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RESUMO

A importancia do cancer de mama em muheres jovens emergiu em todo o mundo
como um fator prognostico negativo independente. Além disso, em comparacdo com
pacientes com idade mais avancada, as pacientes jovens com cancer de mama
apresentam um curso mais agressivo, prognéstico menos favoravel e piores taxas
de sobrevivéncia. Sendo assim, o conhecimento sobre biomarcadores preditivos
para o cancer de mama podem auxiliar no diagnostico precoce dessas pacientes
jovens. Este trabalho teve como objetivo verificar o percentual de mulheres jovens
acometidas pelo cancer de mama e avaliar a associacdo entre parametros
clinicopatolégicos e a idade. Um total de 233 amostras de tumor primério de
pacientes com cancer de mama, atendidas no Hospital de Cancer de Londrina,
foram analisadas quanto as seguintes caracteristicas clinicopatoldgicas: receptor de
estrogénio (RE), receptor de progesterona (PR), receptor do fator de crescimento
epidérmico humano 2 (HER2), tamanho do tumor, acometimento de
linfonodos/metéastases, grau histolégico (GH), indice de proliferacdo celular (Ki67) e
proteina p53 em relacdo a idade. Foi verificado que 44 pacientes (18,9%)
apresentaram idade inferior a 44 anos e foi encontrado associacao entre a idade
jovem e a positividade para o marcador p53 (p = 0,017). A idade jovem (<44 anos)
também foi relacionada com um indice de proliferacdo celular elevado (Ki67 > 30%)
(p = 0,014) como também com as caracteristicas clinicopatolégicas mais agressivas
do tumor, como negatividade para RE e RP (p = 0,001), positividade para
superexpressdo de HER2 (p = 0,010), grau histolégico mais elevado (p = 0,001),
tamanho do tumor > 3,0 cm (p = 0,001) e positividade para p53 (p = 0,010). Quanto
aos subtipos de cancer de mama, foi encontrado que o Luminal A e o Triplo-negativo
estavam associados com o Ki67 < 15% (baixo) e Ki67 > 30% (alto), respectivamente
(p < 0,001). A crescente incidéncia do cancer de mama e mortalidade de mulheres
jovens latino-americanas merece atencdo dos 6rgdos de Saude Publica. Portanto,
torna-se cada vez mais necessario promover estratégias de deteccdo e diagnostico
precoce do cancer de mama. O presente estudo demonstrou que as proteinas Ki67
e p53 podem ser utilizadas como marcadores de agressividade no cancer de mama
em pacientes jovens.

Palavras-chave: Cancer de mama. Receptores hormonais. Deteccdo precoce.
Parametros clinicopatoldgicos.
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ABSTRACT

The importance of breast cancer (BC) in young women emerged in all over the world
as an independent negative prognostic factor. Besides that, in comparison to patients
with an advanced age, young patients with BC presents a more aggressive clinical
course, less favorable prognose and worse survival rate. Therefore, knowledge about
predictive biomarkers for BC can help in the early diagnosis of these young patients.
This study aimed to verify the percentage of young women diagnosed with BC and to
evaluate the association between clinicalpathological parameters and age. A total of
233 primary tumor samples from BC patients, treated at Londrina Cancer Hospital,
were analyzed for the following clinicalpathological features: estrogen receptor (ER),
progesterone receptor (PR), human epidermal growth factor 2 receptor (HER2),
tumor size, lymph nodes involvement, histological grade, cell proliferation index
(Ki67) and status of p53 protein in relation to age. It was found that 44 patients
(18.9%) presented age under 44 years old and an association was found between
young age and positivity for p53 marker (p = 0.017). Young age (< 44 years old) was
also related to a high cell proliferation index (Ki67 > 30%) (p = 0.014) as well as the
most aggressive clinicopathological features, such as negativity for ER and PR (p =
0.001), positivity for HER2 overexpression (p = 0.010), highest histological grade (p =
0.001), tumor size > 3.0 cm (p = 0.001) and positivity for p53 (p = 0.010). For BC
subtypes, it was found that Luminal A and Triple-negative were associated with Ki67
< 15% (low) and Ki67 > 30% (high), respectively (p < 0.001). The increasing
incidence of breast cancer and mortality in young Latin American women deserves
attention from public health agencies. Therefore, it is becoming increasingly
necessary to promote early detection and diagnosis strategies for breast cancer.
From these data, the present study demonstrated that the proteins Ki67 and p53 can
be used as markers of aggressiveness in BC in young patients.

Keywords: Breast cancer. Hormonal receptor. Early detection. Clinicopathological
parameters.
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1 INTRODUCAO

O céncer € uma doenca genética cuja evolugdo conduz a inUmeras
alteracdes no DNA. Dentre os diferentes tipos de cancer, o de mama € a maior
causa de morte por cancer nas mulheres em todo o mundo, com aproximadamente
627 mil Obitos estimados para o ano de 2018 (BRAY et al., 2018). Apesar de ser
considerado um tumor relativamente de bom progndstico, se diagnosticado e tratado
oportunamente, as taxas de mortalidade por esta doenca continuam elevadas no
Brasil (14 6bitos a cada 100 mil mulheres em 2017) (INCA, 2018).

Diversos fatores estdo relacionados ao aumento do risco de
desenvolver essa doenca, dentre eles podemos destacar a idade. Porém, apesar de
a idade ser considerada um fator de risco para o cancer de mama, estudos tém
mostrado uma alta porcentagem de mullheres jovens acometidas por essa doenca.
Em ambito mundial, a propor¢do em mulheres com idade inferior a 40 anos e 44
anos é de 11% e 20%, respectivamente (BRAY et al., 2018). Para esse grupo de
pacientes, sdo recomendadas estratégias para diagndstico e reconhecimento
precoce, a fim de melhor atender suas necessidades multifacetadas.

O indice de proliferacdo celular (Ki67) e o p53 (proteina do gene
supressor de tumor) sdo proteinas ndo histonas essenciais para o ciclo celular. Um
alto Ki67 e mutacbes em p53 estdo relacionadas com a proliferacdo celular
desordenada, portanto, podem indicar um mau prognéstico em pacientes com
cancer de mama, estando associadas com maiores taxas de recorréncia e morte
(PETITJEAN et al., 2007; MORIMOTO et al., 2008). Sendo assim, o0 objetivo desde
trabalho foi verificar se as proteinas Ki67 e p53 podem ser utilizadas como

marcadores de agressividade no cancer de mama em mulheres jovens.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A incidéncia e mortalidade por cancer estao crescendo rapidamente,
tornando-se um grave problema de saude publica mundial. Em ambito mundial, a
Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC) da Organizacao Mundial da
Saude (OMS) estimou que, para o ano de 2040, podem-se esperar quase 30
milhdes de casos de cancer e cerca de 17 milhdes de mortes por esta doenca. J&
para o Brasil, o Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA),
estimou para o biénio 2018-2019, cerca de 600 mil novos casos de cancer para cada
ano (INCA, 2018).

Segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude, as neoplasias
corresponderam a segunda principal causa de mortalidade (18,2%) no Brasil em
2016, seguida apenas de doencas cardiovasculares, com 29,7% (MINISTERIO DA
SAUDE, 2016). O aumento da incidéncia desta doenca afeta paises desenvolvidos e
em desenvolvimento devido a diversos fatores, dentre os quais se destacam o
aumento da expectativa de vida, e consequentemente envelhecimento populacional,
além da crescente exposicao a fatores de risco (INCA, 2018).

O cancer caracteriza-se pela proliferacdo desregulada de células e
surge a partir de alteragdes essenciais na fisiologia celular, as quais, coletivamente,
contribuem para o crescimento dos tumores malignos. Dentre as alteracoes
essenciais podem ser citadas: suficiéncia em relacdo aos fatores de crescimento,
insensibilidade aos inibidores de crescimento, evasdo a apoptose e do sistema
imunoldgico, potencial ilimitado de replicacdo, angiogénese aumentada, inducao de
processo inflamatério, desregulacdo do metabolismo energético, instabilidade
gendmica, invasdo tecidual e disseminacao a distancia (metastase) (HANAHAN e
WEINBERG, 2011).

Embora a célula tumoral represente o principal foco no
desenvolvimento de uma neoplasia, € importante considerar que a massa tumoral
nao € composta apenas de células neoplasicas, mas de um conjunto de células
tumorais e elementos ndo neoplasicos, tais como células mesenquimais e
componentes dos sistemas vascular e imunologico, que contribuem
substancialmente para a carcinogénese, progressao tumoral e metastase das
células transformadas (KERKAR e RESTIFO, 2012). A interacdo entre os tumores e

7

seu microambiente é complexa e dificil de decifrar e sua compreensdo é
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fundamental para o desenvolvimento de novos marcadores prognosticos e
estratégias terapéuticas (FRIDMAN et al., 2012).

