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RESUMO

Objetivo: avaliar o valor prognéstico do receptor de estrogeno e da expressdo das proteinas
p53 e c-erbB-2 no cancer de mama com axila negativa.

Métodos: foi realizado estudo imuno-histoquimico em material incluido em parafina, do arquivo
do Instituto de Pesquisas Cito-Oncolégicas (IPCO) da Fundagdo Faculdade Federal de Ciéncias
Meédicas de Porto Alegre (FFFCMPA), de 50 casos de cancer de mama sem comprometimento
dos linfonodos axilares, em mulheres menopausadas, tratadas na Irmandade da Santa Casa
de Porto Alegre (ISCMPA) e no Hospital Santa Rita de Porto Alegre (HSR) de janeiro 1990 a
dezembro de 1994. Para andlise estatistica foram utilizados os testes de c? com corregdo de
Yates, teste exato de Fisher e curvas de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier comparados
pelo testelog rank. O seguimento médio das pacientes foi de 3,6 anos (3,1-4,5). Dos 50 casos,
14 apresentaram recidiva no periodo observado.

Resultados: a média de idade foi 61 anos (variag¢do de 46 a 78 anos). A mastectomia radical
modificada (MRM) foi realizada em 35 pacientes (70%) e 15 (30%) foram submetidas a
setorectomia com esvaziamento axilar e posterior radioterapia. Metade das pacientes que
apresentaram recidiva apresentaram-na nos trés primeiros anos apos o diagndéstico. O tamanho
médio do tumor foi 2,8 cm (1,98-3, 13) e o tipo histolégico mais freqtiente foi o carcinoma ductal
infiltrante de tipo histolégico ndo-especial (92%), conforme a graduagdo histologica de Bloom e
Richardson, sendo 3 grau I (6,6%), 35 grau II (76%) e 8 grau III (17,4%); nos tumores que
recidivaram ndo houve nenhum grau I, 9 (25,7%) eram grau Il e 3 (37,5%) eram grau IlIl. Em
relagdo ao progndstico, a taxa de intervalo livre de doenga foi menor quando da associag¢do de
tumor pouco diferenciado (grau III) com receptor de estrégeno negativo (p = 0,006), p53 positivo
(p = 0,006) e c-erbB-2 positivo (p = 0,001).

Conclusao: mulheres menopausadas com cancer de mama sem comprometimento dos linfonodos
axilares tem pior progndstico, em relag¢do ao intervalo livre de doenga, quando apresentam
associagao de tumor pouco diferenciado com RE negativo, p53 positivo e c-erbB-2 positivo.

PALAVRAS-CHAVE: Mama: cancer. Metdstases. Receptor para estrogeno. Oncogenes. Cancer:
prognéstico. Menopausa.
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Introducao

O cancer de mama € um grave problema
de satde em todo o mundo, atingindo as mulhe-
res preferencialmente apos os 40 anos de ida-
de!?. Conforme dados do Instituto Nacional do
Cancer, o RS é o estado com o maior nimero de
casos, com aproximadamente 8.250 eventos no-
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vos em 98. Segundo os dados de Ribas®, 53%
dos casos, no RS, ocorrem entre os 41 e 60 anos,
sendo que 75% sao mulheres menopausadas. O
numero de fatores relacionados ao cancer, que
vém sendo avaliados para predizer o prognosti-
co de pacientes com cancer de mama, tem cres-
cido de forma impressionante nos ultimos anos!*.
Alguns aspectos histologicos, tamanho do tumor,
receptores hormonais e estado dos linfonodos ja
sao fatores estabelecidos*®. A ploidia, fase S, fa-
tores de crescimento, oncogenes e produtos de
oncogenes estdo em fase de pesquisa®!°. O inte-
resse por fatores prognosticos tem sido estimu-
lado pelo sucesso relativo da terapia adjuvante
em estagios iniciais de cancer de mama'!-'*. Atu-
almente ndo ha um unico fator prognoéstico que
possa ser usado isoladamente para o cancer de
mama com axila negativa, entdo, qualquer fator
ou combinacdo de fatores que indiquem corre-
tamente quais as pacientes que estdo destina-
das a recorréncia e quais as que nao estao € de
consideravel importancia, pois assim, pacientes
destinadas a recorréncia poderiam ser selecio-
nadas para terapia sistémica adjuvante, ao pas-
so que aquelas com um risco menor poderiam
ser poupadas da morbidade desse tratamento!s.

