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INTRODUCAO

A biossintese do estrogénio é catalizada pela enzima

RESUMO

OsJETIVO. Avaliar expressao da enzima aromatase nos carcinomas de mama ductais invasivos (CDI),
in situ (CDIS), no epitélio e estromas adjacentes.

MEropos. Foram avaliados 45 espécimes cirlrgicos provenientes de mastectomias e quadrantectomias
com CDI e CDIS concomitantes de pacientes com estadios clinicos | e Il. A analise da expressao da
enzima aromatase foi realizada por meio de anticorpos policlonais antiaromatase e categorizagao das
amostras de acordo com intensidade e nimero de células coradas.

ResuLtapos. Nos 45 casos de CDI a expressao da aromatase foi positiva em 32 espécimes (71%) e
negativa em 13 (29%). Nos casos de CDIS, a positividade foi idéntica a observada no CDI, mostrando
correlagao positiva. No epitélio normal constatou-se expressao positiva em 19 casos (42,2%) e
negativa nos outros 26 (57,8%), mostrando correlagao positiva estatisticamente (p<0,01), quando
comparada com CDI e CDIS. Na anélise do estroma normal a expressao da aromatase foi observada
em apenas sete (15,5%) dos 45 casos avaliados, ndo apresentando correlagado com nenhuma variavel
analisada para expressao da aromatase. A presenca da aromatase no estroma tumoral foi positiva em
36 casos (80%) e negativa em 9 (20%), mostrando correlagao estatisticamente com a expressao no
CDI (p<0,01) e no CDIS (p<0,01). Ao se comparar a expressdo da aromatase no CDI, CDIS, epitélio
normal e estroma tumoral com os graus nuclear e histolégico, tamanho tumoral e idade da paciente,
nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes.

ConcLusho. Os resultados revelaram alta correlagédo entre expressao da aromatase no CDI, CDIS, epitélio
normal e estroma tumoral, sugerindo possivel mecanismo de acao autocrina e paracrina desta enzima
na génese do cancer de mama.

Unitermos: Aromatase. Neoplasias da mama. Carcinoma ductal. Carcinoma in situ.

em tecidos periféricos como musculo, figado e tecido adiposo; dai, o
esteroide adentra na circulagao, podendo dessa forma exercer efeitos

aromatase, membro da familia do citocromo P450 e produto
do gene CYP19. Esta proteina responsabiliza-se pela ligagao do
esteroide androgénico C19 ao seu substrato, bem como pela
catalizacao de uma série de reagdes que redundarao na formagéo
do anel fendlico A caracteristico dos estrogénios.
Mulheresapésamenopausacomcancerdemamahormonalmente
responsivo podem sintetizar estrogénio por meio daenzima aromatase

Sl
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nos tumores de mama por mecanismos endécrinos. Entretanto, a
produgao local de estrogénio no tecido tumoral, ou adjacente a este,
e a estimulacéo da proliferacéo celular por mecanismos autécrinos
ou paracrinos parece ser mais importante no determinismo do
crescimento tumoral do que a agao de hormdnios periféricos 2.

A elucidagao da inter-relacao da expressdo da aromatase
na génese do cancer de mama, desde a iniciacdo até a sua
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progressao, poderia facilitar uma abordagem eficaz sobre essa
enzima como estratégia visando a prevengéo e o tratamento do
cancer maméario.3

Desta forma, nos propomos estudar sua expressao no CDI,
CDIS, estroma tumoral, assim como no epitélio e estroma
normais, relacionar a expressao da aromatase de acordo com o
tamanho do tumor e com o grupo etério.

METtopos

Estudo retrospectivo realizado no Hospital Central da
Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de Sao Paulo (ISCMSP)
durante 22 meses que contou com pacientes submetidas a
mastectomias e quadrantectomias por cancer de mama estadios
I ell. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade
de Ciéncias Medicas da ISCMSP. Foram excluidos os casos nos
quais as pacientes estavam sob tratamento quimioterapico,
radioterdpio ou hormonioterapia nas Ultimas oito semanas que
antecederam a cirurgia, as que estavam gestantes ou lactentes,
as portadoras de obesidade mérbida e doengas metabdlicas.

