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Resumo

Introducdo No mundo, cerca de 1,3 milhdes de carcinomas da mama sdo diagnhosticados
anualmente. Desses, mais de 130.000 sdo carcinomas da mama triplo negativos. O
carcinoma da mama triplo negativo séo tumores cujas células sdo negativas para
receptores de estrogénio (RE), receptores de progesterona (RP) e receptores tipo 2 do
factor de crescimento epidérmico humano HER2. A detec¢do dessas proteinas é feita por
imunocitoquimica. Para a determinacdo do HER2, a técnica de hidridag&o in situ, com
fluorescéncia (FISH) é considerada mais precisa e mais facil de interpretar que a
imunocitoquimica. Analises de DNA microarray provaram que os carcinomas triplo
negativos sdo constituidos pelo subtipo “Célula Basal” e pelo subtipo “Célula N&o-Basal”,
sendo que o primeiro esta correlacionado com uma maior agressividade clinica. O
objectivos deste estudo séo calcular a prevaléncia de carcinomas triplo negativos no
Centro Hospitalar do Porto (CHP) entre os anos de 2000 e 2010, comparar a
imunocitoquimica com o FISH na determinacdo do HER2 , e comparar 0s aspectos
clinico-patoldgicos e a sobrevivéncia dos dois subtipos de carcinomas triplo negativos.
Métodos Identificacdo dos carcinomas triplo negativos através da consulta dos relatérios
de anatomia patologica de todos os carcinomas mamarios diagnosticados no CHP entre
0s anos 2000 e 2010. O grupo de estudo foi formado por todos os casos de carcinoma da
mama triplo negativos invasivos. No grupo de estudo, foi examinado a expressao dos
marcadores bioldgicos citoqueratina 5/6 (CK5/6) e o receptor do factor de crescimento
epidérmico (EGFR). Foi realizada a comparacao dos aspectos clinic-patologicos e das
taxas de sobrevivéncia entre os dois subtipos.

Resultados Dos 766 casos de carcinoma da mama, 71 casos eram carcinomas triplo
negativos (9,3%). Desses, 63 eram carcinomas triplo negativos invasivos e formaram o
grupo de estudo. A imunocitoquimica teve uma taxa de falsos positivos de cerca de 5%.
No grupo de estudo o subtipo “Células Basais” foi detectado em 21 casos (33,3%) e 0
subtipo “Células N&o-Basais” em 42 casos (66,7%). O subtipo “Células Basais” foi
correlacionado com um grau histolégico maior (P=0,003). N&o foi encontrada nenhuma
associacdo entre o subtipo “Células Basais” e um menor interval livre de doenca ou uma
menor taxa de sobrevivéncia.

Conclusdo A expressdo de marcadores basais identifica um subtipo de carcinoma triplo
negative clinicamente importante, justificando o uso de marcadores basais (em

carcinomas triplo negativos para definer esse subtipo.

Palavras-chave Carcinoma triplo negativo, subtipo “Células Basais”, CK5/&, EGFR



Abstract

Background An estimated 1.3 million cases of breast cancer are diagnosed annually
worldwide. Of these more than 130,000 are described as triple-negative. Triple-negative
breast cancer is defined by the lack of protein expression of estrogen receptor and
progesterone receptor and the absence of HER2 protein overexpression. The detection of
this proteins expression is made immunohistochemical techniques. For determining HER2
amplification, the fluorescence in situ hybridization (FISH) technique is considered to be
more accurate and easier to interpret than the immunohistochemical technique. DNA
microarray analyses have proved that triple-negative breast cancers are composed of the
basal-like subtype and non-basal-like subtype, the former being correlated with an
aggressive clinical course. The aim of this study is to calculate the prevalence of triple-
negative breast cancers in Centro Hospitalar do Porto (CHP) between 2000 and 2010,
compare immunohistochemical technique and FISH regarding the determination of HER2
amplification and compare the clinicalpathological features and survival of these two
subtypes of triple-negative cancer.