A compreensdo dos mecanismos molecu-
lares envolvidos no controle da proliferacao das
células neoplasicas pode identificar os fatores li-
gados ao processo regulatério, contribuindo para
a compreensdo dos mecanismos que agem na
progressao do tumor!S. Inimeros trabalhos con-
firmam que as neoplasias que contém receptor
de estréogeno (RE) apresentam prognostico mais
favoravel que as que ndo o possuem, com perio-
do de sobrevida maior e melhor resposta a tera-
pia anti-hormonal!*!31416 A freqliéncia e a con-
centracdo do RE aumentam com a idade da pa-
ciente, ambos alcancando seus valores mais al-
tos nas menopausadas®!718,

O gene supressor tumoral pS3 esta locali-
zado no braco curto do cromossomo 17 e € um
regulador negativo da proliferacdo tumoral. Acre-
dita-se que aje bloqueando as células na fase
G1 ou induzindo-as a apoptose. Quando sofre
mutacoes (p53 mutante), adquire comportamen-
to oposto, agindo como estimulador da divisdo
celular®®. A expressdao do gene mutante p53 pode
ser detectada em 4 a 26% dos casos de cancer
de mama in situ ou invasor, dependo do critério
de positividade?®-?*. Michalides et al.?®, num es-
tudo anatomoclinico da superexpressao de p53
em uma série de 248 pacientes com cancer de
mama operavel, relataram auséncia de signifi-
cado prognostico de forma isolada, mas quando
associado a tumores pouco diferenciados e a
auséncia de RE houve forte correlacdo com di-
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minuicdo do tempo livre de doenca e sobrevida
geral. Achados semelhantes a este foram encon-
trados por outros autores??23,

Os proto-oncogenes sdo genes normais
envolvidos com crescimento celular e prolifera-
cdo cujas formas mutantes promovem transfor-
macdes neoplasicas!’. Aproximadamente 25%
dos tumores de mama mostram superexpressao
de c-erbB-22%?7, E mais freqiientemente encon-
trado no componente intraductal do tumor que
no invasivo®. Como uma variavel isolada, esta
associada a mau prognéstico. Em pacientes com
cancer de mama com axila negativa, c-erbB-2
nao se mostrou um indicador prognéstico quan-
do estudado de forma isolada, sendo dependen-
te dos demais fatores progndsticos?2%2%, Consi-
derando os dados relatados na literatura e a im-
portancia de estudar fatores prognoésticos que
possam interferir no desfecho da doenca, foram
escolhidos trés dos marcadores tumorais mais
referidos na literatura (RE, p53 e c-erbB-2) para
serem estudados na mnossa populacao,
correlacionando-os com caracteristicas his-
tolégicas em pacientes menopausadas com can-
cer de mama com linfonodos axilares negativos.

