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Carcinoma Ductal in situ Associado a Carcinoma Invasivo na mesma
Mama; Analise do Grau Nuclear e da Expressdo das Proteinas p53 e
C-erhB-2 e dos Receptores de Estrogeno
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RESUMO

Objetivos: avaliar a variagdo do grau nuclear e da expressao das proteinas p53 e c-erbB-2 e
dos receptores de estrogeno (RE) no carcinoma ductal in situ (CDIS) e no carcinoma invasivo,
presentes na mesma mama.

Métodos: estudo descritivo retrospectivo com 38 mulheres com CDIS associado a carci-
noma invasivo da mama. Foi avaliado o grau nuclear e o realizado estudo
imunohistoquimico para expressao das proteinas p53 e c-erbB-2 e para os RE. Os casos
considerados positivos para a expressao das proteinas e dos RE foram aqueles com con-
tagem de células positivas igual ou superior a 10%. A concordancia entre estas variaveis
no componente in situ e invasivo foi avaliada pelo coeficiente kappa (k), interpretado de
acordo com os critérios de Landis e Koch. O teste de MacNemar foi usado para testar
diferencas entre os dois grupos.

Resultados: a concordancia entre o grau nuclear e a expressao dos RE nos componentes in
situ e invasivo foi de 0,89 para ambos, quase perfeita. A concordancia para a expressao da
proteina c-erbB-2 também foi considerada quase perfeita, com coeficiente de 0,84. Ja a con-
cordancia entre a expressao da proteina p53 no componente in situ e no invasivo foi de 1,0,
considerada perfeita. Nao houve diferencas significativas entre o grau nuclear e as expres-
sbes das proteinas e dos RE nos componentes in situ e invasivo na mesma mama.
Conclusdes: existe concordancia alta do grau nuclear e da expressao das proteinas p53 e c-
erbB-2 no CDIS e no carcinoma invasivo presentes na mesma mama.

PALAVRAS-CHAVE: Mama: cancer. Carcinoma ductal in situ. Estrégeno. Proteina p53.

|
Trabalhos Originais

Oncogenes.

Introducéo

O estudo do carcinoma ductal in situ (CDIS)
da mama associado ao carcinoma invasivo pode au-
Xiliar na compreenséo dos mecanismos envolvidos
na progressao da doencga até a invasédo. H4 evidén-
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cias de que algumas células do carcinoma in situ
sofreriam alteracdes genéticas adicionais que per-
mitiriam a sua passagem através da membrana
basal, o que as transformaria em carcinoma
invasivo!. Desta forma, o CDIS que esta associado
ao carcinoma invasivo seria composto pelas célu-
las remanescentes que ndo adquiriram a capaci-
dade de invadir. Compreender como este processo
ocorre pode ter importancia e utilidade clinica.

O grau nuclear, a expressao de proteinas dos
genes p53 e HER-2/neu e os receptores de
estrogeno (RE) sao fatores associados a prolifera-
¢ao celular e ao prognodstico do carcinoma da
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mamaZ?. Portanto, interessaria analisar a associa-
¢do desses fatores com os mecanismos envolvi-
dos na transformac&o de um carcinoma in situ em
invasivo.

A avaliacdo do grau nuclear, usado na gra-
duacéo do CDIS, se baseia na analise microcopica
de caracteristicas nucleares das células
neoplésicas e pode fornecer informacdes impor-
tantes sobre o seu comportamento. Tumores de
baixo grau nuclear, ou seja 1 e 2, parecem ser
menos propensos a recidiva local quando de trata-
mentos conservadores e menos agressivos do que
aqueles com grau nuclear 334

O gene p53 localiza-se no cromossomo 17 e
produz uma fosfoproteina nuclear com vida média
de 20 a 30 minutos. A sua forma selvagem é ati-
vada nas células normais quando ocorre dano ao
DNA. A proteina produzida pelo gene p53 mutado,
ou proteina p53 “mutada”, se comparada com a sua
forma selvagem, é menos ativa ou inativa, mais
estavel e tem vida média mais prolongada®. A pro-
teina p53 mutada pode perder a sua funcéo repa-
radora do DNA e indutora da apoptose, provocando
aumento do numero de mutacdes celulares, com
consequente perpetuacédo de clones celulares anor-
mais®. A expressao da proteina p53 mutada no car-
cinoma invasivo da mama pode ser considerada
um fator de mau progndstico para sobrevida livre
de doenca e global’.