Methods Using the breast cancer database of CHP, women diagnosed with triple-negative
breast cancer between 2000 and 2010 were identified. The study group was formed by all
invasive triple-negative breast cancers that were diagnosed. In the study group, the
expression of biological markers cytokeratin (CK) 5/6 and epidermal growth factor
receptor (EGFR) was examined by immunohistochemical technique. Basal-like subtype
was defined as CK5/6- positive and/or EGFR-positive, and non-basal-like subtype was
defined as no expression of these two markers. Comparison of clinicalpathological
features and survival rates between the two subtypes was performed.

Results In 766 cases of breast cancer, 71 cases were triple-negative breast cancer
(9,3%). Of those 71 cases, 63 were invasive triple-negative breast cancer and formed the
study group. The immunohistochemical technique false positive rate in this study was
around 5%. In the study group, basal-like subtype was detected in 21 cases (33,3%) and
non-basal-like subtype in 42 cases (66,7%). Basal-like subtype was significantly
correlated with high histological grade (P=0,003). No association was detected between
basal-like subtype and shorter disease-free survival rate and overall survival rate.
Conclusions Expression of basal markers identifies a clinically distinct subtype of triple-
negative breast cancers, justifying the use of basal markers (in triple-negative breast

cancers) to define basal-like breast cancers.

Keywords Triple-negative breast cancer, Basal-like subtype, CK5/6, EGFR



Introducao

O carcinoma da mama é o tipo de carcinoma mais comum entre as mulheres
(excluindo o cancro de pele) e corresponde, nas mulheres, a segunda causa de morte por
carcinoma. De acordo com a American Cancer Society, no mundo, cerca de 1,3 milhdes
de mulheres séo diagnosticadas anualmente com carcinoma da mama e cerca de 465 mil
irdo morrer desta doenga. Em Portugal, o carcinoma da mama é uma das doengas com
maior impacto. Anualmente, sédo detectados cerca de 4500 novos casos de carcinoma da
mama e 1500 mulheres morrem desta doenca [1].

Actualmente, o carcinoma da mama é considerado uma doenca heterogénea que
engloba muitas entidades distintas com caracteristicas bioldgicas e comportamento
clinico muito diferentes. Os doentes com carcinoma da mama, sdo estudados de acordo
com algoritmos baseados em parametros clinicos e histolégicos, em conjunto com
técnicas imunocitoquimicas para identificar a presenca de receptores de estrogénios
(RE), receptores de progesterona (RP) e de receptores tipo 2 do factor de crescimento
epidérmico humano (HER2), de modo a classificar o tipo de carcinoma [2]. Deste modo,
foram identificados diferentes subtipos de carcinoma da mama que estdo associados com
diferentes progndsticos: Luminal (RE-positivo), HER2-positivo (RE-negativo e RP-
negativo), Triplo Negativo e Células Basais [3, 4]. Esta classificacdo € de extrema
relevancia, ja que é fundamental para a escolha do tratamento apropriado. Ao nivel do
tratamento, embora ja tenham sido desenvolvidas terapias personalizadas e eficazes
para doentes com tumores do subtipo Luminal e do subtipo HERZ2-positivo, a
guimioterapia continua a ser a Unica terapia sistémica para doentes com carcinomas
triplo negativos [5-7].

Para a determinacdo da presenca do HER2, a literatura corrente, afirma que a
fluorescence in situ hybridisation (FISH) (hibridagéo in situ, com fluorescencia), que
identifica a amplificacdo do gene que codifica 0 HER2, é mais precisa e mais facil de
interpretar que a imunohistoquimica. [8]. Ellis et al. [8] concluiram que a
imunohistoquimica tinha uma taxa de falsos negativos de cerca de 7% e uma taxa de
falsos positivos de cerca de 10% quando comparada com o FISH.