Pacientes e Métodos

Este € um estudo clinico retrospectivo rea-
lizado com a revisdo dos prontuarios de 50 paci-
entes pés-menopausicas com cancer de mama
sem comprometimento dos linfonodos axilares
atendidas e tratadas na ISCMPA e HSR de Porto
Alegre, de janeiro de 1990 a dezembro de 1994.
Realizou-se estudo imuno-histoquimico do ma-
terial incluido em parafina do arquivo do IPCO,
usando-se a técnica da avidina-biotina-
peroxidase. Utilizou-se anticorpo anti-receptor de
estrogeno (mouse anti-human) produzido pela
Dako Corporation (Cod. M7047 clone 105) na
diluicao 1:50, anticorpo anti-proteina p53 (mouse)
produzido pela Dako Corporation (Cod. 7001
clone DO-7) na diluicdo 1:50 e anticorpo anti-
proteina c-erbB-2 Imunotech (amostra cat.
11591 clone 3Bs) na diluicao 1:30. Os cortes fo-
ram corados pelo método imuno-histoquimico e
foram examinados ao microscépio convencional,
sendo a leitura realizada pela observacao da po-
sitividade ou néo. Para o estudo do RE foi consi-
derado positivo o achado de mais de 10% de nu-
cleos corados (Figura 1), ao passo que para p53
e c-erbB-2 considerou-se positivo o achado de
5% de células reagentes coradas no nucleo e na
membrana, respectivamente (Figuras 2 e 3). Re-
alizou-se também revisao histologica de todos os
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casos, para uniformizacao diagnéstica, sendo
utilizada a graduacado de Bloom e Richardson
para os casos de carcinoma ductal infiltrante de
tipo histolégico nao-especial, em lamina corada
pela técnica de HE. Os casos selecionados fo-
ram fotografados ao fotomicroscopio de Zeiss
Axioplan. A analise estatistica os dados quanti-
tativos foram descritos utilizando-se mediana
(amplitude interquartil: P25-P75) e para os da-
dos categoricos empregaram-se percentuais. Foi
utilizada analise de sobrevida pelo método de
Kaplan-Meier, com comparacdo entre os grupos,
utilizando-se o teste de c? e log rank test. Foram
elaboradas tabelas de contingéncia relacionan-
do os grupos, com a freqiiéncia dos anticorpos
observados na imuno-histoquimica. A frequién-
cia destes anticorpos foi expressa como
percentual de casos e comparadas pelo teste de
c2 com correcao de Yates e teste exato de Fisher,
quando necessario. Também foram calculados
os riscos relativos (RR) com seus respectivos in-
tervalos de confianca (IC) de 95% utilizando-se
método das séries de Taylor.

T

Figura 1 - Aspecto imuno-histoquimico de um tumor de mama com positividade para um receptor
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Figura 2 - Aspecto imuno-histoquimico de um tumor de mama com intensa positividade para
proteina p53 (ndcleos corados em marrom).
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Figura 3 - Aspecto imuno-histoquimico de um tumor de mama com positividade para c-erbB-2
(membranas coradas em bege).

Resultados

A mastectomia radical modificada foi reali-
zada em 35 pacientes (70%), ao passo que as
outras 15 (30%) foram submetidas a setorectomia
com esvaziamento axilar e posterior radiotera-
pia. O tempo de seguimento médio foi de 3,6 anos
e quatorze pacientes apresentaram recidiva. Nes-
te periodo o tamanho médio dos tumores foi
2,8 cm (1,98-3,13). Doze pacientes tinham tu-
mor com didmetro menor que 2 cm (24%), e em
38 (76%) o tumor media 2 cm ou mais. O
percentual geral de positividade para RE foi 50%,
de p53 14% e de c-erbB-2 18%, representando
25, 7 e 9 casos, respectivamente. O carcinoma
ductal invasor de tipo histolégico ndo-especial
foi encontrado em 46 pacientes (92%). O estudo
do grau de diferenciacado histologica pela gradu-
acao de Bloom e Richardson, nos casos de carci-
noma ductal, mostrou que 3 casos foram classi-
ficados como grau I (6,6%), 35 grau II (76%) e 8
grau III (17,4%) entre os casos que apresenta-
ram recidiva, ndao houve nenhum classificado
como grau I, mas 9 deles receberam grau II
(25,7%) e 3 grau III (37,5%). Os sitios mais fre-
quentes de metastases foram os 6sseos com
35,7%.