Dos 45 espécimes cirlrgicos selecionados, 23 (51 %) foram
provenientes de cirurgias conservadoras (quadrantectomias ou
setorectomias), enquanto 22 (49%) espécimes foram obtidos de
mastectomias. A partir dos espécimes cirlrgicos, procedeu-se
estudo histopatologico seguido de imunohistoquimica no
servico de Anatomia Patologica do departamento de Ciéncias
Patolégicas da ISCMSP. Em uma mesma lamina, foram
colocados cortes contendo CDI, CDIS, epitélio normal, estroma
normal e estroma tumoral.

Os casos foram avaliados pordois examinadores e seus laudos
emitidos, de acordo com a padronizagao da Organizagdo Mundial
de Saude, pelo Servigco de Anatomia Patolégica da ISCMSP.
Estes laudos foram revistos e os diagnésticos histopatoldgicos
confirmados, caracterizando a presenga de CDIS e CDI.

A analise da expressdo da enzima aromatase foi realizada
por meio da utilizagcdo de anticorpos policlonais antiaromatase,
obtidos a partir do soro de coelhos (3599-100, Biovision
research Products), aplicados em uma diluicao de 1:50. As
amostras foram processadas simultaneamente fazendo uso de
controles negativos. Os critérios utilizados para a avaliagao
em escore das expressdes imunohistoquimicas da enzima
aromatase foram os mesmos empregados por Ristimaki
et al*. Entre os critérios avaliados para a determinagdo do
escore foram considerados: Escore O - nenhuma célula
corada; Escore 1 - citoplasma e membrana celular corados
difusa e fracamente (deve apresentar menos de 10% das
células coradas com intensidade forte); Escore 2 - coloragao
citoplasmatica granular e da membrana celular de moderada
a forte em 10% a 90% das células; Escore 3 - mais de 90%
das células coradas com intensidade forte.

A imunohistoquimica foi avaliada de maneira quantitativa
contando 100 células em um campo de 200 vezes de
aumento, diretamente no microscépio, nos quais os tumores
foram considerados positivos ou negativos para os anticorpos
analisados. Os resultados foram avaliados pelo programa
de estatistica da Statistical Package for Social Sciences
(SPSS), versao 14.0, para Microsoft Windows. A Unica variavel
paramétrica avaliada foi idade, sendo calculada sua mediana,
variacao media e desvio padrao.
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As varidveis nao paramétricas foram avaliadas pela analise de
correlagao de Spearman. O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado
paraaavaliagao dos graus nuclear e histolégico e o teste de Mann-
Whitney para a variavel presenca ou nao de comedonecrose com
o0 intuito de verificar possiveis diferencas entre os percentuais
positivos das categorias delineadas. Também foi utilizado o teste
do qui quadrado com o intuito de verificar possiveis diferencas
entre os dois grupos etarios e os didmetros tumorais.

REsuLTADOS

As pacientes do estudo encontravam-se entre 31 e 85 anos
de idade, com média etaria de 54,33 anos, desvio padrao de
12,78 anos e idade mediana de 50 anos. Das 45 anélises
realizadas para avaliacao da expressao da aromatase no CDI,
observamos positividade em 32 (71%) casos. Quando essa
analise foi realizada no CDIS a mesma relagao foi observada,
obtendo-se uma associagao positiva perfeita.

A expressao imunohistoquimica da aromatase nos diversos
compartimentos histolégicos avaliados foi de 71% positivos
(n=32) tanto nos CDI como nos CDIS; 42,5% (n=19) no epitélio
normal, 79% (n=36) no estroma tumoral e 15,5% (n=7) no
estroma normal. A expressdo no epitélio normal mostrou
associacao positiva estatisticamente significante (p<0,01)
quando comparada com o CDI e CDIS, o mesmo observado
com o estroma tumoral (p<0,05). Na anélise do estroma
normal, notamos que a expressao da aromatase em sete casos
nao apresentou relagdo com nenhuma variavel analisada
para a expressao da aromatase. A presenca da aromatase no
estroma tumoral mostrou uma associacao estatisticamente
significante com a expressdo no CDI (p<0,001), CDIS
(p<0,01) e epitélio normal (p<0,05).