O protooncogene HER-2/neu (human
epidermal growth factor receptor 2) esta presente
no cromossomo 17 e codifica uma glicoproteina
receptora de membrana, a p185, chamada de pro-
teina ou receptor do HER-2 ou c-erbB-2. Ele faz parte
de uma familia de genes que tém papel chave na
proliferacdo, adeséo, diferenciacdo e motilidade
celular®. A expressédo desse protooncogene é regu-
lada por fatores de crescimento e a sua transfor-
macao até oncogene ocorre geralmente por am-
plificacdo génica (ocorréncia de 10 cOpias ou mais
do gene por célula), o que origina a superexpressao
de sua proteina®. Geralmente os carcinomas que
superexpressam essa proteina tém alto grau
histolégico e nuclear, alta taxa de proliferacéo ce-
lular e baixa expressao dos RE°.

O estrdgeno atravessa a membrana das cé-
lulas-alvo por difuséo passiva e liga-se ao RE no
nucleo celular, provocando a sua ativagdo. O com-
plexo horménio-receptor, que tem maior afinida-
de com o DNA, passa a controlar a velocidade de
transcricdo dos genes-alvo. Com essa interacao
ocorrem mudancas na sintese do RNA mensagei-
ro e de proteinas envolvidas na regulagéo da dife-
renciacdo e da proliferacdo celular®:.

Estudos que compararam o carcinoma
invasivo e o CDIS mostraram, por exemplo, maior
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expressao da proteina p53 e menor expressao da
proteina c-erbB-2 no primeiro grupo, porém esses
dados foram obtidos comparando-se tumores de
mulheres diferentes®!2. Pouco se conhece sobre
estas caracteristicas quando ambas as lesfes ocor-
rem na mesma mama. Portanto, o objetivo deste
estudo foi analisar as diferengas do grau nuclear
e das expressfes das proteinas p53 e c-erbB-2 e
dos RE no CDIS e no carcinoma invasivo presen-
tes ha mesma mama.

Material e Métodos

Este estudo foi descritivo retrospectivo e in-
cluiu 38 mulheres com CDIS associado a carcino-
ma invasivo da mama. Todos os casos foram clas-
sificados no estadio |. Os procedimentos cirargi-
cos foram realizados no Centro de Atencéo Inte-
gral a Saude da Mulher (CAISM) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) e na Materni-
dade de Campinas.

Os blocos de parafina, com tecidos fixados
em formol a 10%, foram recortados e corados pela
HE para localizacdo dos espécimes com CDIS e
carcinoma invasivo da mama. Essas laminas tam-
bém serviram para a avaliacdo do grau nuclear e
do tipo de CDIS.

O grau nuclear foi classificado nas seguin-
tes categorias: 1) células com nucleos monétonos,
com tamanhos de 1,5 a 2 vezes o do nuicleo de uma
célula epitelial normal, cromatina finamente dis-
persa, raros nucléolos e figuras de mitose, geral-
mente com polarizacdo dos componentes celula-
res), 2) células com nudcleos de forma e tamanho
moderadamente irregulares, cromatina grossei-
ramente agrupada ou aspecto nuclear vacuolado
ou 3) nucleos com intenso pleomorfismo, de ta-
manho acima de 2,5 vezes o ndcleo de uma célula
epitelial normal, distribuicdo irregular da
cromatina, nucléolos proeminentes, mitoses fre-
quente). Os CDIS foram classificados em:
comedocarcinomas e ndo-comedocarcinomas. Os
nédo-comedocarcinomas foram dos tipos:
cribriforme, solido, micropapilifero ou intracistico.
Os CDIS com mais de dois componentes diferen-
tes (tipos mistos) foram agrupados com os
comedocarcinomas, quando possuiam esse tipo de
carcinoma in situ®s.

