIB-1 ou pelo Ki-67 e pelo PCNA associa-se
com alto grau de diferenciacdo tumoral e in-
dica um pior prognostico.'6%°

O MIB-1 e o Ki-67 sdo proteinas nucleares
ndo-histona encontradas em todas as fases do
ciclo celular, menos na G,. Uma alta proporgéo
de células tumorais corando para MIB-1 ou
Ki-67 associa-se positivamente a um tumor de
pouca diferenciacdo e inversamente ao ndmero
de receptores estrogénicos, indicando um
prognostico ruim.%%° O PCNA é também uma
proteina nuclear ndo-histona que funciona
como uma proteina acesséria a ADN
polimerase delta. Seus niveis correlacionam-
se a proliferacdo celular e, especificamente, a
sintese de ADN. Sua medicdo feita numa série
de tumores mostrou associacdes com a
atividade mitdtica e o grau tumoral.®

Tumores bem diferenciados tendem a ter
baixo indice de proliferacdo, enquanto que
os de alto grau tendem a ter alto indice de
proliferacdo, tanto do MIB-1 ou Ki-67, quanto
do PCNA. Os tumores que apresentam altas
taxas de proliferacéo celular, na grande maioria
das vezes, sdo tumores de alto grau de
malignidade e também sdo mais sensiveis ao
tratamento, pois a maioria das drogas anti-
neopléasicas sdo mais eficazes contra células
mais rapidamente proliferativas.*®

Crosier et al.®* comparando canceres de
mama detectados por mamografia (screening)
e aqueles que surgem no intervalo entre duas
mamografias (dois screenings) evidenciaram
que os ultimos, na analise univariada,
apresentavam maiores dimensdes, alto grau
histolégico e eram RE negativos, p53 positivos,
Ki-67 positivos e c-erbB-2 positivos. Na
regressao logistica, as variaveis de maior peso
foram o Ki-67 e 0 c-erbB-2. Estes tumores
apresentaram niveis muito aumentados de
proliferacéo celular.
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p53

Generalidades

O gene supressor de tumor TP53 (ou
p53), localizado no cromossomo 17p13.1,
codifica uma fosfoproteina de 53 kDa que
desempenha um importante papel no controle
do ciclo celular e previne o aparecimento do
cancer. A proteina p53 tem o papel de
bloquear a divisdo celular em células que
sofreram injlrias no seu ADN, dando tempo
para a sua reparacdo; se esta falha, a expressdo
mantida do p53 dispara a cascata da apoptose.
A perda da funcdo desse gene pode estar
relacionada tanto a iniciacdo quanto a
progressdo tumoral.*>52

MutacGes em regides diferentes da proteina
p53 podem resultar em diferentes efeitos
biolégicos. A imunorreatividade nuclear do
p53 tem sido considerada um indicador
indireto de mutacdo do gene p53. Suas
mutacdes constituem a anormalidade molecu-
lar mais comumente encontrada nos tumores
slidos do homem e séo achadas numa alta
proporgdo dos tumores de mama, onde estdo
associadas a tumores mais agressivos € a um
pior prognostico. 6364

As mutagBes no gene p53 em céncer de
mama foram identificadas em cerca de 15 a
40% dos tumores esporadicos e na linhagem
germinativa de pacientes com Sindrome de
Li-Fraumeni, uma sindrome de céncer
hereditario associada ao cancer de mama.
Essas mutacBes em carcinomas de mama
esporadicos tém sido associadas com alto grau
histolégico e baixos niveis de receptores de
estrogénio e progesterona.®

Um fato que deve sempre ser considerado
quando se lida com o p53 imuno-histoqui-
micamente é que a sua expressao aumentada pode
ocasionalmente ndo estar relacionada a mutacéo
do gene p53 e, inversamente, a mutagio do gene
p53 pode ocorrer sem a expressdo aumentada
do p53.%

Em muitos tumores humanos, a
expressao aumentada do p53 esta associada
a parametros bioldgicos e histoldgicos de
agressividade. Varios investigadores tém
sugerido um possivel valor prognéstico para
a expressao imuno-histoquimica do p53 em
carcinomas de mama. Entretanto, os resul-
tados desses estudos em carcinomas de
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mama s&o, pelo menos em parte, conflitantes,
e é dificil de se comparar os resultados
obtidos, devido as diversas metodologias e
técnicas utilizadas. 45626566

Uma boa correlagdo entre os resultados
de imuno-histoquimica, e a ocorréncia de
mutacdo, detectada por métodos moleculares,
tem sido observada quando se consideram
tumores com pelo menos 25% de células
positivamente coradas. Alguns estudos tém
relatado a existéncia de uma associagdo entre
a amplificacdo do oncogene c-erbB-2 e o
acumulo da proteina p53.%

Andlise da literatura

Para comparar os resultados dos artigos
publicados sobre a expressdo aumentada do
p53 na sobrevida dos carcinomas de mama,
Barbareschi,* analisou alguns dos mais
relevantes aspectos de 37 estudos envol-
vendo uma populagdo total de 9.860
pacientes. Os artigos foram subdivididos
em trés grupos:

a) 12 artigos (4.510 pacientes) encontraram
gue a expressdo aumentada do p53 teve valor
prognéstico independente na sobrevida dos
carcinomas de mama;

b) 11 artigos (2.331 pacientes) encontraram
associacao entre a expressao aumentada do p53
e uma pior sobrevida nos carcinomas de mama
somente na analise univariada ou somente em
pequenos subgrupos dos pacientes
investigados;

¢) 12 artigos (3.021 pacientes) ndo mostraram
qualquer valor da expressdo aumentada do
p53 na sobrevida dos pacientes.

