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RESUMO

O tratamento do cancer de mama baseia-se na classificacdo dos casos, em
termos de estadiamento e do perfil biomolecular. Os Tumores Triplo Negativos (TTN)
representam um grupo especial de neoplasias mamarias que nao expressam
receptores hormonais e nem o antigeno Her2. Sao considerados agressivos e de pior
evolucédo, e quando estudados em particular, apresentam muita heterogeneidade.
Importa saber se a caracterizagdo dos tumores como Triplo Negativos, € suficiente
para delimitar o grupo em termos de prognaostico e terapéutica. Este estudo teve como
objetivo comparar os aspectos clinico-epidemiolégicos dos Tumores Triplo Negativos
em relacdo aos Nao Triplo Negativos, em coorte de mulheres com cancer de mama
assistidas em centros oncoldgicos de referéncia de Juiz de Fora, Minas Gerais. A
sobrevida global e a sobrevida livre de doenca foram calculadas pelo método de
Kaplan Meier, e as curvas de sobrevida foram avaliadas pelo teste de Log-Rank, nos
subgrupos Triplo Negativos e N&ao Triplo Negativos (NTN). Os fatores prognésticos
foram comparados pelo modelo de riscos proporcionais de Cox. Os Tumores Triplo
Negativos apresentaram diferencas demograficas em relacdo aos NTN, com acumulo
de pacientes ndo brancas e de baixo nivel sociocultural; e ainda com aspectos de
maior gravidade ao diagnostico. A evolugdo também foi pior, tanto em termos de
sobrevida global quanto sobrevida livre de doenca dentre os TTN. Na analise
univariada, os fatores: idade, cor da pele, escolaridade, tamanho do tumor e grau
tumoral, estado das axilas e estadiamento, bem como taxas elevadas dos marcadores
P53 e Ki 67, se mostraram associados a sobrevida livre de doenca nos Tumores Nao
Triplo Negativos. No célculo da sobrevida global, essas variaveis se mantiveram,
exceto a idade; e foi constatado maior risco para as mulheres oriundas do servico
publico de saude, bem como o surgimento de metastases no decurso do seguimento.
Para os Triplo Negativos, a analise univariada mostrou influéncia do estado axilar e
estadiamento na sobrevida livre de doenca; e os mesmos fatores acrescidos do
surgimento de metastases, para a sobrevida global. Na analise multivariada a
escolaridade e o estado axilar representaram risco a sobrevida livre de doenca para
NTN, enquanto a cor da pele e o estadiamento para a sobrevida global. Quanto aos
TTN, sua evolucao se mostrou ligada a dois aspectos: o comprometimento axilar para
sobrevida livre de doenca e global; e também a multicentricidade para a sobrevida

global. Os Tumores Triplo Negativos aparentam ter biologia bem diversa dos N&o



Triplo Negativos, na dependéncia dos componentes histolégicos e moleculares que
portam. A classificacdo molecular por imunoistoquimica se mostrou capaz de

identificar os dois grupos tumorais e auxiliar na orientacao terapéutica.

Palavras-chave: Tumores Triplo Negativos. Tumores Nao Triplo Negativos.
Classificacbes moleculares. Fatores Progndésticos Sobrevida livre de doenca.
Sobrevida Global.
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ABSTRACT

Current breast cancer treatment is based on the classification of tumor stage
and molecular profile. Triple-negative breast cancer (TNBC) is a specific subset of
tumors characterized by the absence of hormone and HER2 receptors. Despite being
usually associated with a more aggressive clinical course, there is high heterogeneity
within TNBC. Therefore, it has been questioned whether current classification of TNBC
is adequate enough to assess its prognosis and make therapeutic decisions. This
study thus aimed to investigate to which extent TNBC profile classification was able to
efficiently distinguish this tumor subtype from other subtypes of breast cancer. It was
performed on a cohort of women with breast cancer treated at referral centers in Juiz
de Fora, Southeastern Brazil. Overall and disease-free survival and prognostic factors
were assessed and compared for TNBC and non-TNBC. Survival functions were
calculated using the Kaplan-Meier method, and the log-rank test was used to compare
the survival curves. Prognostic factors were analyzed by the Cox proportional hazards
model. TNBC presented demographic differences compared to non-TNBC as it was
more prevalent among nonwhite and less educated women. TNBC also presented at
diagnosis with clinical parameters of advanced disease and had overall and disease-
free survival significantly lower than non-TNBC. In univariate analysis the factors: age,
color of the skin, education level, size and degree of tumor, axillary status and staging,
as well as high rates of P53 e Ki 67 have been shown to be associated with disease-
free survival in non-TNBC. These variables remained the same in the calculation of
overall survival except for age; and it was also observed a greater risk for women from
the public health service as well as the appearance of metastases during the follow-
up. In multivariate analysis education level and axillary lymph node involvement
presented a risk for disease-free survival while the color of skin and staging, for overall
survival in non-TNBC. Regarding TNBC, its evolution was related to two aspects:
axillary impairment for disease-free and global survival and multicentricity for overall
survival. TNBC presents distinct biological properties compared to non-TNBC, which
seems to be related to its specific histological and molecular components. The
molecular classification by immunohistochemistry showed to be able to identify the two
tumor groups and to support the therapeutic orientation.
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APRESENTACAO