Os carcinomas triplo negativos sdo tumores cujas células sdo negativas para RE,
RP e HER2, constituindo cerca de 10 a 15% de todos os carcinomas da mama [9-14]. Os
carcinomas de células basais sdo tumores cujas células sédo negativas para RE, RP e
HER2, mas expressam dois marcadores basais (citoqueratina 5/6 e/ou receptor do factor
de crescimento epidérmico (EGFR)) [15, 16]. Os conceitos de carcinoma triplo negativo e

carcinoma de células basais séo, frequentemente, utilizados como sinénimos, embora



varios estudos tenham demonstrado que nem todos os carcinomas de células basais sao
carcinomas triplo negativos [17, 18] e que 16 a 47% dos carcinomas triplo negativos ndo
sdo carcinomas de células basais [12, 13, 19-22]. Estes resultados indicam que o0s
carcinomas de células basais ndo séo idénticos aos carcinomas triplo negativos e que 0s
carcinomas triplo negativos sdo um grupo heterogéneo que inclui carcinomas com
caracteristicas clinicas e patologicas distintas. Assim, podemos dividir os carcinomas
triplo negativos em, pelo menos, dois subtipos: o subtipo que expressam 0s marcadores
basais (subtipo “Células Basais”) e o subtipo que ndo expressam os marcadores basais
(subtipo “Células Nao-Basais”). A importancia dos carcinomas triplo negativos reside no
facto de serem carcinomas agressivos, estarem associados a mau progndstico e a
inexisténcia de um alvo terapéutico especifico.

Este trabalho aborda os carcinomas triplo negativos, tendo como objectivo
calcular a sua prevaléncia no CHP de 2000 a 2010, verificar se melhorando a técnica de
pesquisa de HER2 mantém a sua classificacdo, analisar a variabilidade e os diferentes
subtipos de carcinomas que constituem este grupo utilizando outros critérios de

diagnostico para a identificagdo dos diferentes subtipos.



Material e métodos

Este estudo baseia-se na identificacdo dos carcinomas triplo negativos através da
consulta dos relatérios de anatomia patolégica de todos o0s carcinomas mamarios
diagnosticados no CHP entre os anos 2000 e 2010.

ApoOs a identificagdo dos carcinomas triplo negativos foram recolhidos os
seguintes dados: idade, tipo de tumor, grau histolégico, estadiamento, data de
diagndstico, data de recidiva e data de aparecimento de metastases. De todos os casos
de carcinomas triplo negativos, foram excluidos do estudo os que eram carcinoma “in
situ”. Assim, o grupo de estudo foi composto por todos os casos de carcinomas triplo
negativos invasivos.

Todas as laminas dos casos seleccionados foram revistas por um patologista para
a reclassificagdo dos carcinomas e a realizacdo de exames de imunocitoquimica
direccionados a detectar a presenca dos marcadores basais citoqueratina 5/6 e EGFR. A
execucdo destes exames permitiu separar os carcinomas triplo negativos no subtipo
“Células Basais” e “Células Nao-Basais” com o0 objectivo de determinar as diferencas

clinicopatolégicas entre os dois subtipos.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi feita utilizando o programa SPSS 17.0. Para a analise das
variaveis categoricas foi utilizado o teste qui-quadrado e o teste exacto de Fisher. O teste
de Mann-Whitney foi utilizado para determinar a correla¢do entre variaveis continuas e
variaveis categoricas discretas. As curvas de sobrevivéncia foram analisadas pelo
método de Kaplan-Meier e a significancia foi determinada pelo teste de log-rank [23]. Um

valor de P<0,05 foi considerado significativo.



Resultados

Da consulta dos relatérios de todos os cancinomas da mama diagnosticados no
CHP entre os anos de 2000 e 2010 (n=766), foram encontrados 71 (9,3%) casos de
carcinomas triplo negativos. Desses 71 casos, 63 (88,7%) eram carcinomas triplo
negativos invasivos e constituiram o grupo de estudo.

Da comparagéo entre a imunocitoquimica e o FISH, verificou-se que 3 carcinomas
identificados como HER2-positivos pela imunocitoquimica foram classificados como
HER2-negativos pelo FISH e que todos os carcinomas identificados como HER2-
negativos pela imunocitoquimica foram classificados como HER2-negativos pelo FISH.
Assim, obteve-se uma taxa de falsos negativos de 0% e uma taxa de falso positivos de
cerca de 5%.