2.1Carcinoma Mam@ério

O cancer de mama é um relevante problema de saude publica,
considerando o numero de mulheres que sdo diagnosticadas e de Obitos que
acontecem anualmente por esta doenca. De acordo com as Ultimas estatisticas
mundiais do GLOBOCAN 2018, foram estimados 2,1 milhées de casos novos de
cancer e 627 mil 6bitos pela doenca (BRAY et al., 2018). No Brasil, a estimativa do
biénio 2018-2019 é de cerca de 59.700 novos casos para cada ano. Com excecao
dos tumores de pele ndo melanoma, o cancer de mama é o tipo de cancer mais
frequente nas mulheres das regibes Sul (73,07/100mil), Sudeste (69,50/100mil),
Centro-Oeste (51,96/100mil) e Nordeste (40,36/100mil). Na regido Norte, é o
segundo tumor mais incidente (19,21/100mil), seguido apenas pelo cancer de colo
de utero (INCA, 2018).

A taxa de sobrevida em cinco anos no Brasil aumentou entre os
periodos de 1995 a 1999 e 2005 a 2009 (de 78% para 87%) (ALLEMANI et al.,
2015), corroborando com as taxas de sobrevida em paises desenvolvidos, com
aproximadamente 85% durante o periodo de 2005 a 2009. Esse aumento se deve a
melhorias no rastreamento da populagéo, levando ao aumento da detecc¢éo precoce,
e a utilizacao de terapias mais eficazes (STEWART e WILD, 2014). Ja em paises de
baixa e média renda, o cancer de mama é detectado em estagios mais avancados,
reduzindo significativamente a sobrevida das pacientes (INCA, 2018).

Séo diversos os diversos fatores que estdo relacionados ao aumento
do risco de desenvolver essa doencga, tais como: idade, fatores hereditarios, fatores
hormonais e fatores comportamentais/ambientais (TRICHOPOULOS et al., 2008). O
envelhecimento € um fator de risco importante para o cancer de mama, sendo a
incidéncia maior em mulheres acima dos 40 anos de idade (SIEGEL, MILLER e
JEMAL, 2017). Geralmente, mulheres diagnosticadas nessa faixa etaria apresentam
porcentagem aumentada do receptor de estrogénio (RE) positivo (BAN e
GODELLAS, 2014).

Atualmente, estima-se que cerca de 5% a 10% dos canceres de

mama estejam associados a predisposicdo hereditaria (INCA 2018). O risco de
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desenvolver a doenca se torna 2,5 vezes maior em mulheres com dois ou mais
parentes de primeiro grau com cancer de mama (BREWER, et al.,, 2017). A
suscetibilidade herdada pode ser atribuida a mutagdes germinativas em genes
autossdmicos dominantes de alta penetrancia, como os genes BRCAl e BRCA2
(breast cancer gen 1 e 2) (FRANCKEN et al., 2013).

Os fatores hormonais estéo relacionados principalmente ao estimulo
estrogénico, seja endégeno ou exdgeno, com 0 aumento do risco quanto maior for a
exposicdo. Esses fatores incluem: histéria de menarca precoce (idade da primeira
menstruacdo menor que 12 anos), menopausa tardia (apés 55 anos), primeira
gravidez apés os 30 anos, nuliparidade, uso de contraceptivos orais (estrogénio-
progesterona) e a terapia de reposicdo hormonal pés-menopausa (INCA, 2018).

Os fatores comportamentais e ambientais incluem 0 uso excessivo
de bebida alcodlica, sobrepeso e obesidade na pés-menopausa € a exposicao a
radiacdo ionizante (MAKAREM, et al., 2013; JUNG, et al., 2016; INCA, 2018). O
risco de cancer de mama devido a radiacdo ionizante é proporcional a dose e a
frequéncia (TRICHOPOULOS et al., 2008). O tabaco tem sido reconhecido pelo
International Agency for Research on Cancer (IARC) como um agente carcinogénico
com limitada evidéncia de aumento do risco de cancer de mama em humanos
(IARC, 2016).

A apresentacdo do cancer de mama € bastante heterogénea,
tratando-se de um conjunto de doencgas distintas em etiologia e comportamento
clinico (POLYAK, 2007). Esta heterogeneidade representa um desafio, surgindo a
necessidade de categorizar os pacientes como forma de guiar o manejo clinico e a
escolha do tratamento apropriado para cada paciente (TAHERIAN-FARD, SRIHARI
e RAGAN, 2015).

2.1.1 Classificacdo morfologica e clinica do cancer de mama

Os tumores de mama podem ser classificados de acordo com o tipo
de célula e a sua forma de organizacdo no tumor. Cerca de 95% das malignidades
mamarias sdo adenocarcinomas, divididos em carcinomas in situ e carcinomas
invasivos (KUMAR et al., 2010) que diferem entre si pelo comportamento das células
tumorais. O carcinoma in situ refere-se a uma proliferacdo neoplasica que se

restringe a membrana basal. Quando as células tumorais rompem a membrana
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basal e invadem o estroma mamario, € caracterizado como carcinoma invasivo
(JAAFAR, 2015).

De acordo com a analise histoldgica, o carcinoma invasivo e 0
carcinoma in situ podem ser categorizados em diferentes subtipos, sendo os
principais os carcinomas ductais e os carcinomas lobulares. Existem outros subtipos
como o carcinoma tubular, carcinoma medular, carcinoma mucinoso, entre outros,
porém sdo menos frequentemente observados na clinica (JAAFAR, 2015). Os
tumores ductais se desenvolvem dos ductos mamarios e representam cerca de 80%
dos tumores. Ja os tumores lobulares se desenvolvem nos lobulos e representam de
10 a 15% dos casos (VARGO-GOGOLA e ROSEN, 2007).

O grau de diferenciacdo histolégica (GH) é um método progndstico
para classificar carcinomas de mama com base na avaliacdo dos niveis de
pleomorfismos nucleares, formacdo glandular/tubular e indice mitético. Com base
nesses parametros, o tumor é classificado em |, Il ou Ill, no qual o | indica maior
diferenciacdo histolégica e, portanto, apresenta melhor progndstico por assemelhar-
se ao tecido de mama normal, enquanto o grau lll corresponde ao tecido menos
diferenciado e assemelha-se as células-tronco, indicando, portanto, pior prognostico
para a paciente (LESTER et al., 2009).

O estadiamento do cancer de mama tem grande importancia no
prognostico e no tratamento de cada paciente. O sistema Tumor-Nédulo-Metastase
(TNM) de classificagdo dos Tumores Malignos, preconizado pela Unido Internacional
de Controle ao Cancer (UICC), é o sistema de estadiamento mais amplamente
utilizado no mundo (AJCC, 2010), o qual se baseia na extensdo anatdmica da
doenca. Os tumores primarios séo classificados considerando o tamanho do tumor
(T), o acometimento de linfonodos (N) conforme a cadeia de drenagem linfatica
comprometida e na presenca ou auséncia de metastases (M) (AJCC, 2010). As
tabelas 1, 2 e 3 apresentam a classificacdo Tumor-Nodulo-Metéstase.

A avaliacdo desses parametros permite a classificagcdo do

estadiamento que varia de 0 a IV, conforme demonstra a Tabela 4 (AJCC, 2010).
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Tabela 1 - Classificacéo clinica de tumores quanto ao tamanho (T)

Classificacao Caracteristica
TX Tamanho tumoral ndo avaliado.
TO Sem evidéncia de tumor primario.
Tis Carcinoma in situ.
T1 Tumor com até 2 cm em sua maior dimensao.
T1lmic Carcinoma microinvasor.
Tla Tumor com até 0,5 cm em sua maior dimensao.
T1b T_umor ~maior gue 0,5cm e com até lcm em sua maior
dimenséao.
Tlc Tumor maior que 1cm e com até 2cm em sua maior dimensao.
T2 Tumor maior que 2 cm e com até 5cm em sua maior dimens&ao.
T3 Tumor maior que 5 cm em sua maior dimensao.

T4 Qualquer tamanho com extensdo para pele ou parede toracica
(acometimento do musculo grande peitoral ndo caracteriza T4).

T4a Extensao para parede toracica.

Edema, ulceracdo da pele da mama, nddulos cutaneos

T4b .

satélites na mesma mama.
T4c Associacao de T4a e T4b.
T4d Carcinoma inflamatério.

