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RESUMO

Objetivos: Analisar caracteristicas anatomopatoldgicas e perfil imuno-histoquimico dos carcino-
mas de mama em mulheres até os 35 anos. Método: Estudo retrospectivo com anilise de casos
recebidos no periodo de 1997 a 2007. Foram identificados 909 (6,6%) casos de jovens, dos quais
314 possuiam blocos de parafina disponiveis. Foi selecionado um grupo controle de 81 pacientes
acima de 60 anos. Todos os casos foram revisados quanto a caracteristicas anatomopatolégicas.
A pesquisa imuno-histoquimica de RE, RP e HER2 foi realizada em 291 casos de mulheres jovens
e em 74 acima de 60 anos. Os tumores foram categorizados como luminal (RE e/ou RP positi-
vo), HER2 (RE e RP negativos e HER2 positivo) e triplo-negativo (RE, RP e HER2 negativos).
Resultados: O tipo histolégico ductal invasivo foi o mais frequente nos dois grupos (95,2% em
jovens e 83,9% acima de 60 anos). A frequéncia do tipo lobular foi menor no grupo jovem (2,5%
x 12,3%), embora o subtipo pleomérfico tenha sido mais frequente. Pacientes jovens apresentaram
mais frequentemente tumores de alto grau (41,7% x 28,4%) e tendéncia a tumores circunscritos
(8,2% x 7,4%) e com necrose (23,2% x 16,0%). O perfil luminal foi mais frequente nos dois
grupos, embora com propor¢ao menor nas jovens (64,9% x 81,1%). Estas apresentaram maior
frequéncia do perfil triplo-negativo (27,1% x 17,6%), mais superexpressio de HER2 (16,5% x
5,4%), e maior frequéncia do perfil HER2 puro (7,9% x 1,3%). Conclusdes: Os resultados apon-
tam para diferengas intrinsecas nos carcinomas em jovens, caracterizadas por perfis morfolégico e
imuno-histoquimico mais agressivos.

ABSTRACT

Aims: 1o analyse pathological features and immunohistochemical profile of breast carcinomas in women
35 years or less. Methods: Retrospective study with analysis of the cases received from 1997 to 2007.
We identified 909 (6.6%) cases of breast cancer in young women, 314 of them with available paraffin
blocks. A control group of 81 patients above age of 60 was selected. All the cases were revised regarding
histological features. The immunobhistochemical detection of ER, PR and HER2 was carried on 291 cases
of young women and 74 in olders. The tumors were categorized as luminal (positive ER and/or PR),
HER?2 (negative ER and RP, and positive HER2 ), and triple-negative (negative ER, PR and HER2).
Results: The ductal histological type was the most frequent one in the two groups (95.2% in young and
83.9% above 60 years). Infiltrative lobular carcinoma was less frequent in the young group (2.5% x
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12.3%), although the pleomorphic subtype was more frequent. Young women more often presented with
high grade tumors (41.7% x 28.4%) and showed a trend to more circumscribed tumors (8.2% x 7. 4%)
and necrosis (23.2% x 16.0%). The luminal profile was more frequent in the two groups, although with
lower frequency among younger (64.9% x 81.1%). These presented more triple-negative profile (27.1%
x 17.6%), more overexpression of HER2 (16.5% x 5.4%), as well as the molecular profile HER2 (7.9%
x 1.3%). Conclusions: The results point to intrinsic differences in the tumors arising in young women
characterized by more aggressive morphological and immunohistochemical profiles.

Introducao

O cancer de mama tem apresentagio bastante heterogénea
quanto a evolugao e resposta as diferentes opgoes terapéuti-
cas hoje disponiveis. Fatores prognésticos e preditivos clds-
sicos continuam a nortear a conduta e constituem as bases
dos vérios sistemas de agrupamento de casos, como o esta-
diamento TNM (2002, 2003), categorizagio de St Gallen

e Adjuvant!™?

. Os principais fatores nesses sistemas incluem
idade da paciente, tamanho do tumor, estado linfonodal re-
gional, grau histolégico, embolizagio vascular, expressio de
receptores hormonais e amplificagao do oncogene HER2',
Com o desenvolvimento de métodos de avaliagio simulti-
nea de multiplos genes, como a de microarranjos de DNA,
foi possivel a identificacio de diferentes grupos de cincer de
mama segundo os perfis de expressao génica: luminais A e
B, HER2, basal-simile ¢ mama normal®®. Esses perfis pu-
deram ser reproduzidos em diferentes plataformas, atestan-
do sua fidelidade’. Posteriormente, esses grupos puderam
ser identificados por meio de perfis imuno-histoquimicos

alternativos®'2

. Nos estudos genéticos, os tipos luminais cor-
respondem a 60% a 70% dos casos, enquanto o tipo HER2,
220% a 25% e os basais-similes, a 10% a 15%?. Estes tltimos
tém sido relacionados a mulheres mais jovens e 4 mutagao
do BRCAL, entretanto ndo hd, até onde pudemos pesquisar,
estudos que investiguem os perfis intrinsecos em mulheres
jovens, assim como nao foi encontrado nenhum estudo em
mulheres brasileiras.