Também foi feita a andlise da expressdo da aromatase
de acordo com o tamanho do tumor e da expressao da
aromatase de acordo com o grupo etario e estes resultados
estdo demonstrados na Tabela 1. Ao se correlacionar a
expressdo da aromatase no CDI e CDIS com parametros
histopatoldégicos (grau nuclear e presenca ou auséncia de
comedonecrose), assim como tamanho tumoral (maior ou menor
que dois centimetros) e idade superior ou inferior a 50 anos, néo
encontramos diferengas estatisticamente significantes. (Tabelas
2 e 3). Quando se comparou a expressao da enzima aromatase
no carcinoma ductal in situ com grau nuclear observou-se
expressdo de 60% no grau nuclear | (p=0,272), 60% grau
nuclear Il ( p=0,010) e 76% grau nuclear Il (p=0,001). Na
presenca de comedonecrose observou-se a expressao da enzima
em 74% dos casos (p=001) e na auséncia de comedonecrose
a expressao foi de 61% (p=0,001). J& no carcinoma ductal
invasivo observou-se expressdao de 60% no grau nuclear |
(p=0,272), 50% grau nuclear Il ( p=0,016) e 86% grau
nuclear Il (p=0,006). Quanto ao grau histolégico, a expressao
da aromatase foi de 56,5% no grau | (p=0,178), 73,5%, no
grau Il (p=0,022) e 60% no grau histologico Il (p=0,272).

Discussio

A expressdo da enzima aromatase é relacionada ao cancer de
mamaeassume cadavez maisumaimportanciaterapéuticanesse
agravo oncolégico. Apesar de sua relacdo com a carcinogénese
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Tabela 1. Analise da expressao da aromatase de acordo com o tamanho do tumor e da expressao da aromatase de acordo com o grupo etario

Compartimento Aromatase Aromatase P axb Aromatase Aromatase P cxd
histoldgico Tumor < 2cm Tumor > 2cm b Idade < Idade >
Namero a (%) Namero (%) 50 anos ¢ 50 anos
Niimero (%) Namero d (%)
CDI
Positivo 10 (83,5) 22 (55,5) 0,244 12 (70,5) 20 (70) 0,747
Negativo 2(16,5) 11 (44,5) 5(29,5) 8 (30)
CDIS
Positivo 10 (83,5) 22 (55,5) 0,244 12 (70,5) 20(70) 0,747
Negativo 2(16,5) 11 (44,5) 5(29,5) 8 (30)
Epitélio normal
Positivo 6 (50) 12 (37) 0,408 5(29,5) 14 (50) 0,169
Negativo 6 (50) 21 (63) 12(70,5) 14 (50)
Estroma tumoral
Positivo 10 (83,5) 26 (77) 0,572 13(76,5) 23 (80) 0,651
Negativo 2(16,5) 7(33) 4(23,5) 5(20)
Estroma normal
Positivo 2(18) 5(15) =0,687 2(12,5) 7(24) 0,321
Negativo 9(82) 29 (85) 14 (87,5) 22 (76)

CDI- carcinoma ductal infiltrativo; CDIS - carcinoma ductal in situ (Teste de Qui quadrado corrigido pelo teste exato de Fisher)

Tabela 2. Expressao imunohistoquimica da aromatase nos
45 casos de CDIS em relacao ao grau nuclear e
presenca ou nao de comedocarcinoma.

cDIS bf‘:;’:f:a(iz) Valor do p
GNI

Positivo 3(60) =0,272

Negativo 2 (40)

GNII

Positivo 9(60) =0,010*
Negativo 6 (40)

GNIII

Positivo 19 (76) <0,001*
Negativo 6 (24)

Comedo

Positivo 20 (74) =0,001*
Negativo 7 (26)

n-comedo

Positivo 11(61) =0,001*
Negativo 7 (39)

Tabela 3. Expressao imunohistoquimica da aromatase nos 45 casos
de CDI em relagdo ao grau nuclear e histologico.