Dos 25 casos com RE positivo, 5 (20%) apre-
sentaram recidiva. Na analise estatistica ndo se
encontrou diferenca significativa em relacédo a
positividade do RE e o risco de recidiva (p = 0,403)
(Tabela 1 - Figura 4). Relacionando-se a positivi-
dade do RE com grau de diferenciacédo histolégica,
encontramos 3 (100%) casos classificados como
grau I, 19 (54,3%) grau II e apenas 1 (12,5%) grau
III (p = 0,0006) (Figura 5). Dos tumores com ex-
pressao da proteina p53 (n = 7), 2 (28,6%) apre-
sentaram recidiva (p = 0,692) (Tabela 1 - Figura
4). Quando pS53 foi estudado conjuntamente com
o grau de diferenciacdo histolégica, observamos
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que havia sido negativo em todos os casos grau I,
positivo em 3 (8,6%) grau Il e em 4 (50%) grau Il
(p = 0,006) (Figura 5). A expressdo da proteina c-
erbB-2 foi positiva em 9 casos, sendo que 3
(33,3%) apresentaram recidiva (p = 0,993) (Tabe-
la 1 - Figura 4). Quando relacionamos c-erbB-2
com grau de diferenciacdo histolégica, ndo encon-
tramos nenhum caso positivo em tumores com
grau I, 3 (8,6%) nos casos com grau Il e 6 (75%)
nos casos com grau III (p = 0,001) (Figura 5).

Tabela 1 - Fatores associados com recidiva.

variavel sim% ndo % RR p
RE negativo 36,0 20,0 0,55 (0,22-1,43) 0,403
p53 positivo 286 279  102(0,29-363) 0,692
c-erbB-2 positivo 33,3 26,8 1,24 (0,43-5,56) 0,176

Varidveis estudadas como indicador prognéstico independente
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Figura 4 - Curvas de Kaplan-Meier comparando a ocorréncia de recidiva em grupos RE positivo
enegativo (p=0,403), p53 positivo e negativo (p = 0,692) e c-erbB-2 positivo e negativo (p =0,993)
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Figura 5 - Relagao da positividade do RE (p =0,006), p53 (p = 0,006) e c-erbB-2 (p = 0,001) com
ograu de diferenciagdo tumoral.
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Discussao

Nos ultimos anos, o numero de fatores
prognosticos para o cancer de mama tem cresci-
do de modo significativo. Porém, nos casos de
cancer de mama em estagios iniciais, com
linfonodos axilares negativos, os resultados dos
trabalhos tém sido divergentes. Com o objetivo
de investigar o valor destes marcadores no com-
portamento do cancer de mama em nossa popu-
lacao, foram estudados 50 casos de cancer de
mama com linfonodos axilares negativos, em pa-
cientes menopausadas tratadas na ISCMPA e no
HSR de Porto Alegre no periodo de janeiro de
1990 a dezembro de 1994. Das 50 pacientes
selecionadas, 14 (28,6%) sofreram recidiva, lo-
cal ou a distancia, durante o tempo da pesquisa,
sendo que metade delas a fez nos trés primeiros
anos ap6s o diagnéstico.

Nesta pesquisa o percentual de positivida-
de do RE foi de 50%, semelhante ao encontrado
na literatura!®!”. A auséncia do RE mostrou-se
indicador para mau prognéstico somente quan-
do associado a tumores pouco diferenciados. Este
achado é concordante com o encontrado na lite-
ratura, que mostra maior positividade em paci-
entes poés-menopausicas e em tumores bem di-
ferenciados!®!”. Observaram-se ainda maior
sobrevida e maior intervalo livre de doenca em
pacientes com RE positivo quando comparadas
com as com tumores de mama com RE negativo
e tumores pouco diferenciados?!!!317,

Stenmark-Askmalm et al.?® estudaram 205
pacientes com cancer de mama com linfonodos
axilares negativos, encontrando 11% de positivi-
dade para pS3 em mulheres que apresentavam
RE negativo e grau III, correlacionando tais acha-
dos com pior prognoéstico. A associacdo entre a
proteina p53 com o prognoéstico de pacientes com
cancer de mama e axila negativa também foi es-
tudada por Iwaya et al.?*, no Japao, que relata-
ram um estudo de tipo controle entre 32 mulhe-
res que tiveram recidiva precoce de cancer de
mama e 122 pacientes sem recidiva. Foram ana-
lisados o tamanho do tumor, a idade e a data da
cirurgia (tempo de seguimento superior a 13
anos). No estudo imuno-histoquimico de p53 e
de c-erbB-2 encontraram significado prognésti-
co somente quando houve a associacao de p53
com tumores pouco diferenciados, com a ten-
déncia ao aparecimento de recidiva, o mesmo
nao acontecendo em relacdo a c-erbB-2.