Para o estudo imuno-histoquimico foram
utilizados anticorpos monoclonais e policlonais
especificos para p53 (MxH, clone D07, DAKO, codi-
go M7001-1, dilui¢édo 1:100), c-erbB-2 (RxH, DAKO,
cbédigo A0485-1, diluicdo 1:300) e RE (MxH, clone
1D5 ascite, Delsol, diluicdo 1:2000).
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Os cortes das pecgas cirurgicas foram
desparafinizadas em banho de xilol. Depois as la-
minas foram hidratadas em alcool etilico em con-
centracBes decrescentes. A atividade da
peroxidase enddgena foi bloqueada com trés ba-
nhos em 4gua oxigenada a 10 volumes, seguidos
de lavagem em agua corrente e destilada. A recu-
peracdo antigénica foi feita em panela a vapor tipo
T-fall. As laminas foram imersas em tampé&o de
citrato de sodio e, a seguir, resfriadas em tempe-
ratura ambiente.

Na préxima etapa, os cortes foram incuba-
dos em camara Umida com anticorpo primario
especifico a 4°C, durante a noite. Apés a incuba-
¢do, as laminas passaram por trés lavagens em
PBS. Depois disso foram secas e incubadas com o
Envision Labeled Polymer Component (DAKO, codi-
go K1491) a 37°C e, a seqguir, feitas trés lavagens
em PBS com agitacdo. A revelacao foi feita com o
substrato cromégeno DAB (3-3'-diaminobenzidina,
Sigma, codigo D5637). As laminas foram lavadas
em &gua corrente e contracoradas com
hematoxilina de Mayer. Os cortes foram desidra-
tados em banhos de alcool etilico e diafanizadas
em xilol, e em seguida montadas em Entellan
(Merck). Todas as reagdes imuno-histoquimicas fo-
ram realizadas utilizando-se controles externos
positivos: tumor borderline de ovario para a prote-
ina p53 e carcinoma ductal invasivo para a prote-
ina c-erbB-2 e para os RE.

Foram considerados positivos 0s casos cuja
contagem de células tumorais positivas foi igual
ou superior a 10% do total em 10 campos na peri-
feria dos tumores, com aumento de 40 vezes (mi-
croscopio Nikkon Labphot).

A concordancia entre o grau nuclear e as
expressdes das proteinas do componente in situ e
invasivo da mesma mama foi feita pelo coeficien-
te kappa'4, interpretada de acordo com os critéri-
os de Landis e Koch, classificada em: pobre
(<0,001), pequena (0,001-0,20), regular (0,21-
0,40), moderada (0,41-0,60), substancial (0,61-
0,80), quase perfeita (0,81-<1,00) e perfeita
(1,00)*. O teste de MacNemar foi usado para tes-
tar a associagcao entre duas variaveis, porque as
amostras de carcinoma invasivo e de CDIS fo-
ram consideradas como pareadas por tratar-se das
mesmas mulheres. As diferencas foram consi-
deradas significativas se o valor de p foi igual ou
menor de 0,05.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Co-
mité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Cién-
cias Médicas da Universidade Estadual de Campi-
nas, atendendo a todos os dispositivos das Reso-
lugcbes 196/96 e 251/97.
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Resultados

A média de idade das 38 mulheres avalia-
das no estudo foi de 58,8 anos, variando entre 32
e 89 anos. Observou-se que 66% dos casos (N=25)
eram dos tipos ndo-comedocarcinoma. Metade dos
casos avaliados foi classificada como grau nuclear
1 ou 2 e metade grau nuclear 3 (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo porcentual do grau nuclear e do tipo comedocarcinoma no
carcinoma ductal in situ associado a carcinoma invasivo.