Fonte: AJCC (2010)

Tabela 2 - Classificacdo clinica de tumores mamarios quanto ao
envolvimento de linfonodos (N)

Classificacao Caracteristica
NX Linfonodos regionais ndo puderam ser avaliados.
NO Auséncia de metastases.
N1 Linfonodos homolaterais méveis comprometidos.
N2 N2a ou N2b.
N2a Metastase para linfonodos axilares homolaterais fixos uns
aos outros ou fixos a estruturas vizinhas.
N2b Metastases clinicamente aparentes somente em linfonodos

da cadeia mamaria interna homolateral sem evidéncia
clinica de metéastase axilar.

N3 N3a, N3b ou N3c.

N3a Metastase para linfonodos infraclaviculares homolaterais.

N3b Metastase para Iinfonodos dq cadeia mamaria interna
homolateral e para linfonodos axilares.

N3c Metastase para linfonodos supraclaviculares homolaterais.
Fonte: AJCC (2010)

Tabela 3 - Classificagdo de metastases em cancer de mama (M)

Classificacao Caracteristica
Mx Metastase a distancia ndo pode ser avaliada.
MO Auséncia de metastase a distancia.
M1 Presenca de metastase a distancia.

Fonte: AJCC (2010)
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Tabela 4 - Estadiamento clinico de cancer de mama

Estadiamento 'Tu'm'or Linfonqdos M.etésta'ses a
Primario (T) Regionais (N) Distancia (M)
Estadio O Tis NO MO
Estadio IA Tl NO MO
Estadio IB T0, T1 N1mi MO
Estadio IIA T0, T1 N1 MO
T2 NO MO
Estadio IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
Estadio IlIA TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Estadio 11IB T4 NO, N1, N2 MO
Estadio IlIC Qualquer T N3 MO
Estadio IV Qualquer T Qualquer T M1

Fonte: AJCC (2010)

2.1.2 Subtipos moleculares do cancer de mama

O cancer de mama era classificado essencialmente em funcdo da
sua morfologia até o final da década de 1990. Entretanto, em 2000, Perou e
colaboradores observaram que tumores com 0s mesmos tipo e grau histoldgico,
diagnosticados no mesmo estadio apresentavam prognésticos diferentes e
respondiam diferentemente aos tratamentos. Sendo assim, propuseram uma divisao
para o cancer de mama em subgrupos distintos, com base em similaridades nos
perfis de expressdo génica, usando a tecnologia de microarrays. Inicialmente foram
identificados 4 subtipos moleculares: Luminal, HER2 superexpresso, basaloide e
normal-like (PEROU et al., 2000; SORLIE, et al., 2001).

Analises posteriores revelaram que o subtipo Luminal poderia ser
subdividido em Luminal A e Luminal B. Um sexto subtipo, denominado claudina
baixa, foi identificado mais recentemente, e seu fendtipo remete a células tronco
tumorais. Tal classificacdo revela a heterogeneidade de carcinomas mamarios e
permite delinear tratamentos especificos para cada subtipo, utilizando moléculas
expressas nesses tumores como alvos terapéuticos (EROLES et al., 2012).

O subtipo Luminal A representa uma frequéncia de 30% a 40% de
todos os canceres de mama (FRAGOMENI, SCIALLIS, JERUSS, 2018). Este

subtipo geralmente estd associado a um progndstico altamente favoravel,
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apresentando a melhor taxa de sobrevida quando comparado com outros subtipos
de tumor (TSOUTSOU et al., 2017). O perfil imunohistoquimico deste subtipo é
caracterizado pela positividade para o receptor de estrogénio (RE) e/ou receptor de
progesterona (RP), negatividade para a superexpressdao do HER2 (Receptor Do
Fator De Crescimento Epidermal Humano tipo 2) e Ki67 inferior a 20% (CHEANG et
al., 2009; PRAT et al., 2013).

Os tumores de mama Luminal B estdo associados a um progndstico
intermediario quando comparado ao subtipo molecular Luminal A, representando
20% a 30% dos canceres de mama (FRAGOMENI, SCIALLIS, JERUSS, 2018). Séo
caracterizados pela positividade de pelo menos um dos receptores hormonais e
positividade para a superexpressdo do HER2, porém alguns tumores desse subtipo
podem ser negativos para a superexpressao desse gene. Além disso, apresentam
Ki67 maior que 20% (CHEANG et al., 2009). Devido ao aumento de expresséo de
genes relacionados a proliferacdo celular, os tumores Luminais B sdo mais
agressivos quando comparados ao Luminal A (S@RLIE et al., 2001).

As pacientes que apresentam expressdo tumoral de receptores
hormonais (RE e RP), ou seja, pacientes com os subtipos Luminal A ou Luminal B,
fazem uso da terapia com antiestrogénios, como o tamoxifeno ou inibidores da
aromatase moduladores do receptor de estrogénio. O uso dessa terapia reduz a
recorréncia da doenca e melhora a sobrevida geral de mulheres com céncer de
mama (SLEDGE et al., 2014).

A superexpressao do oncogene HER2 caracteriza o subtipo HER2
positivo, apresentando uma frequéncia de 12 a 20% dos tumores de mama
(FRAGOMENI, SCIALLIS, JERUSS, 2018). Este subtipo estd associado a uma pior
sobrevida em pacientes com cancer de mama (SYRLIE, T. et al., 2001), porém o
advento do anticorpo monoclonal humanizado, o transtuzumabe, melhorou o curso
natural desse subtipo da doengca (ROMOND et al., 2005).

Representando 15% a 20% de todos os canceres de mama, O
subtipo basaloide ou basal-like, também conhecido como Triplo-negativo (TN), é
definido pela auséncia de expressao dos receptores hormonais (RE e RP) e HER2
(FRAGOMENI, SCIALLIS, JERUSS, 2018). Os perfis de expressao desse subtipo
incluem além da falta ou baixa expressao de receptores hormonais e HER2, a alta
expressdo de marcadores basais (como queratinas 5, 6, 14, 17, EGFR) e genes

relacionados a proliferacdo (DAI, CHEN, BAI, 2014). Os tumores basal-like sdo o



20

subtipo de pior prognoéstico e comportamento clinico mais agressivo, além de
apresentarem um maior risco de recorréncia da doenca (VUONG et al., 2014; TUN
et al., 2014).

O subtipo claudin-low, € caracterizado pela baixa expressdo de
genes envolvidos com juncdes celulares e glicoproteinas de adeséo célula-célula,
incluindo as claudinas 3, 4 e 7; as ocludinas e a E-caderina, além de uma moderada
expressdo de genes de proliferagdo celular (HERSCHKOWITZ et al., 2007). Esse
subtipo apresenta um padrdo imunofenotipico triplo-negativo ndo basaloide e os
marcadores para sua caracterizacdo estdo sendo colocados, aos poucos, na pratica
clinica (CIRQUEIRA et al., 2011).

Devido ao elevado custo da técnica de microarrays para avaliar os
perfis de expressdo génica, marcadores imunohistoquimicos sdo utilizados para
delinear o tratamento e prever a evolucdo da doenca, tais como RE, RP, HER2 e
Ki67. Os receptores de estrdgeno e progesterona sado receptores hormonais que se
ligam a hormonios circulantes mediando seus efeitos celulares (ROSEN, 1987;
HASLAM, 1989). Esses receptores desempenham papéis importantes na
carcinogénese da mama, cuja inibicdo é a base da terapia enddcrina do cancer de
mama (DAI, CHEN, BAI, 2014).

O HER2 é um receptor transmembrana tirosina quinase que regula o
crescimento, a proliferacdo e a sobrevivéncia celular através de vias de sinalizacao
diferentes. A superexpressdo desse oncogene € um forte marcador preditivo de
resposta a terapia anti-HER2 (WIEDUWILT e MOASSER, 2008). A proteina Ki67 &
um marcador nuclear de proliferacdo celular ligada ao ciclo celular. Sua expressao
aumentada em canceres de mama se correlaciona a tumores de progressao rapida e
pior prognostico (VIALE et al., 2008). Esses quatro marcadores formam a base da
definicdo imunohistoquimica dos subtipos moleculares (GOLDHIRSCH et al., 2013).

2.2Cancer de Mama em Mulheres Jovens

Apesar de a idade ser considerada um fator de risco para o
desenvolvimento do cancer de mama, observa-se um aumento na incidéncia desta
doenca em pacientes jovens. Em ambito mundial, a propor¢cdo dessa doenca em
mulheres com idade inferior a 40 anos e 44 anos é de 11% e 20%, respectivamente.

7

No Brasil essa porcentagem é semelhante, representando 10,8% e 17,7% na
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mesma faixa etaria (BRAY et al., 2018). Ja nos Estados Unidos, menos de 7% de
todos os casos de cancer de mama sao diagnosticados em mulheres com menos de
40 anos de idade (DESANTIS et al., 2014).