O cancer da mama continua a desafiar cirurgides e oncologistas, na medida
que se mantém muito frequente e impde restricbes ao sucesso terapéutico. As
estimativas para o ano de 2018 no Brasil, apontam para a ocorréncia de 59.700 novos
casos, com incidéncia ajustada de 63,98 ocorréncias por cem mil mulheres / ano, nas
capitais do pais. Na regido sudeste deverdo ocorrer 30.880 novos casos, no decurso
de 2018. Além disso, a taxa de mortalidade ajustada para a populacdo mundial,
continua em curva ascendente, e atingiu a 13,03 6bitos / 100 mil mulheres em 2014
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, INCA
2018).

E a primeira causa de morte por cancer na mulher brasileira (INCA,2018), o
que nos é facilmente perceptivel, ja que no dia a dia dos ambulatérios e salas de
cirurgia, convivemos com indmeros casos, muitos dos quais respondem de forma
insatisfatoria aos tratamentos e evoluem para situagcbes de maior gravidade,
imprevistas quando da abordagem inicial. Terapias adjuvantes e principalmente a
quimioterapia,  permitiram ganhos indiscutiveis, reduzindo as recorréncias e
aumentando a sobrevida, mas pairam duvidas quanto a sua indicacdo em pacientes
com tumores pequenos e sem comprometimento axilar.

As classificacdes genéticas e moleculares trouxeram avancos ao adicionarem
informagdes do microambiente tumoral aos dados anatdémicos classicamente
fornecidos pelo sistema TNM; e ao permitirem o desenvolvimento de terapias-alvo, ja
disponiveis para alguns subtipos de cancer mamario. Dentro dos grupos taxondmicos
propostos, estdo os Tumores Triplo Negativos (TTN), nosso objeto de estudo. Séo
tumores que tendem a acometer mulheres mais jovens e afrodescendentes, e a
evoluir de forma mais agressiva, com recidivas precoces e menor sobrevida; néo
havendo ainda tratamentos especificos para 0s mesmos.

A cidade de Juiz de Fora é polo de salude para varios municipios da Zona da
Mata mineira e regido leste do estado. Trabalhando num dos centros de referéncia em
oncologia do municipio, testemunhamos o sofrimento diuturno de mulheres com
cancer de mama, que buscam soluc¢des para seu problema; muitas das quais néo o
conseguem, apesar da submissao a tratamentos prolongados e dolorosos. Muitos dos

casos ja chegam avancados ao primeiro atendimento, o que aponta para falhas na
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prevencdo e para a heterogeneidade da doenca, ja que muitos tumores surgem e
evoluem rapidamente, burlando os esforcos preventivos; fato agravado pelas
limitacdes socioecondmicas, e questdes demograficas de nossa populagdo. O
substrato etiopatogénico para essas variagoes reside em grande parte, nas diferentes
evolucdes dos perfis biolégicos do cancer mamario, e a pergunta que nos motiva é
saber se a classificacdo molecular dos Tumores Triplo Negativos é, por si so,
suficiente para diferenciar esse grupo de doencas, em termos de progndstico e
indicacdes terapéuticas.

Participamos de um estudo de coorte de portadoras de cancer mamario, e
nos dispusemos a uma analise dessa populacdo; de suas caracteristicas
demograficas e socioculturais, bem como dos aspectos tumorais e resposta aos
tratamentos. Dividimos as pacientes em dois grupos: as portadoras de Tumores Triplo
Negativos (TTN), e as demais, reunidas sob a denominacdo: N&do Triplo Negativos
(NTN).

A comparacdo da evolugcdo dos grupos, em termos de sobrevida livre de
doenca (SLD) e sobrevida global (SG), bem como dos fatores associados,
possivelmente nos auxiliem a responder a essa questdo, com o adicional de se
investigarem mulheres brasileiras, tratadas e acompanhadas em nossa cidade.

A tese comeca com informacfes teoricas sobre o assunto, contidas na
introducao; que por sua vez, se inicia com dados sobre a magnitude da doenga cancer
de mama no mundo e no Brasil, onde programas de rastreio e controle j4 se
desenvolvem. Seguem-se as questdes demograficas e socioeconémicas envolvidas
na identificacdo e conducdo desses tumores, as quais, se por um lado sdo mais
dificeis de se obter, por outro parecem fundamentais na abordagem da mulher
brasileira. Procuramos principalmente sublinhar o polimorfismo do cancer de mama,
as teorias que o expliquem, bem como a necessidade de classificagbes que permitam
aos cirurgibes e oncologistas, selecionar grupos de pacientes razoavelmente
homogéneos, passiveis de propostas terapéuticas especificas e bem indicadas. Para
tal, a separagdo em Triplo Negativos (TTN) e N&o Triplo Negativos (NTN) é
fundamental.