Aromatase

CDI Nimero (%) Valor de p
GNI

Positivo 3(60) =0,272

Negativo 2 (40)

GNII

Positivo 9 (50) =0,016*
Negativo 9 (50)

GNIII

Positivo 19 (86) =0,006*
Negativo 3(14)

GHI

Positivo 4 (56,5) =0,178

Negativo 2 (43,5)

GHII

Positivo 25(73,5) =0,022%
Negativo 9(26,5)

GHIII

Positivo 3(60) =0,272

Negativo 2 (40)

(*): Correlacdo estatisticamente significante (Correlacdo de Spearman). As diferencas entre os
percentuais do GN (teste de Kruskal-Wallis) e comedonecrose (Teste de Mann-Whitney) nas
colunas nao foram estatisticamente significantes.
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(*): Correlagédo estatisticamente significante (Correlacdo de Spearman). As diferencas entre
os percentuais do GN e GH (teste de Kruskal-Wallis) nas colunas nao foram estatisticamente
significantes
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e com a evolucdo do cancer de mama parecer clara, a maneira
como isso acontece ainda ndo se encontra totalmente elucidada.
Altas e significativas concentracdes da enzima no citoplasma
das células epiteliais e estromais adjacentes ao tumor mamario
primaério foram demonstradas por meio da imunohistoquimica,
utilizando anticorpos monoclonais antiaromatase em dez dos 19
canceres mamarios estudados; e também foi observado presenga
do RNA mensageiro da aromatase pela hibridizacao in situ 5.

Alguns estudos constataram a presenca da aromatase no
cancer de mama, observando-se expressdo da aromatase
em 72% dos casos avaliados®. Numeros semelhantes
foram observados em outros trabalhos que constataram a
presenca da aromatase em 63% (91 de 145 casos) ” e 69%
(78 de 113 casos)®. O nosso estudo encontrou expressao
da aromatase em 71% dos tumores, tanto no componente
invasivo como no componente in situ. Dados semelhantes
foram observados por outros pesquisadores que constataram
atividade significativa da aromatase desde 52% até 72% em
amostras de carcinoma invasor.3® &10.

Em relagdo aos estudos enderegados a avaliagdo da
expressao da enzima aromatase no CDIS, parece haver uma
discrepancia nos estudos da literatura. Analises da expresséo
da aromatase em 61 casos de CDIS puros constataram taxas
maiores em relagdo aos 101 casos de CDI. E esta discrepancia
pode ser explicada pelos mecanismos paracrinos, visto que
a presenga dos dois componentes redundaria numa maior
expressdo no componente invasor’. Entretanto, em nosso
estudo essa diferenga nao foi observada.

Avaliacdes da expressao da aromatase no carcinoma ductal in
situ (CDIS) e no carcinoma ductal infiltrativo (CDI) em 162 casos,
por anélises imunohistoquimica semiquantitativa, encontraram
expressao da aromatase tanto nas células tumorais como no estroma
adjacente, sendo que a positividade no CDIS foi significativamente
maior quando comparada com aquela observada no CDI!.

Por sua vez, a positividade da expressao da aromatase foi
notada em um outro estudo em 58 dos 102 casos de cancer
de mama estadios clinicos Ill e IV, por meio do emprego de
anticorpos monoclonais. No seguimento, nao se observou
qualquer relagédo entre a presenca da expressao da aromatase e
a resposta ao tratamento hormonal.!?

Outrosinvestigadoresaoestudarem 83 casosde CDIconstataram
a expressao da aromatase em 47% dos casos, principalmente no
componente estromal do tecido tumoral. Nao observaram qualquer
relagao entre a positividade da aromatase com parametros clinico-
patoldgicos, como idade, estado menopausal, tamanho do tumor,
status linfonodal, tipo histoldgico e receptores de estrogénio?s.
Em outro estudo,!* ficou evidente a expressdao da enzima
aromatase no carcinoma ductal invasivo e carcinoma ductal in
situ em 70% dos casos, com expressdo da mesma no epitélio
adjacente em (42,5% dos casos) e 79% no estroma tumoral.