No contexto de oncologia da mama, a definicdo de idade jovem pode
variar de acordo com diversos estudos. Alguns autores consideram mulheres jovens
com cancer de mama, aquelas com idades < 35, 40 ou 45 anos. Porém, existe uma
subdivisdo das pacientes que estdo na pré-menopausa: considera-se a doenca
muito precoce em mulheres com idade inferior a 40 anos e doenga relativamente
precoce em mulheres com faixa etaria entre 40 a 49 anos (REYNA e LEE, 2014).

A idade jovem no diagndstico do cancer de mama esta associada a
um maior risco de recorréncia e taxa de mortalidade (GNERLICH et al., 2009;
CANCELLO et al., 2010; AZIM et al., 2012). Pacientes nessa faixa etaria apresentam
caracteristicas clinicas e patolégicas mais adversas do que pacientes com idade
mais avancada (SHOSHANA e ANN, 2015). Devido a biologia tumoral mais
agressiva, as pacientes jovens sdo diagnosticadas com maior grau histoldgico,
tumores pouco diferenciados; maior envolvimento linfonodal, indice de proliferacao e
invasao linfovascular. Geralmente sdo tumores negativos para receptores hormonais
(RE e RP) e superexpressores de HER2, além de apresentar taxas mais altas de
recorréncia em qualquer estagio clinico (COLLINS et al., 2012; COPSON et al.,
2013; AZIM e PARTRIDGE, 2014; CHEN et al., 2016).

Um fator de risco bem estabelecido para o desenvolvimento do
cancer de mama em mulheres jovens sdo as mutacdes nos genes BRCAL ou
BRCA2, representando cerca de 66% a 75% de todos os casos de cancer de mama
herdados (TICHY e ANDERS, 2013). A presenca de mutacdes nesses genes pode
afetar as decisdes de tratamento, levando a discussdes sobre a possibilidade de
mastectomia profilatica com base na avaliacdo de risco futuro (MENEN e HUNT,
2016). Para as mulheres portadoras dessas mutacdes, é recomendado um exame
clinico das mamas a cada 6 meses a partir de 25 anos, ressonancia magnética uma
vez ao ano dos 25 aos 30 anos e mamografia anual e ressonancia magnética apos
30 anos (INCA, 2018).

A idade jovem, por si s, ndo deve ser usada para prescrever uma
terapia mais agressiva. A escolha do tratamento também deve incluir as
caracteristicas biolégicas do tumor (RE/RP, HER2, Ki67, GH), estadio e

comorbidades. As diretrizes internacionais incluem como opc¢des de tratamento a
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terapia enddcrina, quimioterapia multiagente, terapia biolégica direcionada ou
combinacédo entre elas. Essas recomendacfes sdo semelhantes as das mulheres
em idade mais avancada (GOLDHIRSCH et al., 2013).

O cenario genético do cancer de mama em mulheres jovens é
complexo, pois além dessas pacientes serem geralmente diagnosticadas com
tumores mais agressivos, elas enfrentam inimeros desafios psicolégicos, como
maior incidéncia de mastectomia radical, menopausa prematura e infertilidade
(CHEN et al., 2016; FREDHOLM et al., 2016; RADECKA e LITWINIUK, 2016).
Portanto, ha uma necessidade crucial de elucidar a biologia desses tumores, a fim
de estabelecer estratégias de prevencéo, deteccdo precoce, tratamento adequado e
assisténcia a sobrevivéncia dessas mulheres (LIANOS, ZORAS e ROUKOS, 2013).

2.3Proteina p53

A origem e o desenvolvimento neoplasico sdo caracterizados por
alteracbes em dois grupos principais de genes: 0s proto-oncogenes e 0S genes
supressores tumorais (HANAHAN e WEINBERG, 2000). Os genes supressores
tumorais atuam como reguladores negativos da proliferacdo, retardando a
progressao do ciclo celular, blogueando a diferenciacao ou induzindo a morte celular
programada (VERMA e TRIANTAFILLOU, 1998).

O gene TP53 é um supressor tumoral que age na regulacdo do
desenvolvimento e do crescimento celular. Estd localizado no braco curto do
cromossomo 17 (17p13.1) e codifica uma fosfoproteina de 53 kDa a qual
desempenha um papel importante no controle do ciclo celular, induzindo o reparo do
DNA ou apoptose (HAINAUT e HOLLSTEIN, 2000; LANE e LEVINE, 2010)

A proteina p53 esta envolvida na homeostasia e na manutencédo da
integridade celular, impedindo o acumulo de alteracdes genéticas (ROSSNER et al.,
2009). Mutacdes em p53 podem alterar suas fungbes celulares, levando a
proliferacdo desordenada (WEINBERG et al., 1991).

Mutacbes no gene p53 resultam em alteracdes moleculares e meia
vida prolongada, levando ao acumulo nuclear dessa proteina. O método de
imunohistoquimica (IHQ) detecta esse acumulo anormal e atua como um indicador
indireto da mutacdo no gene p53 (Figura 1). Portanto, pode ser utilizado como

indicador de mau progndéstico em pacientes com cancer de mama. A expressao da
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proteina p53 mutada estd associada com elevadas taxas de proliferacdo celular

tumoral, maior recorréncia da doenca e morte (PETITJEAN et al., 2007).

Figura 1 - Aspecto imunohistoquimico de tumor de mama positivo para proteina p53 (BOLASELL et
al., 2000).

2.4indice de Proliferacdo Celular (Ki67)

O Ki67, uma proteina ndo-histona, foi originalmente identificado por
Gerdes e colaboradores em 1938 como um antigeno nuclear de uma linhagem
celular derivada do linfoma de Hodgkin. O nome “Ki” foi dado em homenagem a
Universidade de Kiel, na Alemanha, onde o trabalho foi realizado e “67” refere-se ao
namero de clones do anticorpo capaz de detecta-lo em uma placa de 96 pocos
(GERDES et al., 1983). A expressdo da proteina Ki67 esta associada a atividade
proliferativa de células em tumores malignos, permitindo que seja utilizada como um
marcador de agressividade tumoral (BROWN e GATTER, 2002; KLOPPEL,
PERREN e HEITZ, 2004).

A proteina Ki67 ndo é expressa nas células em repouso (fase G0),
mas pode ser detectada nas fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose)
(BERESFORD, WILSON e MAKRIS, 2006). A quantidade desta proteina durante o
ciclo celular é regulada por um equilibrio entre sintese e degradacdo, como indicado
por sua curta meia-vida de 1 a 1,5 h (RAHMANZADEH et al., 2007). Durante a fase
G1 e inicio da fase S, os niveis de Ki67 sdo baixos, alcancando a expressdo maxima
durante a mitose. Ja na anafase e na tel6fase, ocorre uma acentuada diminuicao
nos niveis de expressdo (KEY et al., 1991; BERESFORD, WILSON e MAKRIS,
2006). O Ki67 é encontrado no nucleo celular durante a interfase, enquanto que na
mitose, a proteina estd presente na superficie cromossémica (ISOLA, HELIN e
KALLIONIEMI, 1990).
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Essa  superficie = cromossbmica, chamada de  camada
pericromossdmica, funciona como uma pelicula protetora ao redor dos cromossomos
(YASUDA e MAUL, 1990). O Ki67 € um componente importante desta camada,
sendo responsavel por localizar os componentes nucleolares nos cromossomos,
desempenhando um papel na segregacao nucleolar entre as células filhas (BOOTH
et al., 2014). Quando ocorre deplecédo desta proteina, a camada pericromossémica
pode se romper, desestabilizando os componentes nucleolares durante a mitose,
resultando em montagem prejudicada do fuso e distribuicdo assimétrica nas células
filhas (BOOTH et al., 2014; CUYLEN et al., 2016).

Alguns estudos mostram que o Ki67 também pode atuar como um
surfactante devido ao seu tamanho e alta densidade de aminoacidos carregados
positivamente (CUYLEN et al., 2016). Desse modo, permite a motilidade dos
cromossomos e sua interacdo com o fuso mitotico, impedindo a agregacdo dos
cromossomos mitéticos (TAKAGI et al.,, 2016; CUYLEN et al., 2016). Além disso,
acredita-se que esta proteina esteja envolvida na compactacdo e organizacdo da
heterocromatina (SOBECKI et al., 2016). A funcéo do Ki67 ndo esta completamente
elucidada, porém ha evidéncias de seu papel na divisdo celular e na sintese do RNA
ribossdmico. Essas caracteristicas podem explicar a ligacdo entre proliferacdo e
expressdo de Ki67 (RAHMANZADEH et al., 2007; PENAULT-LLORCA e
RADOSEVIC-ROBIN, 2017).