Barbareschi*® encontrou, ainda, na
literatura, algumas associacBes entre o p53 e
outros fatores prognosticos do cancer de
mama (namero de estudos onde se pesquisou/
namero de estudos onde se encontrou a
associagdo): associacdes do p53 com:

a) alto grau nuclear e/ou alto grau
histologico (6/7);

b) receptores de estrogénio negativos (8/11);

¢) grande tamanho de tumor (1/12);

d) linfonodos positivos (1/8);

e) receptores de progesterona negativos (7/9);

f) alto nimero de mitoses (0/1);

g) expressdo aumentada de c-erbB-2 (2/4);

h) Ki-67 (1/1).



CONCLUSOES

Os grandes avangos na Biologia Molecular,
ocorridos na Ultima década, contribuiram
bastante para o desenvolvimento dos marcadores
tumorais. A sua utilizagdo, sempre crescente,
na avaliagdo do progndstico do cancer de mama
se da em decorréncia de que o uso de fatores
progndsticos convencionais pode identificar
apenas as pacientes que tém um excelente ou
um péssimo prognastico. Para as remanescentes,
o0s indicadores prognosticos atuais ndo sdo
suficientemente sensiveis para determinar
decisGes terapéuticas. Um dos caminhos para
se diminuir a mortalidade por cancer de mama
seria a procura de marcadores que poderiam
ajudar o clinico a identificar pacientes com
tumores potencialmente agressivos, para a
instituicdo de terapia que poderia alterar o curso
da doenca. Alguns marcadores tumorais e suas
relagbes com o prognostico séo discutidos:

Cerca de dois tercos dos carcinomas de
mama sdo RH positivos (RE e/ou RP) e esta
positividade esta altamente associada com a
idade da paciente e existe uma relagéo inversa
com o tamanho do tumor, o grau histolégico
e 0 grau nuclear. Os tumores RH positivos
tém um progndstico mais favoravel e
respondem melhor & terapia hormonal.

O c-erbB-2 é um proto-oncogene que
ocorre em cerca de 20% de todos os canceres
de mama e os tumores que exibem amplificagdo
deste proto-oncogene, geralmente, apresentam
um pior prognostico. A maioria dos tumores c-
erbB-2 positivos respondem melhor a
quimioterapia ndo hormonal.

A catepsina D é um outro marcador tu-
moral que, segundo alguns autores, esta
associado a um pior prognostico.

Existe uma associacdo positiva entre o
grau histoldgico e o indice de proliferacéo
celular, sendo o MIB-1 e 0 PCNA dois
marcadores que medem essa proliferacdo
(atividade mitdtica). Os tumores que exibem
um alto indice de proliferagdo celular sdo, na
maioria das vezes, mais sensiveis as drogas
anti-neoplasicas.

A mutacdo do gene p53 é um fenémeno
comum em numerosos tumores humanos,
especialmente nos carcinomas de mama. A
expressdo aumentada do p53 esta associada,
segundo alguns autores, a tumores mais
agressivos e a um pior prognostico.
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Néo existe consenso, na literatura, sobre
os resultados aqui apresentados e estas
controvérsias podem ser explicadas, em parte,
pela falta de homogeneidade nos diferentes
estudos. Algumas das razdes para as discre-
pancias sdo as que se seguem:

a) grande variacdo do nimero de casos
nas diferentes séries;

b) diferentes métodos de fixacdo dos tecidos;

¢) variacdo de técnicas e de metodologias
utilizadas nos diferentes trabalhos;

d) 0 uso de diferentes métodos de recuperacéo
de antigenos (em imuno-histoquimica);

¢) o uso de diferentes anticorpos em imuno-
histoquimica (mono ou policlonais);

f) diferentes critérios da avaliagcdo da
positividade para os diferentes antigenos.?4°

Deve-se ter muito cuidado ao se lidar com
0s marcadores tumorais como fatores
progndsticos do cancer de mama, pois ainda se
tem muito a aprender sobre eles. S30 necessarios
mais estudos prospectivos para serem
confirmadas as associagOes entre os marcadores
tumorais e outros fatores prognoésticos
importantes para o cancer de mama. Para
alcancar a resposta precisa, ha necessidade de
grandes estudos cooperativos que possam
avaliar a sobrevida das pacientes em relagdo a
estes marcadores, utilizando métodos
uniformes, em grandes séries de pacientes,
tratadas de uma maneira homogénea e com
seguimentos superiores a 10 anos.*04562
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