No grupo de estudo, a média de idades era de 59 anos com uma mediana de 56
anos (intervalo entre 33 e 99 anos). A nivel histolégico, 56 (88,9%) eram carcinomas
ductais. Dos 63 casos, 34 (54%) eram do grau lll, 29 (46%) eram do grau |l e nenhum era
do grau I. No momento do diagnostico, 34 (54%) dos casos apresentavam ganglios

linfaticos negativos e 6 (9,5%) dos casos apresentavam metastases a distancia.

Carcinomas “Ceélulas Basais” e “Células Nao-Basais”

Os carcinomas triplo negativos foram classificados em dois subtipos (“Células
Basais” e “Nao Células Basais” de acordo com a expressdo dos marcadores basais
citoqueratina 5/6 e EGFR. Verificou-se que 21 (33,3%) dos carcinomas eram “Células
Basais” e 42 (66,7%) dos carcinomas eram “Células Nao-Basais”.

A correlacdo entre o subtipo “Células Basais” e o subtipo “Células N&o-Basais” e
os factores clinico-patolégicos sdo demonstrados na Tabela 1. O subtipo “Células Basais”
foi estatisticamente associado a um alto grau histologico (P=0,003). Este resultado
sugere que o subtipo “Células Basais” tem um fenétipo mais agressivo comparado com o
fenotipo do subtipo “Células N&o-Basais” nos carcinomas triplo negativos. Nenhuma
associagdo com o subtipo “Células Basais” foi encontrada no que diz respeito a idade,

metastases ganglionares, estadiamento clinico e ao tipo histoldgico.



Células Basais Células Nao-Basais Valor de P
(n=21) (n=42)
Idade (anos), média = DP 57 +13 60 £16
NS
Ganglios linfaticos
) 11 23 NS
(+) 10 19
Estadio
I 5 11
Il 11 19 NS
1] 5 7
v 1 5
Grau Histologico
Il 4 25
1] 17 17 0,003
Tipo Histolégico
Carcinoma ductal 18 38 NS
Qutro 3 4

Tabela 1 Factores clinicopatoldgicos dos dois subtipos de carcinomas triplo negativos (DP —
desvio padrdo, NS — N3o significativo)

Andlise de sobrevivéncia

Na andlise das curvas de sobrevivéncia, quer na curva da taxa de sobrevivéncia
(P=0,698), quer na curva do intervalo livre de doenca (P=0,968) nédo foi encontrada uma
diferenca estatisticamente significativa entre o subtipo “Células Basais” e o subtipo
“Células Nao-Basais” (Fig. 1 e 2). Analisando a taxa de sobrevivéncia de ambos os
subtipos, embora a média do subtipo “Células Basais” seja menor que a média do subtipo
“Células Nao-Basais” (95 meses e 103 meses, respectivamente) esta diferenca ndo é
estatisticamente significativa (P=0,698). Analisando o intervalo livre de doenca,
novamente, a média do subtipo “Células Basais” € menor que a média do subtipo
“Células Nao-Basais” (100 meses e 113 meses, respectivamente), mas esta diferenca

nao é estatisticamente significativa (P=0,968).
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Fig. 1 Taxa de sobrevivéncia dos dois subtipos de carcinomas triplo negativos
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Fig. 2 Intervalo livre de doenga dos dois subtipos de carcinomas triplo negativos



Discussao

Neste estudo, foi utilizada uma base de dados de carcinomas da mama bem
caracterizados para avaliar a propor¢gdo de carcinomas triplo negativos, assim como, 0s
aspectos clinico-patolégicos dos carcinomas triplo negativos do subtipo “Células Basais”
e dos carcinomas triplo negativos do subtipo “Células N&do-Basais”.