O Ki67 é utilizado como um indicador da proliferacdo celular
(GEYER et al., 2012), sendo considerado um marcador prognéstico e preditivo das
neoplasias mamarias. Além de ser facilmente avaliado e reprodutivel, a técnica de
IHQ para o Ki67 se destaca por ser sensivel, ter preco acessivel e por poder ser
avaliado em amostras tumorais embebidas em parafina (KEY et al., 1993). O
consenso de St. Gallen, realizado em 2015, estabeleceu que a classificacao
baseada na analise IHQ dos RE, RP, HER2 e Ki67 seria aceita no caso de
indisponibilidade de testes moleculares para definicho de subtipos moleculares
(COATES et al., 2015).

Na clinica, o Ki67 € utilizado principalmente para diferenciar os
tumores Luminais A dos tumores Luminais B nos céanceres de mama ER+ / HER2-
(PENAULT-LLORCA e RADOSEVIC-ROBIN, 2017). No consenso de St. Gallen em
2015 ficou acordado que o ponto de corte para essa diferenciacdo seria entre 20-
29% (COATES et al.,, 2015). Sua utilizagdo como um marcador de proliferacado
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celular mostrou que o percentual de células positivas para Ki67 pode ser usado para
estratificar os pacientes (WIESNER et al., 2009). Assim, pacientes com baixo indice
de proliferacao celular estédo associados a um menor crescimento tumoral e melhor
prognostico, enquanto que pacientes com um Ki67 elevado apresentam pior
prognéstico (YEHI; MIES, 2008).

A atividade proliferativa dos tumores pode ser determinada pela
técnica de IHQ (LI et al., 2015) e o anticorpo monoclonal de camundongo MIB-1 € o
mais utilizado para a detec¢éao do Ki67 (Figura 2) (PATHMANATHAN e BALLEINE,
2013). O indice de proliferacao celular refere-se ao percentual de nucleos celulares
gue apresentam coloracao positiva para Ki67 nas células neoplasicas. Para a sua
interpretacdo, deve-se levar em conta que a expressédo do Ki67 varia ao longo do
ciclo celular (URRUTICOECHEA, SMITH e DOWSETT, 2005). A pontuacdo deve
envolver a contagem de pelo menos 1000 células e que 500 células sejam aceitas
como o minimo absoluto (DOWSETT et al., 2011).

Figura 2 - Coloracdo imunohistoquimica para Ki67, usando o clone MIB-1 (400x). Qualquer
intensidade de colorag&o nuclear indica uma célula Ki67 positiva. As setas mostram nucleos positivos
marcados em marrom (PENAULT-LLORCA e RADOSEVIC-ROBIN, 2017).

O curso clinico das doencas tem sido relacionado com a taxa de
proliferacdo celular tumoral. A partir disso, tem-se buscado meios para a
determinacdo da mesma, como complemento diagnéstico. O grande desafio da
utilizacdo do Ki67 esta na padronizacédo da metodologia e em seus valores de corte,
a fim de ogarantir resultados reprodutiveis e clinicamente relevantes
(PATHMANATHAN e BALLEINE, 2013). Portanto, o uso criterioso do indice de
proliferacdo celular, em combinacdo com caracteristicas histopatolégicas
estabelecidas, pode servir como um indicador preditivo no cancer de mama
agressivo (MORIMOTO et al., 2008).
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3 OBJETIVOS
3.10bjetivo geral

Avaliar a idade ao diagnéstico em relacdo aos parametros
clinicopatolégicos das mulheres com cancer de mama atendidas no Hospital do
Céancer de Londrina.

3.20bjetivos especificos

e Analisar os principais parametros clinicopatolégicos (RE, RP, GH, Ki67,
p53, tamanho tumoral e metastases) das pacientes de acordo com a
idade;

e Estratificar as pacientes com cancer de mama de acordo com o subtipo
molecular e indice de proliferacdo celular;

e Correlacionar os parametros clinicopatolégicos com o Ki67 de acordo

com a idade das pacientes.
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4 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo descritivo, retrospectivo, unicéntrico, que
avaliou prontuérios de 233 pacientes com céancer de mama diagnosticados no
Hospital do Céancer de Londrina, Parana, Brasil. Este estudo foi aprovado pelo
comité de ética institucional (CAAE: 73557317.0.0000.5231). Para o desenho
retrospectivo do estudo, todas as amostras foram coletadas com o0 consentimento
livre e esclarecido de todas as pacientes. Como critério de inclusdo, todas as

pacientes apresentaram resultados de IHQ para o Ki67.

4.1lmunohistoquimica

A técnica de IHQ para determinar os subtipos do cancer de mama foi
realizada por patologistas do Hospital do Cancer de Londrina, que seguiram 0s
critérios de pontuacédo da Sociedade Americana de Oncologia Clinica / Faculdade de
Patologistas Americanos (HAMMOND et al., 2010). As 233 amostras eram de tecido
tumoral e foram avaliadas quanto aos seguintes marcadores: receptores hormonais
(RE e RP), HER2, p53 e Ki67.

4.2 Anélise dos Dados

Os parametros clinicopatolégicos como GH, presenca ou nao de
metastases e tamanho tumoral, foram determinados de acordo com os critérios de
classificagdo da Unido de Controle Internacional do Cancer (SOBIN,
GOSPODAROWICZ e WITTEKIND, 2009). Esses parametros, juntamente com a
idade das pacientes, foram obtidos de prontuéarios eletronicos do Hospital do Cancer
de Londrina.

A partir dos dados obtidos pela técnica de IHQ e da analise dos
prontuarios, avaliamos as caracteristicas clinicopatolégicas do tumor em relacéo a
idade e as 233 pacientes foram divididas em dois subgrupos: pacientes com idade
inferior a 44 anos e pacientes com idade igual ou superior a 44 anos. Ja para a
analise do Ki67, as 233 pacientes foram divididas em 3 subgrupos: Ki67 baixo
(£15%), moderado (16-30%) e alto (>30%), seguindo o que foi proposto no consenso
de St. Gallen de 2009 (GOLDHIRSCH et al., 2009).
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4 .3Analise Estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software IBM®
SPSS® Statistics 20.0 (IBM®, Armonk, Nova York, EUA) usando o teste qui-
quadrado ou Exato de Fisher, quando apropriado, e regressdo logistica

multinominal. Resultados com p <0,05 foram considerados significativos.
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Os resultados deste trabalho estédo apresentados na forma de artigo
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EXPRESSION OF Ki67 AND p53 PROTEINS: BREAST CANCER AGRESSIVITY
MARKERS IN BRAZILIAN YOUNG PATIENTS

ABSTRACT

Background: The increase in breast cancer (BC) cases in young women is of great
importance since their diagnoses and tumor behavior are generally more aggressive
than in their older counterparts. For this group of patients, strategies are
recommended for early diagnosis and recognition to pay attention to their
multifaceted needs. Methods: In this work, 233 samples of primary BC at Londrina
Cancer Hospital, Brazil, were analyzed for estrogen receptor (ER), progesterone
receptor (PR), human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) and cell
proliferation index (Ki67). Age was analyzed regarding clinicopathologic parameters.
Results: Around 54% of the young patients (<44years) were positive for p53 status
(p=0.017) and 45.5% presented Ki67 > 30%. (p=0.014). Tumors from patients with
high Ki67 had the following characteristics: negative for ER and PR (p=0.001),
positive for HER2 overexpression (p=0.01), <44 years (p=0.01), tumor histological
grade Il (p=0.001), tumor size > 3.0 cm (p=0.001), and positive for p53 (p=0.01).
Conclusion: It was verified that the proliferation index Ki67 was significantly increased
in young BC patients, up to 44 years, and this study indicates that tumor cells in

young BC patients are in intense proliferation of BC.

Keywords: breast cancer, Ki67, hormonal receptors, young patients
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INTRODUCTION

Regarding public health, breast cancer (BC) in young women is an important
iIssue, especially in Latin American countries, where the proportion of BC in young
patients aged <40 and <44 years reaches 11% and 20% respectively, and is a
higher proportion than in the United States and Canada, which are close to 5% and
11% in the respective age groups (FERLAY et al., 2013).

The definition of a “young woman” in the field of breast oncology varies, with
most articles referring to women under ages 35, 40, or 45 as “young” (GABRIEL;
DOMCHEK, 2010).

Hormone receptors, HER2 oncogene, Ki67, and p53 proteins are the most
well-established breast molecular markers with prognostic and/or therapeutic value
(BANIN HIRATA et al., 2014). The young BC patients frequently present more
aggressive pathological features and advanced stages at diagnosis, a greater
proportion of triple-negative (TN) and HER2-overexpressing tumors, and higher rates
of systemic relapse at any clinical stage compared with older women (BLEYER et al.,
2008; HAN et al., 2004).