Este estudo se propoe a investigar as caracteristicas
anatomopatolégicas e o perfil imuno-histoquimico dos
carcinomas de mama em mulheres até os 35 anos, com-

parando-os com aqueles observados em mulheres acima

de 60 anos.

Método

O estudo foi retrospectivo com andlise dos casos recebidos
para consulta no periodo de 1997 a 2007 no Laboratério
Consultoria em Patologia, Botucatu, SP. Foram obtidos 15
mil casos de carcinoma de mama nesse periodo. A média de

idade foi de 54,41 anos. Desses, 909 casos (6,6%) corres-
ponderam a pacientes com idade < 35 anos, dos quais 314
possufam blocos de parafina disponiveis para estudo. Foi
selecionado um grupo de 81 pacientes acima de 60 anos,
com diagnéstico de carcinoma no ano de 2006 no mesmo
servigo. Todos os casos foram revisados inicialmente por um
patologista experiente em patologia mamdria (MC). Casos
selecionados por apresentagio pouco comum ou discor-
dancia com o diagnéstico original foram submetidos a um
segundo patologista (FMC). Foram avaliados tipo e grau
histolégico, grau nuclear, contorno do tumor, presenga de
necrose tumoral, embolizagao vascular e associacio com
carcinoma ductal 77 situ. A pesquisa imuno-histoquimica de
receptor de estrogeno (RE), receptor de progesterona (RP) e
produto do oncogene HER2 (HER2) foi realizada em 291
casos de mulheres jovens e em 74 de mulheres acima de 60
anos. Segundo esses resultados, os tumores foram categori-
zados como luminal (RE e/ou RP positivo), HER2 (RE e
RP negativos e HER2 positivo) e triplo-negativo (RE, RP e
HER2 negativos).

As reagoes imuno-histoquimicas para RE, RP e HER2
foram realizadas em cortes inteiros do tumor. As especifi-
cagoes técnicas das reacoes constam na tabela 1. Todos os
resultados foram incluidos em banco de dados Access Mi-
crosoft 2007. As varidveis categéricas foram comparadas
nos dois grupos por meio do teste do qui-quadrado.

Resultados

O tipo histolégico ductal invasivo foi o mais frequente nos
dois grupos (95,2% em jovens e 83,9% nas mulheres com
mais 60 anos). A frequéncia do tipo lobular foi menor no
grupo jovem (2,5% x 12,3%, p = 0,00006), embora o subtipo
pleomorfico tenha sido mais frequente nas jovens (3 casos x
1 caso). Pacientes jovens apresentaram mais frequentemente
tumores de alto grau histolégico (41,7% x 28,4%, p = 0,028),
alto grau nuclear (47,4% x 33,3%, p = 0,022) e tendéncia a
tumores circunscritos (8,2% x 7,4%) e com necrose (23,2%
x 16,0%) (Figura 1). O perfil imuno-histoquimico mais fre-
quente nos dois grupos foi o luminal (Figura 2), embora sua
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Tabela 1. Especificagdes dos reagentes utilizados, metodologias de recuperacao de epitopos e sistemas de detecgéo nas reagOes imuno-histoquimicas

Método de recuperagao de epitopos Anticorpo

primdrio

Incubagio em panela de pressio
(Tender Cooker, Nordic Wave, EUA),
em solugio de 4cido citrico pH 6,00
durante 9 minutos

Incubagao em panela de pressio
(Tender Cooker, Nordic Wave, EUA),
em solugio de 4cido citrico pH 6,00
durante 9 minutos

Receptor de
progesterona

Incubagio em forno de micro-ondas
(Eletrolux, 900W), em solugio de 4ci-
do citrico pH 6,0 por 15 minutos