Os carcinomas triplo negativos foram detectados em 9,3% de todos os
carcinomas da mama diagnosticados no CHP entre os anos de 2000 e 2010 e o subtipo
“Células Basais” foi detectado em 33,3% dos carcinomas triplo negativos. Estas
propor¢des sdo menores do que aquelas publicadas na literatura, que indica que o0s
carcinomas triplo negativos constituem cerca de 10 a 15% de todos os cancinomas da
mama [9-14] e que 53 a 84% dos carcinomas triplo negativos sdo carcinomas de células
basais [12, 13, 19-22]. Para a deteccdo do subtipo “Células Basais” foi utilizada uma
definicdo que é 100% especifica e que tem, pelo menaos, 76% de sensibilidade [15]. Muito
provavelmente, com a inclusdo de marcadores basais adicionais como a ap-cristalina, o
receptor do factor de crescimento do nervo, a nestina, a fascina [24], p63, CK14 [25],
laminina [26, 27], c-KIT [28], osteonectina [29], caveolina 1 [30], NGFR [31], CK 17, a-
SMA e CD10 [32], um numero superior de carcinomas que foram classificados no subtipo
“Células Nao-Basais” seriam classificados no subtipo “Células Basais”, e a proporcdo
encontrada iria estar entre os limites publicados na literatura. O subtipo “Células Basais”
dos carcinomas triplo negativos foi estatisticamente associado a um alto grau histolégico
neste estudo (P=0,003). Cheng et al. [19] também demonstraram que o subtipo “Células
Basais” estava correlacionado com um alto grau histolégico (87% dos casos eram grau
[l) quando comparado com o subtipo “Células N&o-Basais”. Além disso, 0s
investigadores demonstraram que o subtipo “Células Basais” identificava um grupo de
pacientes de alto risco [19].

A nivel da terapéutica sistémica, as mulheres com carcinoma triplo negativo ndo
beneficiam da terapia endécrina (utilizada para tratamento dos carcinomas luminais) nem
da terapia com trastuzumab (utilizada para tratamento dos carcinomas HER2-positivo).
Assim, ndo existe actualmente uma terapia especifica para os carcinomas triplo
negativos. A quimioterapia € actualmente a principal arma da terapéutica sistémica para
0s carcinomas triplo negativos, embora 0s pacientes com carcinomas triplo negativos
tenham uma taxa de sobrevivéncia, apds quimioterapia, inferior aos pacientes com outros
tipos de carcinoma da mama, [21, 33] o que reflecte o prognéstico adverso associado a

este tipo de carcinoma.



O estudo do perfil molecular dos carcinomas triplo negativos est4 a conduzir a
identificac@o de varios potenciais alvos terapéuticos como a poli-(ADP-ribose)-polimerase
(PARP), 0 EGFR, a Scr tirosina quinase e a mTOR [7]. Actualmente, o mais interessante
alvo terapéutico é a enzima PARP, pois o0s inibidores da PARP mostraram recentemente
resultados muito encorajadores, verificando-se um aumento da sobrevida média de
pacientes entre os 3 e 0s 5 meses [34-37].

Da andlise das curvas de sobrevivéncia dos dois subtipos, ndo foi encontrada uma
diferenca estatisticamente significativa, quer no intervalo livre de doenca, quer na taxa de
sobrevivéncia. Embora o subtipo “Células Basais” tenha tido uma média menor do que o
subtipo “Células N&o-Basais”, quer no intervalo livre de doenca, quer na taxa de
sobrevivéncia, essa diferenca ndo foi grande o suficiente para se obter significado
estatistico. Uma das razfes para este resultado é que 0s grupos eram constituidos por
um pequeno numero de pacientes, o que tornou dificil ter resultados estatisticamente
significativos.

Em concluséo, o estudo demonstrou que 0s carcinomas triplo negativos sdo um
grupo heterogéneo constituido por, pelo menos, dois subtipos de carcinomas de acordo
com a expressdo dos marcadores basais (citoqueratina 5/6 e EGFR) e as diferengas

clinico-patolégico desses subtipos.
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