RAGAB et al. (2018) agree with the finding that the expression of Ki67 may aid
in the prognostic information obtained from classical prognostic indicators and can
also provide data of significant value for other important prognostic factors, including
involvement of axillary lymph nodes and histological grading. Because of the
relatively rare incidence of BC in 40-year-old women in developed countries, there is
little experience in this subject, and as each year there is an increase in the group of
young patients with BC, more knowledge about markers may assist in the
investigation of better therapy.

Despite advances in current molecular techniques, the immunohistochemistry
technique for hormone receptors and HER2 is widely used in laboratories in the
country. These three markers, which are considered basic, remain the most
important predictors (RAKHA; GREEN, 2017). Although the Ki67 proliferation index is
not endorsed as a guideline for adjuvant chemotherapy because of the lack of
consensus from experts, this marker can be considered to identify patients most
likely to respond to a given therapy (LUANGXAY et al.,, 2019). Therefore, the
objective of the present study was to evaluate the prevalence of human BC cancer
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subtypes using immunohistochemistry results (ER, PR, HER2, Ki67 and p53) and

their correlation with age.

METHODS

This descriptive, retrospective, single center study evaluated 233 BC patients
who were diagnosed in the Londrina Cancer Hospital, Parana, Brazil. This study was
approved by the institutional ethics committee (CAAE: 73557317.0.0000.5231). For
the retrospective design of the study, all samples were collected with the informed
consent from all patients. As inclusion criteria, all patients presented IHC results for
Ki67. Clinical data such as histological grade, presence of metastasis and tumor size
were determined according to the classification criteria of the International Cancer
Control Union (SOBIN, GOSPODAROWICZ and WITTEKIND, 2009). These
parameters, along with the age of the patients, were obtained through the analysis of
electronic medical records of the Londrina Cancer Hospital. The results of tumor
markers (ER, PR, HER2 overexpression, p53 status and Ki67 index) were obtained
from the immunohistrochemistry technique performed on tumor tissue samples from
the same patients, following the American Society of Clinical Oncology scoring
criteria / College of American Pathologists (HAMMOND et al.,, 2010). From the
analysis of these data, we evaluated age and Ki67 index in relation to the main
clinicopathological characteristics of the tumor (ER, PR, HER2 overexpression, p53
status, histological grade, tumor size and metastasis). All statistical analyses were
performed in IBM® SPSS® Statistics 20.0 software (IBM®, Armonk, New York, USA)
using the Chi-square test or Fisher's exact test, and multinomial logistic regression.
p<0.05 was considered significant.

RESULTS

The 233 cases of primary BC at Londrina Cancer Hospital, Brazil, constituted
this study. ER, PR, HER2 and Ki67 were assessed in each case. The age was
analyzed regarding various clinicopathologic prognostic parameters: tumor size,
tumor type, lymph node status, and histologic tumor grade. The women were
relatively young, with a mean age of 55 years.
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In the present study, 44 patients were aged less than 44 years (18.9%).
Although the menopausal state was not known, more than half (55.4%) were less
than 50 years of age. Approximately 48.48% of the patients presented 1.5 to 3.0 cm-
sized large tumors, and 46.87% showed nodal metastasis. The subtypes regarding
hormonal receptors and HER2+, showed 67.2% for Luminal A, 11.4% for Luminal B,
6.6% for HER2 and 14.8% TN BC. Around 54% of the young patients (<44years)
presented positivity for p53 status (p=0.017) and 45.5% presented Ki67 >30%
(p=0.014). It was verified that the Ki67 proliferation index was significantly increased
in young BC patients (Table 1).

Regarding hormonal receptors for Ki67, luminal A tumors were found to be
predominantly Ki67 <15% while TN subtype showed Ki67 > 30% (Figure 1).

Table 1. Clinical parameters of BC patients according to age.

Prognostic Parameters Age <44 years n (%) Age 244 years n (%) p-value
ER (n=232)

Positive 31 (70.5) 147 (78.2) 0.274

Negative 13 (29.5) 41 (21.8)

PR (n=232)

Positive 20 (45.5) 98 (52.1) 0.425

Negative 24 (54.5) 90 (47.9)

HER2 (n= 225)

Positive 10 (23.2) 31(17.0) 0.342

Negative 33 (76.7) 151 (83.0)

HG (n=221)

I 4(9.1) 20 (11.3) 0.915

Il 18 (40.9) 71 (40.1)

11 22 (50.0) 86 (48.6)

p53 (n=223)

Positive 23 (54.8) 63 (34.8) 0.017*
Negative 19 (45.2) 118 (65.2)

Ki67 (n=233)

Low (£15%) 4 (9.0) 51 (27.0) 0.014*
Moderate (16-30%) 20 (45.5) 86 (45.4)

High (> 30%) 20 (45.5) 52 (27.5)

Metastasis (n= 224)

Positive 21 (48.8) 84 (46.4) 0.774

Negative 22 (51.2) 97 (53.6)

Tumor Size (n=231)

<1.5cm 8 (18.6) 46 (24.5) 0.543

1,5-3.0cm 24 (55.8) 88 (46.8)

>3.0 cm 11 (25.6) 54 (28.7)

Chi-square test. Data expressed as absolute number and percentage. * value of p <0.05.
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Patients with low Ki67 index had the following clinical characteristics: positive
ER and PR, negative HER2, age = 44 years, histological grade Il, tumor size <3.0 cm
and negative for p53. However, patients with high Ki67 had the following
characteristics: negative ER and PR (p=0.001), positive HER2 overexpression
(p=0.01), <44 years (p=0.01), tumor histological grade Il (p=0.001), tumor size
> 3.0 cm (p=0.001), and positive for p53 (p=0.01). Patients with positive ER and PR
present a low to moderate Ki67. Patients with negative ER and PR have a high Ki67.
Patients negative for the HER2 receptor had a low Ki67. For the histological grade,
patients with grade | presented low Ki67 and patients with grade Il presented high
Ki67. For the age variable patients younger than 44 years had a high Ki67 and
patients over 44 years, a low Ki67. Regarding tumor size, low Ki67 is associated with
tumors smaller than 1.5 cm and moderate to high Ki67 is associated with tumors
larger than 3.0 cm (Table 2).

100%
80%
60% mKi67 <15%
40% mKi67 16-30%
Ki67 > 30%
20%

LA LB HER2 TN

Figure 1. Distribution of breast cancer patients according to molecular subtype and
Ki67. LA: Luminal A, LB: Luminal B.
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Ki67 Ki67 Ki67 _ p-value ,
Variable Low Moderate High vaI\DI[Je Kie7 Ki67 Ki67
n (%) n (%) n (%) Low x qu X Modgrate X
Moderate  High High

Age (n=233)
< 44 years 4 (7.3) 20 (18.9) 20(27.8) 0.010 0.003 0.922 0.004
2 44 years 51(92.7) 86(81.1) 52(72.2)
ER (n=232)
Positive 52 (94.5) 90 (85.7) 36(50.0) 0.001 0.011 0.004 0.001
Negative 3(5.5) 15(14.3) 36 (50.0)
PR (n=232)
Positive 46 (83.6) 52 (49.5) 20(27.8) 0.001 0.001 0.001 0.922
Negative 9(16.4) 53 (50.5) 52(72.2)
HER2 (n= 225)
Positive 4(7.4) 18 (17.6) 19(27.5) 0.016 0.004 0.001 0.001
Negative 50 (92.6) 84 (82.4) 50(72.5)
HG (n=221)
I 13 (25.0) 9(9.3) 2(2.8)
Il 25(48.1) 42(43.3) 22(30.6) 0.001 0.001 0.001 0.837
I 14 (26.9) 46 (47.4) 48 (66.7)
p53 (n=223)
Positive 5(9.1) 38(38.4) 43(62.3) 0.001 0.297 0.007 0.001
Negative 50 (90.9) 61(61.6) 26 (37.7)
Metastasis
(n=224)
Positive 18 (34.0) 54 (52.4) 33(48.5) 0.086 0.128 1.000 0.128
Negative 35(66.0) 49 (47.6) 35(51.5)
Tumor Size
(n=231)
<1,5cm 24 (44.4) 16 (15.1) 14 (19.7)
1,5-3,0cm 25 (46.3) 61 (57.5) 26(36.6) 0.001 0.001 0.001 0.796
>3,0cm 5(9.3) 29 (27.4) 31 (43.7)

Chi-square or Fisher's exact test where appropriate. Data expressed as absolute number and
porcentage. Multinominal logistic regression test.
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DISCUSSION

In the present study, 44 patients aged less than 44 years (18.9%), compatible
with the definition of a young patient within the area of breast cancer that is variable
and may be considered while younger than 45 years as "young" (GABRIEL,;
DOMCHEK, 2010). Less than 7% of all BC cases in the United States are diagnosed
in women younger than 40 years of age (DESANTIS et al., 2014) and the proportion
of young women with breast cancer under the age of 44 years is 11% (FERLAY et
al., 2013). In this context, although our study is monocentric, we can admit that the
young age group with breast cancer is slightly increased.