Produto proteico do
oncogene HER-2

Receptor de estrégeno
Clone SP1/Neomarkers (EUA)/1:500

Anticorpo policlonal de coelho; Dako

Origem do anticorpo primério/
Clone ou designagao/ Fonte
comercial/Diluigao

Sistema de detecgio

Anticorpo monoclonal de coelho; Sistema de detecgao

Dako Advance*

Anticorpo monoclonal Sistema de deteccao

de camundongo; Dako Advance*

Clone PgR636
Dako (EUA)/1:1.000

Sistema de detec¢io

(EUA)/1:100 Dako Advance*

* Envision™ Mouse ou Rabbit Dako (EUA): 45 minutos & temperatura ambiente, de acordo com orientagio do fabricante. No sistema Envision™, anticorpo secunddrio
(anticamundongo ou coelho) e sistema de detecgao sao incubados em um sé passo da reagiao imuno-histoquimica por 45 minutos.

Figura 1. Carcinoma ductal invasivo com alto grau histoldgico, alto grau
nuclear, alta atividade proliferativa e que se mostrou triplo-negativo ao exame
imuno-histoquimico.

propor¢io seja menor entre os tumores de mulheres jovens
(64,9% x 81,1%, p = 0,007). Houve tendéncia de o perfil
imuno-histoquimico triplo-negativo ser mais frequente nas
jovens (27,1% x 17,6%, p = 0,090) (Figura 2). A superexpres-
sao de HER2 foi mais frequente nas jovens (16,5% x 5,4%,
p = 0,014), assim como o perfil HER2, com negatividade de
receptores hormonais (7,9% x 1,3%, p = 0,042). A simula
dos resultados referentes as caracteristicas anatomopatoldgi-
cas encontra-se na tabela 2.

Os casos foram classificados segundo o perfil imuno-
histoquimico alternativo baseado na expressao de RE, RP
e HER2. Esses resultados, nos dois grupos, encontram-se
na tabela 3.

Nossos resultados apontam para diferengas intrinsecas
nos tumores na faixa etdria mais jovem, caracterizadas por
perfis morfolégico e imuno-histoquimico mais agressivos.
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Figura 2. Carcinoma ductal invasivo, com forte e difusa expressao de receptor de
estrogénio (no detalhe).

Figura 3. Carcinoma ductal invasivo com alto grau histologico e expressdo de HER2
forte, padréo difuso em membranas.



Discussao

Os estudos de avaliagao de expressao génica, geralmente utili-
zando técnicas como o microarranjo de DNA e RT-PCR, tém
permitido a melhor compreensao do comportamento biolégi-

Tabela 2. Caracterizagao dos carcinomas de mama em dois grupos etarios:
resultados apos revisao histologica

Caracteristica histolégica < 35 anos > 60 anos
Tipo histolégico
Ductal invasivo 299 (95,2%) 68 (83,9%)
Lobular infiltrativo 8 (2,5%) 10 (12,3%)
Medular 1 (0,3%) 0
Secretor 1 (0,3%) 0
Mucinoso 1 (0,3%) 0
Metaplésico 2 (0,6%) 0
Apécrino 2 (0,6%) 0
Grau histolégico
| 36 (11,5%) 15 (18,5%)
11 147 (46,8%) 43 (53,0%)
111 131 (41,7%) 23 (28,4%)
Grau nuclear
I 18 (5,7%) 12 (14,8%)
11 147 (46,8%) 42 (51,8%)
111 149 (47,4%) 27 (33,3%)
Contornos do tumor
Circunscrito 26 (8,2%) 6 (7,4%)

232 (73,9%)
NA 56 (17,8%)

66 (81,5%)
9 (11,1%)

Espiculado

Embolizagio vascular
Nio identificado

Presente

251 (79,9%) 73 (90,1%)
55 (17,5%) 8 (9,8%)
NA 8 (2,5%) 0

131 (41,7%) 42 (51,8%)
73 (23,2%) 13 (16,0%)
Total 314 81

Componente iz situ presente

Necrose tumoral

NA = ndo avalidvel.
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co dos tumores™”'". Os diferentes padroes de expressao géni-
ca associam-se a fenétipos morfoldgicos e perfis moleculares
distintos passiveis de reconhecimento na prética didria. Um
dos grupos que tem sido mais estudado nesse sentido ¢ o dos
carcinomas basais-similes. Esses tumores se apresentam, em
geral, com contornos macroscopicos circunscritos, alto grau
histoldgico, necrose extensa, alta atividade proliferativa e in-

tenso infiltrado linfocitdrio®'?