Neste trabalho o percentual de expressao
de p53 foi de 14%, sendo de 28,6% entre os ca-
sos que recidivaram; metade destes tumores
eram indiferenciados e nenhum era bem dife-

452

RBGO-v.22,n°7,2000



Bolaséll et al

renciado. Ao estudo estatistico ficou evidencia-
do pior prognostico na associacao de p53 com
tumores pouco diferenciados, com conseqliente
diminuicdo no intervalo livre de doenca. Estes
achados sao compativeis com os encontrados por
outros autores®%3l,

Rosen et al.?® ndo encontraram valor prog-
nostico para c-erbB-2 em 440 casos de cancer
de mama com axila negativa, em um seguimen-
to de 119 meses. Achados semelhantes também
foram relatados por Gusterson et al.?® em 1506
pacientes num seguimento de 10 anos, no qual
c-erbB-2 nao teve interferéncia no prognéstico,
quando analisado isoladamente. Neste trabalho,
o percentual de positividade de c-erbB-2 (18%)
coincide com o encontrado na literatura®®. Como
fator prognéstico independente, c-erbB-2 néo
mostrou significancia estatistica, porém quando
associado com tumores pouco diferenciados
(grau III), apresentou 75% de positividade, mos-
trando-se um indicador forte para mau prognos-
tico (p = 0,001).

Revisando os resultados obtidos por vari-
os pesquisadores, pode-se observar que nao ha
uma uniformidade em relacdo ao significado dos
fatores prognésticos conhecidos com o cancer de
mama com axila negativa. Porém, € interessante
que o resultado obtido nesta investigacdo mos-
trou uma associacdo entre os marcadores
tumorais (RE, p53 e c-erbB-2) e tumores pouco
diferenciados da mama. Estes achados reforcam
a suposicdo de que ha uma tendéncia ao pior
prognostico em pacientes com tumores pouco
diferenciados quando associados a auséncia do
RE e a presenca de p53 e de c-erbB-2.

SUMMARY

Purpose: to evaluate the prognostic value of estrogen
receptor and p53 and c-erbB-2 proteins in lymph node-
negative breast cancer.

Methods: an immunohistochemical study was made in
paraffin-embedded tissues from the file of the Instituto de
Pesquisas Cito-Oncologicas of the Fundagdo Faculdade
Federal de Ciéncias Médicas de Porto Alegre of fifty cases
of postmenopausal women, who were treated at the
Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre
and at the Santa Rita Hospital from 1990 to 1994. For
statistical analysis C* with Yates correction, as well as exact
Fisher tests were used and Kaplan Meier curves compared
with log-rank test. The mean follow-up of the patients was
3.6 years (3.1-4.5). Of the 50 cases, 14 showed recurrence
during the period of follow-up.

Results: the mean age was 61 years (46-78). Modified
radical mastectomy was performed in 35 patients (70%)
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and 15 (30%) were submitted to lumpectomy/axillary
dissection and postoperative radiation therapy. Fifty
percent of the patients who showed recurrence did it in the
first three years after the diagnosis. The mean size of the
tumor was 2.8 cm (1.98-3.13) and the most frequent
histological type was invasive ductal carcinoma of no
special type (92%), according to the Bloom and Richardson
graduation, 3 being stage 1 (6.6%,), 35 stage Il (76%) and
8 stage Il (17.4%). In the tumors with recurrence, there
was no grade I, 9 stage II (25.7%) and 3 stage Il (37.5%).
In relation to the prognosis, the disease-free interval was
less when there was association of a poorly differentiated
tumor with negative estrogen receptor (p = 0.006), positive
p33 (p = 0.006) and positive c-erbB-2 (p = 0.001).
Conclusion: postmenopausal women with lymph node-
negative breast cancer showed worse prognosis in relation
to disease-free interval when they presented poorly
differentiated tumor associated with negative estrogen
receptor, positive p53 and positive c-erbB-2.

KEY WORDS: Breast: cancer. Metastasis. Estrogen
receptor. Oncogenes. Cancer: prognosis. Menopause.
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