In the present study, 54.8% of the young patients presented positivity for p53
(Table 1). In relation to breast cancer, the frequency of mutations in this gene is not
very high, around 20-30% of the cases studied (BANIN HIRATA et al., 2014).
However, several authors have shown that the identification of the type of mutation
can lead to important conclusions regarding the survival and therapeutic response of
the patients, as described in some reviews (BANIN HIRATA et al., 2014;
BORRESEN-DALE, 2003).

Hormonal receptors (ER / PR) and HER2 receptor are the most established
BC tumor markers (ESTEVA; HORTOBAGY]I, 2004). It is known that the Ki67 is a cell
proliferation marker, a non-histone nuclear protein expressed throughout the active
phase of the cell cycle, except GO and early G1. The Ki67 is still a significant
prognostic and reliable predictive marker in BC patients (ESTEVA; HORTOBAGY/,
2004; SCHOLZEN; GERDES, 2000).

In the young patients, 45.5% presented Ki67 >30%. (p=0.014). A threshold
value to define high and low Ki67 expression has not been well defined. It has been
proposed that the Ki67 marking index was used at a threshold value of 14%, which
many studies report on the staining level of 214% as a high-risk group in terms of
prognosis (CHEANG et al., 2009; WANG et al., 2016). Ki67 is a more efficient mitotic
index marker, indicating cell proliferation (EL AMINE et al., 2016). Although 35% has
been suggested as the best threshold value for Ki67 expression in order to predict
the response to neoadjuvant chemotherapy and also to obtain a complete
pathological response, larger studies are required to validate this cutoff point (JAIN
et al., 2019). In the present study, the limit value considered for Ki67 was 30%, being

an evident marker in young patients.
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For clinical use, Ki67 provides positive predictive information on the response
to neoadjuvant chemotherapy in breast cancer (DE AZAMBUJA et al., 2007; JUNG et
al., 2009). FASCHING et al. (2011) showed that the response to neoadjuvant
chemotherapy in patients with elevated Ki67 (> 30%) was better than in other tumors
(FASCHING et al., 2011). In addition, following neoadjuvant chemotherapy, Ki67 is
still able to function as a prognostic marker (INGOLF et al., 2014). Neoadjuvant
chemotherapy causes a decline in Ki67 expression in breast cancer samples (AVCI
et al., 2015). Therefore, patients with high residual tumor Ki67 levels after
chemotherapy treatment have a higher risk of recurrence and mortality (SUN et al.,
2015), revealing a need for additional treatment after neoadjuvant chemotherapy
(MINCKWITZ et al., 2013).

AHMED et al. (2018) verified a significant inverse relationship of ER and PR
positivity with Ki67, while the values were directly proportional to the HER2 status
and tumor grade. On the other hand, no any significant association was found
between the Ki67 neither with the size of the tumor nor with the number of lymph
node involved. In this context, YAN et al. (2015) verified that Ki67, as biomarker,
were correlated with HER2, ER and PR. In the present study luminal subtype A
tumors were found to be predominantly Ki67 <14% while TN subtype showed Ki67
>30% (Figure 1). Regarding tumor size, low Ki67 was associated with tumors smaller
than 1.5 cm and moderate to high Ki67 is associated with tumors larger than 3.0 cm
(Table 2). Therefore, a Ki67 immunoexpression assay may offer an independent
predictive tumor marker for routine application in BC, indicating a poor prognosis in
invasive ductal carcinoma.

Young age has been identified as an unfavorable prognostic factor in patients
with BC (KATAOKA et al., 2016), when there is also high frequency of negative
hormonal receptor tumors, advanced TNM staging, aggressive tumor features and
poorer clinical outcome (COPSON et al., 2013; EUGENIO et al., 2016).

It is necessary to call for community action on the increase in the incidence as
well as the mortality of Latin American young women with BC. There is a need to
investigate and monitor clinical and epidemiological data through a reliable BC
database and consider the implementation of protocols to educate people and health
professionals. The increasing involvement of young women with this malignancy
should be considered as a priority of national programs in the fight against BC
(VILLARREAL-GARZA et al., 2019).
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VILLARREAL-GARZA et al. (2019) pointed to the important need to dedicate
resources to improve early diagnosis and to promptly direct young women with BC.
Additionally, to promote research on prevalence, biological characteristics and
improve care in screening and diagnosis in the treatment for this young age group
and implement programs of assistance to patients and family members. Recognition
of the current BC outlook in young patients across the continent should shed some

light on the importance of this critical issue.
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CONCLUSAO

¢ Houve associacdo entre a idade jovem e a positividade de p53 (p = 0,017);

e Pacientes mais jovens (<44 anos) apresentaram indice de proliferacdo celular
elevado (Ki67 > 30%) (p = 0,014);

e O indice de proliferacdo celular elevado (Ki67 > 30%) foi associado com
caracteristicas clinicopatolégicas mais agressivas do tumor, como
negatividade para RE e RP (p = 0,001), positividade para superexpressao de
HER2 (p = 0,01), grau histolégico tumoral Ill (p = 0,001), tamanho do tumor >
3,0 cm (p = 0,001) e positividade para p53 (p = 0,01), além de estar associado
com a idade jovem (<44 anos) (p = 0,01);

e Os subtipos Luminal A e Triplo-negativo foram associados com o Ki67 <15%
(baixo) e Ki67 > 30% (alto), respectivamente (p < 0,001).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O cancer de mama em mulheres jovens tem se tornado um grave
problema de saude publica. Em nosso estudo, a idade jovem foi associada com
caracteristicas mais agressivas do tumor. Salienta-se a importancia de promover
estratégias de deteccédo e diagndstico precoce neste grupo de mulheres, uma vez
que o rastreamento através de mamografia € preconizado pelo SUS somente acima

de 50 anos.
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Pesquisador: Maria Angelica Ehara Watanabe

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versado: 6
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Instituicdo Proponente: Programa de PG em Patologia Experimental
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.638.782

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de estudo vinculado ao Programa de P6s Graduagdo em Patologia Experimental/UEL. Segundo a
pesquisadora o cancer ocorre decorrente da proliferagdo descontrolada das células devido a varios
fatores,sejam eles ambientais ou genéticos, que podem culminar com invasao tecidual proxima ao tumor
primario ou até mesmo o desenvolvimento de metastases. Trata-se de uma doenga complexa, heterogénea,
e sua evolucao é dependente da interagc@o tumor-hospedeiro. O conhecimento sobre os diferentes tipos de
tumores tem sido muito explorado mas o grande desafio da oncologia tem sido o entendimento dos
mecanismos moleculares que envolvem estes tumores malignos. Dentro deste contexto, os aspectos
imunolégicos, moleculares e epigenéticos, das citocinas e dos receptores de quimiocinas e receptores de
citocinas, dos genes JAK2, ROR e p53, e também das enzimas de metabolizagao foram os

temas escolhidos para serem abordados neste projeto, uma vez que todos estes parametros podem ter
relevancia clinica e também constituirem alvos promissores que no futuro podem ser valiosos na avaliagao
do prognostico e no delineamento terapéutico. A pesquisa sera realizada no Laboratoério de Polimorfismos
DNA e Imunologia, Departamento de Ciéncias Patolégicas,Centro de Ciéncias Biolégicas da UEL. Serao
selecionadas um total de 1150 amostras provenientes do Hospital de Cancer de Londrina: - 300 Amostras
de tecido normal e tumoral de pacientes
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diagnosticadas com cancer de mama, cancer de laringe, cancer colorretal, meduloblastoma, neuroblastoma
e tumor adrenocortical. A realizag@o do ensaio de imuno-histoquimica. Essas analises serao realizadas no
Laboratério de Polimorfismos DNA e Imunologia da

UEL. - 200 Amostras de tecido tumoral e saudavel a fresco, de pacientes diagnosticados com cancer de
mama, laringe e colorretal, provenientes de cirurgia para excisao do tumor do mesmo hospital para extracao
de DNA, RNA e sobrenadante. - 300 Amostras de sangue de pacientes diagnosticadas com cancer de
mama, cancer de laringe e cancer colorretal e tumores pediatricos, que serao coletadas para obtengao de
DNA, RNA e plasma para estudos de polimorfismos genéticos, expressao génica e proteica. - 50 Amostras
de medula de pacientes pediatricos diagnosticados com leucemias agudas (linféide e mieldide) para
extracao de RNA e plasma. - 300 Amostras de sangue periférico e/ou saliva de controles saudaveis, sem
histérico de neoplasia, para extracdo de DNA, RNA e plasma. Serdo realizados analise de PCR-RFLP para
estudo das variantes alélicas polimérficas, analise de imunohistoquimica, analise da expressao génica por
PCR quantitativo, analise da Expressao Proteica por ELISA. Os participantes da pesquisa serdao convidados
a participar do estudo durante o atendimento clinico no Servigo de Oncologia do Hospital do Cancer de
Londrina. No grupo caso serao incluidas todos os pacientes que tiverem diagnostico para cancer de mama,
cancer laringe e cancer colorretal e tumores pediatricos. E no grupo controle serdo incluidos individuos
saudaveis sem histérico de neoplasias, doengas autoimunes e infecgdes. Serdo excluidos pacientes com
doencgas infecciosas ou autoimunes.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