A expressao da aromatase no estroma tumoral ocorreu em 80%
dos casos, superior as encontradas no CDI e CDIS. Estes dados
coincidem com os da literatura e parecem se relacionar a propria
origem da enzima que se encontra muito mais presente no estroma
do que no epitélio mamério. Estes resultados demonstram que a
sintese estrogénica deve se processar de maneira mais expressiva
nos tecidos adjacentes ao tumor, modulando o crescimento tumoral
por meio de mecanismos paracrinos, autocrinos e intracrinos!® 16,
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Embora tenhamos observado tendéncia para maior expressao da
aromatase nos casos de CDIS grau nuclear I, com comedonecrose,
estes dados nado foram estatisticamente significantes e se
assemelharam a outro achado descrito na literatura’. Uma maior
expressao da aromatase ja foi evidenciada nos casos onde os CDls
avaliados eram grau nuclear Il (p=0,03)*, similes aos por nés
obtidos na analise dos CDIs (p=0,05). Todavia, ndo observamos
0s mesmos resultados ante a analise do grau histolégico.

Na avaliacao da expressdo da aromatase de acordo com a
idade da paciente (50 anos ou mais e menores de 50 anos), nao
notamos diferencas estatisticamente significativas em relacéo a
analise no CDI, CDIS e estroma tumoral, diferentemente dos de
outros trabalhos que relataram maior expressao nas pacientes
com mais de 50 anos (p=0,012)7. Em relagdo ao tamanho do
tumor, a expressao positiva da aromatase foi porcentualmente
maior naqueles menores ou iguais a 2cm (CDI e CDIS), quando
comparado com os tumores maiores, porém sem significancia
estatistica(p=0,224). Avaliacoes apenas do CDI ndo detectaram
diferenca estatistica na expresséo da aromatase de acordo com
o tamanho do tumor, mas observaram tendéncia de maior
expressao nos tumores menores®.

ConcLusAo

Nossos resultados revelaram alta correlacao entre expressao
da aromatase no CDI, CDIS, epitélio normal e estroma tumoral,
sugerindo possivel mecanismo de acdo autdcrina e paracrina
desta enzima na génese do cancer de mama. A regulacdo da
atividade da aromatase é extremamente complexa. Os tumores
parecem crescer nas areas em que ha uma alta expressao
da aromatase, além de serem capazes de se desenvolver
estimulando a atividade da aromatase em tecidos adjacentes.
Tal fato parece estar relacionado a fatores intrinsecos do tecido
mamario, porém ainda ndo est4d completamente elucidado 7.
Além disso, a superexpressao da aromatase parece relacionar-se
a um pior prognéstico do cancer de mama, o que nos faz seguir
em busca da via pela qual isso acontece. Os dados do presente
estudo poderéo contribuir para o avango do conhecimento do uso
dos inibidores da aromatase na terapéutica do cancer de mama.

Conflito de interesse: Nao ha

SUMMARY

AROMATASE EXPRESSION IN INVASIVE AND IN SITU DUCTAL CARCINOMA
PRESENT IN THE SAME BREAST

Objective. to evaluate the expression of aromatase in simul-
taneously invasive ductal carcinoma (IDC) and ductal carcinoma
in situ (DCIS).

Metrops. forty-five surgical samples were obtained from
mastectomy and quadrantectomy with simultaneous IDC and
DCIS of stage | and Il patients. Aromatase was evaluated using
antibodies anti-aromatase and the samples classified in accor-
dance with the number and intensity of stained cells.

Resuits. Aromatase was expressed positively in 32(71%)
and negatively in 13(29%) of the cases in the IDC. The same
results were obtained in the DCIS showing a perfect positive
correlation. In the normal epithelium,aromatase was positive
in 19(42.2%) and negative in 26 (57.8%) and a positive

Rev Assoc Med Bras 2009; 55(6): 651-5
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correlation, statistically significant was obtained when compared
with IDC and DCIS(p<0.01). Concerning the normal stroma,
positivity was only 7 (15.5%) showing no correlation with
aromatase expression. Aromatase was positive in 36(80%) of
the tumor stroma and this result was statistically significant as
in the IDC and DCIS. Comparing results of aromatase expression
with nuclear grade, histological grade, tumor size and age no
difference was found.

ConcLusion. our results demonstrated high correlation
between aromatase expression in IDC, DCIS, normal epithelium
and tumor stroma showing a possible autocrine and paracrine
mechanism of this enzyme in breast cancer. [Rev Assoc Med
Bras 2009, 55(6): 651 - 5]

Key worbps: Aromatase. Breast neoplasms. Ductal carcinoma. In
situ carcinoma.
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