Grau nuclear n (%)
1 7 18
2 12 32
3 19 50
Tipo
comedocarcinoma 13 34
nao-comedocarcinoma 25 66
Total 38 100

A concordéancia entre o grau nuclear dos
componentes in situ e invasivo foi considerada
quase perfeita, com coeficiente kappa de 0,89, o
que significou que em apenas dois casos houve
discordancia. A avaliacao pelo teste de MacNemar
ndo mostrou diferenga estatisticamente signifi-
cativa, com p=1,00 (Tabela 2).

Tabela 2 - Concordéncia entre o grau nuclear do carcinoma ductal in situ e do carcinoma
invasivo na mesma mama.

CDIS Carcinoma invasivo

Grau nuclear n %
Grau nuclear 1e2 3
1e2 18 1 19 50
3 1 18 19 50
n (%) 19 (50) 19 (50) 38 100

Coeficiente kappa (IC 95%) = 0,89 (0,75-1,00) p=1,00
CDIS = carcinoma ductal in situ.

A expressao da proteina p53 foi positiva em
13% dos casos (n=5) e foi concordante no CDIS e
carcinoma invasivo em todas as mulheres, o que
foi considerada concordancia perfeita pelo coefi-
ciente kappa de 1,0 (Tabela 3).

A expressao da proteina c-erbB-2 foi diver-
gente entre os componentes in situ e invasivo em
apenas trés casos, o que significou concordancia
quase perfeita para ambos, de acordo com o coefi-
ciente kappa. Observou-se que 55% dos CDIS
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(n=21) e 47% dos carcinomas invasivos (n=18)
apresentaram expressao positiva para essa prote-
ina, porém esta diferenca nao foi significativa, com
p=0,08 (Tabela 3).

Tabela 3 - Concordancia entre as expressées das proteinas p53 e c-erbB-2 e dos
receptores de estrdgeno (RE) no carcinoma ductal in situ € no carcinoma invasivo na
mesma mama.

CDIS Carcinoma invasivo Coeficiente p
positivo Negativo kappa (IC 95%)

p53

Positivo 5 0 1,00 1,00
Negativo 0 33

c-erbB-2

Positivo 18 3 0,84 (0,67-1,000 0,08
Negativo 0 17

RE

Positivo 23 2 0,89 (0,74-1,00) 0,16
Negativo 0 13

CDIS = carcinoma ductal in situ.

A presenca dos RE nos componentes in situ
e invasivo foi discordante somente em dois casos,
0 que significou concordancia quase perfeita, de
acordo com o coeficiente kappa. Observou-se que
66% dos CDIS (n=25) e 60% dos carcinomas
invasivos (n=23) eram RE positivos, porém esta
diferenca néo foi estatisticamente significativa
(p=0,16) (Tabela 3).

Discussao

De acordo com os resultados deste estudo, o
grau nuclear e as expressfes das proteinas p53 e
c-erbB-2 e dos RE s&o muito semelhantes no CDIS
e no carcinoma invasivo presentes na mesma
mama. Assim, os eventos genéticos que provoca-
riam a proliferacéo epitelial e a instalacdo de um
CDIS, incluindo a determinagéo do grau nuclear,
se manteriam estaveis ao longo do processo de
transformacgéo para carcinoma invasivo, ou pelo
menos nao apresentariam alteracbes detectaveis
pela imuno-histoquimica®®.

Sabe-se que a associagdo entre as caracte-
risticas histolégicas do componente in situ e do
invasivo na mesma mama parece ser bastante
significatival’. Nosso estudo mostrou concordan-
cia quase perfeita entre o grau nuclear dos dois
componentes.