- Avaliar a presencga dos polimorfismos genéticos, express@o génica e expressao proteica do fator de
transcricdo FOXP3, das citocinas TGFB1, IL10, IL12A, IL35 IL1B, TNFa e INFg, das quimiocinas CXCL12 e
CCLS5, das proteinas SMAD, IGF1, CTLA4, dos receptores de quimiocinas CXCR4, CXCR7 e CCR5 e
receptores de citocinas TRII, TRIIl, GIPR, IL1RN e IL7R, dos genes JAK2, ROR e p53, e também das
enzimas de metabolizagdo NQOI, GSTT1 e GSTM1, no tecido tumoral e normal, e no sangue periférico dos
pacientes com cancer de mama, laringe e colorretal e nos tumores pediatricos.

Objetivos Secundarios:

* Detectar a presenca dos polimorfismos genéticos do FOXP3, TGF, IL10, IL12A, IL35 IL1B, TNFa e INF
gama, das quimiocinas CXCL12 e CCL5 dos receptores de quimiocinas CXCR4, CXCR7 e CCR5 e
receptores de citocinas TRII, TRIIl, GIPR, IL1RN e IL7R, dos genes JAK2, ROR e p53, e também das
enzimas de metabolizagdo NQOI, GSTT1 e GSTM1 nos DNAs extraidos do cancer de mama, cancer
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de célon, tumores de laringe e cancer colorretal e para os tumores pediatricos (tumor de Wilms,
meduloblastoma, neuroblastoma, leucemias agudas, linfomas e tumor adrenocortical).

+ Avaliar a expressao génica dos genes acima citados por PCR quantitativo.

. Realizar imunohistoquimica para FOXP3, TGFb1, IL10, IL12A, IL35 IL1B, CXCL12 CCLS5,
SMAD,CXCR4,CCRS5, p53 nos tecidos tumoral e saudavel fixados em formalina tamponada e embebido em
parafina, para avaliar a expressao proteica.

+ Avaliar a expressao proteica por ELISA dos genes CXCL12, TGF-, FOXP3, CCL5 e INF gama.

+ Avaliar a influéncia dos polimorfismos genéticos na expressao génica e proteica desses genes.

» Comparar a frequéncia alélica dos polimorfismos dos genes supracitados e compara-los com os dados
clinicopatologicos dos pacientes com os diferentes tipos de cancer

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Segundo a pesquisadora o risco que os participantes da pesquisa podem ter neste projeto é quanto ao
desconforto na hora da coleta de sangue periférico, porém a coleta sera efetuada por profissional habilitado
seguindo-se todas as normas de biosseguranca, e caso ocorra algum tipo de desconforto o participante sera
prontamente atendido e amparado pelos coletores responsaveis. O estudo ndo trara beneficios diretos aos
participantes, mas pretende-se obter marcadores que possam fornecer subsidios adicionais de auxilio
progndstico e delineamento terapéutico de pacientes com cancer de mama, cancer laringe e cancer
colorretal e tumores pediatricos. Espera-se também obter uma integragdao maior entre as instituicoes
colaboradoras, Universidade Estadual de Londrina e Hospital do Cancer de Londrina. O envolvimento de
pesquisadores colaboradores permitira a formagao de profissionais qualificados para atuarem nas areas de
Imunologia e Genética do cancer, disseminando o conhecimento. Pretende-se contribuir com um maior
conhecimento dos mecanismos envolvidos com a patogénese das doencgas acima referidas e futuramente
com a melhoria na qualidade de vida dos pacientes, através da inclusao de marcadores que, de alguma
forma, possam ser aplicados futuramente na pratica clinica

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O estudo é relevante.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

A pesquisadora apresentou folha de rosto devidamente assinada pelo Coordenador do Programa de Pés
Graduacao em Patologia Experimental, cronograma adequado e orgamento detalhado. Apresentou 04
modelos de TCLE adequados em forma de convite (adultos e criangas caso e adulto
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e criangas controle saudaveis). Apresentou ainda termo de autorizag@o do hospital e declaracao de 02
bioquimicas responsaveis pelas coletas das amostras.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

Trata se de emenda de projeto ja aprovado. Justificativa da Emenda: Inclusdo de metodologia: Sera
realizado questionario aos pacientes e participantes saudaveis do projeto intitulado “Implicagées
Prognosticas e Terapéuticas de Marcadores Genéticos e Imunolégicos Cancer”. O TCLE foi readequado

com a inclusdo do questionario.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_111024] 25/04/2018 Aceito
do Projeto 2_E4.pdf 10:46:20
TCLE /Termos de |2_TCLE_controles_saudaveis_criancas.| 25/04/2018 |Maria Angelica Ehara| Aceito
Assentimento / pdf 10:45:28 |Watanabe
Justificativa de
Auséncia
TCLE /Termos de |3_TCLE_criancas.pdf 25/04/2018 |Maria Angelica Ehara| Aceito
Assentimento / 10:44:43 |Watanabe
Justificativa de
Auséncia
TCLE /Termos de |4_TCLE_pacientes_adultos.pdf 25/04/2018 |Maria Angelica Ehara| Aceito
Assentimento / 10:43:35 |Watanabe
Justificativa de
Auséncia
TCLE /Termos de |1_TCLE_controles_saudaveis_adultos.p| 25/04/2018 |Maria Angelica Ehara| Aceito
Assentimento / df 10:42:37 |Watanabe
Justificativa de
Auséncia
Outros adendo_anamnese.doc 09/04/2018 |Maria Angelica Ehara| Aceito
14:04:18 | Watanabe

Outros anamnese.doc 09/04/2018 [Maria Angelica Ehara| Aceito
14:00:50 | Watanabe

Outros adendo_APOBEC.pdf 08/03/2018 |Maria Angelica Ehara| Aceito
22:07:23 |Watanabe

Outros Emenda.docx 29/11/2017 |Maria Angelica Ehara| Aceito
16:03:16 | Watanabe

Folha de Rosto Folha_rosto.pdf 24/07/2017 |Maria Angelica Ehara| Aceito
16:01:36 _[Watanabe
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Cronograma 9_cronograma.pdf 18/07/2017 [Maria Angelica Ehara| Aceito
15:57:53 | Watanabe

Projeto Detalhado / |8_Projeto_Cancer_2017.pdf 18/07/2017 [Maria Angelica Ehara| Aceito

Brochura 15:30:16 | Watanabe

Investigador

Outros 6_Declaracao_HCL.pdf 18/07/2017 [Maria Angelica Ehara| Aceito
15:29:55 | Watanabe

Declaragao de 7_Termo_responsabilidade_coleta.pdf 18/07/2017 |Maria Angelica Ehara| Aceito

Pesquisadores 15:24:58 |Watanabe

Declaragao de 5_Termo_de_Confidencialidade_e_Sigil [ 18/07/2017 [Maria Angelica Ehara| Aceito

Pesquisadores o.pdf 15:22:23 | Watanabe

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao
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UF: PR
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(Coordenador)
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ANEXO B — Parecer do Hospital do Cancer de Londrina
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DECLARACAQ

Declaro para os devidos fins, que o Hospital do-Céancer de Londrina ¢ colaborador no
Projeto de pesquisa com o tema “Implica¢des prognésticas e terapéuticas de
marcadores genéticos e imunolégicos no cancer ” coordenado pela Profa. Dra. Maria
Angelica Ehara Watanabe da Universidade Estadual de Londrina, Departamento de
Ciéncias Patologicas, docente permanente do Programa de Pés-Graduagdo em
Patologia experimental. Neste Projeto, sera realizado a obten¢fo de amostras e consulta
aos prontuarios de pacientes atendidos neste hospital. E evidente que nenhuma

intervengdo terapéutica ser4 realizada pelos pesquisadores.

Sem mais nada a declarar, nos colocamos a disposi¢do para quaisquer

esclarecimentos que se fizerem necessarios.

Londrina, 12 de julho de 2017.

& . oharto Ceribelii
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Dr! Jesus Robertd Ceribelli spitas do Céneer de Londring
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CRM PR: 5784
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