. O perfil imuno-histoquimico
triplo-negativo com expressio de citoqueratinas basais e/ou
expressao do receptor de fator de crescimento epidérmico
(HER1) tem especificidade de 100% e sensibilidade de 76%
na previsio do perfil genético basal-simile®'>. Para a carac-
terizagao imuno-histoquimica dos diferentes tipos genéticos
sao basicamente utilizados expressio imuno-histoquimica
dos receptores hormonais, HER2, citoqueratinas basais e
EGFR®. Embora nao haja consenso quanto aos critérios de
classificacio imuno-histoquimica, sobretudo na estratifica-
¢a0 dos luminais A e B, ¢ possivel admitir que os luminais
expressam pelo menos uma das proteinas receptoras (RE ou
RP), os HER se caracterizam por amplificagao do gncogene
HER2 e os basais sao negativos para RE, RP e HER2 e ex-
pressam citoqueratinas basais e/ou EGFR*'’. Um dos pontos
mais controversos nessa classificagao alternativa imuno-histo-
quimica se refere 3 exata caracterizagio dos casos luminais B.
Enquanto alguns incluem nesse grupo os casos com coex-
pressao de receptores e HER2, outros definem todos os casos
HER2 positivos como pertencentes ao grupo HER2, inde-
pendentemente da expressao de receptores®. Por outro lado,
ndo hd duvida de que os luminais A diferem dos B por cau-
sa de maior atividade proliferativa, em geral relacionada a
coexpressao de HER2 ou a ativagdo da via nio gendmica do
RE'". Neste estudo a preferéncia é pela a abordagem de Carey
et al’, que define os luminais pela expressio de pelo menos
uma proteina receptora de esteroide. Outro grupo com con-
trovérsias crescentes ¢ o dos carcinomas triplo-negativos, pois
¢ bastante heterogéneo e nio equivale ao grupo dos carcino-
mas basais-similes", mas inclui esses tumores, caracterizados
pela expressao de citoqueratinas basais e/ou EGFR*', Mais
recentemente os carcinomas triplo-negativos tém sido estrati-
ficados em tipos mioepitelial e basal, com significativa impli-
cagao prognostica'. De fato, a diferencia¢ao mioepitelial em
carcinomas mamadrios jd vinha intrigando os estudiosos®".

Tabela 3. Perfis moleculares béasicos em carcinomas mamarios nos grupos de pacientes abaixo de 35 anos e acima de 60 anos

Caracterizagio imuno-histoquimica

Luminal RE e/ou RP (+)
HER2 RE e RP (-) e HER2(+)
Triplo-negativos RE (-), RP (-), HER2 (-)

Total de casos avaliados

< 35 anos > 60 anos P*
189 (64,9%) 60 (81,1%) 0,007
23 (7,9%) 1(1,3%) 0,090
79 (27,1%) 13 (17,6%) 0,042
291 74

*Valor de “p” apds aplicagio do teste do qui-quadrado.
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Ela ¢ caracteristica dos carcinomas metapldsicos, um grupo
histolégico bastante agressivo®. Por outro lado, diferenciacio
mioepitelial é também caracteristica do carcinoma adeno-
cistico, tipo histolégico de prognéstico favoravel'. Foi nesse
cendrio, em que grupos genéticos distintos se traduzem por
fenétipos morfolégico e imuno-histoquimico préprios, que
este estudo se propds a analisar a apresentagio anatomopa-
tolégica dos carcinomas mamdrios em mulheres jovens, co-

1617 Qs resultados

mumente relacionados a pior prognéstico
deste estudo comprovam diferengas morfolégicas e imuno-
fenotipicas significativas nos dois grupos, possivelmente rela-
cionadas a maior agressividade. Nas mulheres jovens, embora
o tipo molecular luminal seja ainda o mais frequente, a fracio
dos tumores niao horménio-sensiveis, tanto o grupo HER2
quanto o triplo-negativo, é maior. Os carcinomas em jovens
s3o mais frequentemente pouco diferenciados e apresentam
maiores taxas de embolizacio vascular. Esses resultados estao
de acordo com o que comega a ser descrito na literatura. Em
estudo que comparou carcinomas mamdrios em mulheres até
45 anos e com 65 anos ou mais, 0 primeiro grupo apresentou
tumores maiores, maior positividade de linfonodos, menores
niveis de expressao imuno-histoquimica de receptor de estro-
génio e HER2 e mais tumores de alto grau'®. Essas diferen-
cas tém base genética, como demonstra este mesmo estudo.
O préximo passo ¢ identificar subgrupos biologicamente dis-
tintos dentro dos diferentes perfis moleculares cldssicos, par-
ticularmente no grupo de carcinomas triplo-negativos, um
dos maiores desafios na atualidade.
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