Com relacéo a expresséo das proteinas p53 e
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c-erbB-2 e dos RE, ha estudos que também mostra-
ram que, quando o carcinoma invasivo tem CDIS
associado, ha elevada concordancia no seu perfil
imuno-histoquimico?81°, Querzoli et al.*®, num dos
poucos estudos que abordaram CDIS e carcinoma
invasivo na mesma mama, observaram que um
terco dos casos foi positivo para a expressao da pro-
teina c-erbB-2 nos dois componentes, porcentual
um pouco menor do que o encontrado No NOSSO es-
tudo. A diferenca na positividade entre esse estudo
e 0 Nosso pode ser atribuida a fatores relacionados
a técnica de imuno-histoquimica, como também a
variabilidade nas caracteristicas desse carcinoma
entre diferentes populacdes.

Uma meta-analise com 97 estudos publica-
dos entre 1978 e 1996, nos quais se empregaram
métodos diferentes para avaliar a expressdo do
HER-2/neu no carcinoma da mama, como
Southern, Northern e Western blot, PCR
(polymerase chain reaction), imuno-histoquimica,
citometria de fluxo e FISH (fluorescent in situ
hybridization), mostrou média de positividade de
26%, variando de 5 a 55%. Também esta meta-
anélise mostrou maior positividade no CDIS do
que no carcinoma invasivo®. No nosso estudo a
positividade para a proteina c-erbB-2 foi maior do
que a média obtida naquela meta-analise, e 0 com-
ponente in situ foi mais positivo do que o invasivo,
porém esta diferenca néo foi significante. Isso pode
ter ocorrido porque analisamos o CDIS e o carci-
noma invasivo na mesma mama, 0 que n&o
corresponde aos estudos que compuseram essa
meta-analise.

Alguns autores observaram que o carcino-
ma invasivo apresenta mais frequentemente RE
positivos do que o CDIS, quando presentes na
mesma mama; ja outros mostraram associagao
inversa?®?, Nenhum deles, porém, mostrou dife-
rencas significativas. No nosso estudo, a
positividade do CDIS foi semelhante a do carcino-
ma invasivo.

A positividade de expressado da proteina p53
foi baixa em nosso estudo, tanto nos casos in situ
quanto nos invasivos, o que também foi observado
por outros pesquisadores??24, Também néo houve
associacao entre a expressdo da proteina p53 e o
estagio do carcinoma, in situ ou invasivo, como
mostraram outros estudos?!?2®,

Portanto, pelo menos a expressao da protei-
na c-erbB-2 observada no nosso estudo difere do
que foi descrito por outros autores, que analisa-
ram tumores em mamas diferentes. Concluimos
que é muito elevada a concordancia do grau nu-
clear e da expressao das proteinas p53 e c-erbB-2
e dos RE nos componentes in situ e invasivo pre-
sentes na mesma mama.
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ABSTRACT

Objectives: The aim of the present study was to evaluate the
nuclear grade, the expressions of p53 and c-erbB-2 proteins,
and the estrogen receptors (ER) of 38 women with ductal
carcinoma in situ (DCIS) and invasive carcinoma of the same
breast.

Methods: the protein profile of 38 women was investigated
in a descriptive and retrospective study, through the immune-
histochemical technique. The cut-off limit for positive staining
was chosen at 10% or more of positive cells for p53 and c-
erbB-2 proteins and for ER. The analysis of the concordance
between the expressions of proteins and the nuclear grade
was done by the kappa coefficient, according to Landis and
Koch’s criteria. MacNemar's test was used to assess the
differences between the two groups.

Results: there was a perfect concordance in the expression of
p33 proteins (kappa coefficient = 1.00) and almost a perfect
concordance for c-erbB-2 proteins, ER and nuclear grade
(kappa coefficients = 0.84, 0.89 and 0.89) between in situ
and invasive elements of the same tumor.

Conclusion: there was no difference between the expressions
of p53 and c-erbB-2 proteins, ER and nuclear grade in the
DCIS and invasive carcinoma of the same breast.

KEYWORDS: Intraductal carcinoma. p-53 Protein.
Estrogens. Oncogens.
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