O paralelo entre aspectos clinicos e biolégicos enfatizado na introdugéo teve
continuidade na analise dos dados da populacdo de estudo. Houve um cuidado

especial na selecado de pacientes, visando a constituicdo dos dois grupos, 0s mais



XXii

homogéneos possiveis, exceto na subtipagem molecular. Os resultados
demonstraram diferencas na sobrevida global e sobrevida livre de doenca dos grupos
comparados, bem como a diversidade sociocultural nos mesmos.

Esta tese de doutorado estd contida na linha de pesquisa em cancer, do
Nucleo de Assessoria Treinamentos e Estudos em Saude da universidade Federal de
Juiz de Fora (NATES/UFJF). E parte de um conjunto de estudos, no caso, da “Coorte
Hospitalar de Mulheres com Cancer de Mama Assistidas em Centros de Referéncia
do Municipio de Juiz de Fora”; os quais englobam varias instituicdes locais: as
Faculdades de Medicina da Universidade Federal de Juiz de Fora, e da Universidade
Presidente Antonio Carlos; o Instituto Oncoldgico de Juiz de Fora e o Hospital 9 de
Julho; e a Secretaria Municipal de Saude. Esses trabalhos vém agregando
importantes informacdes a respeito do cancer de mama em nosso meio, e ja
forneceram dados para outras teses e dissertacdes, nenhuma das quais abrangendo
especificamente os Tumores Triplo Negativos.

Um ensaio j& publicado, intitulado “Survival study of triple-negative and non-
triple-negative tumors in a Brazilian breast cancer cohort”, constitui parte e resumo

desta tese; e esta anexado integralmente ao final da mesma.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Dimensionando o problema; programas de controle

As neoplasias malignas da mama constituem problemas de saude publica em
todo o mundo. N&o obstante o declinio da incidéncia nos paises desenvolvidos, ha
uma preocupacgdo com a carga de doenca? (“Global Burden Disease - GBD”) que
continua aumentando; e a questao esta longe de ser resolvida. Uma publicacdo do
“Journal of American Medical Association, JAMA” de 2015, calcula que em 2013
ocorreram 1,8 milhdes de casos novos no mundo, e 464.000 mortes. Representaram
13,1 milhdes de anos de vida perdidos por incapacidade (“DALY”), 63% dos quais em
nacdes em desenvolvimento como o Brasil, e 37% nas nacfes desenvolvidas (JAMA
ONCOL, 2015). Considerando os mesmos aspectos, 0 mesmo periédico em 2017
reitera a morbiletalidade e os prejuizos impostos pela doenca, atualizando os dados
para o ano de 2015, em que teriam ocorrido 2,4 milhdes de novos casos, 523.000
Obitos e 15,1 milhBes de anos a serem vividos com incapacidades (JAMA ONCOL,
2017). No Brasil, a incidéncia continua aumentando, e excetuando-se 0s canceres
de pele ndo melanomas, o de mama € o que mais acomete as mulheres. As
estimativas para o ano de 2018 atingem um total de 59.700 novos casos, cabendo a
Regido Sul a maior incidéncia: 73,7 / 100.000. Para Minas Gerais estima-se a taxa de
50.15 novos casos / ano, sendo que na capital, Belo Horizonte, 1.060 mulheres
deverédo ser diagnosticadas com a doenca no ano de 2018 (INSTITUTO NACIONAL
DO CANCER - INCA, 2018).

Estratégias de controle vieram sendo implementadas no pais de forma isolada
no século passado. A partir de 1997/98, foram propostas acfes sistematicas e
integradas, visando a reducgdo da incidéncia, da morbidade e da mortalidade dos
principais canceres femininos: colo do Utero e mama, dentro do “Projeto Viva Mulher”.

Essa iniciativa evoluiu para um sistema nacional de monitoracéo das atividades de

2 Carga de doenca: (“Burden of Disease”): conceito que qualifica a perda de saude decorrente
de doencas,e que considera: o n° de anos de vida perdidos pela morte prematura (YLL “Years of Life
Lost”) e o n®de anos vividos com limitagdes impostas pela doenga (YLD “Years of Life Lived with
Disability”). Permitem o calculo do “DALY: Disability Adjusted Life Years” (OMS; Harvard School of
Public Health; Banco Mundial,1990)
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deteccado precoce do cancer mamario, denominado SISMAMA, criado em dezembro
de 2008 pelo Ministério da Saude e Instituto Nacional de Cancer (MINISTERIO DA
SAUDE. INSTITUTO NACIONAL DE CANCER. SISMAMA, 2010). A partir de marco
de 2011, esse programa foi englobado pelo Sistema de Informagdes de Cancer:
SISCAN, gue integra novamente as acoes de vigilancia e os dados dos canceres de
colo uterino e mama (MINISTERIO DA SAUDE. INSTITUTO NACIONAL DE CANCER
JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA. Sistema de Informagdes de Cancer, 2013)

Os programas contemplam: prevencdo priméria (reducdo dos fatores de
risco), deteccdo precoce, tratamento, reabilitacdo e cuidados paliativos. Dois
principios norteiam essas acfes: a medicina baseada em evidéncias, através da qual
informacdes de natureza epidemiologica delimitam populacdes alvo a serem
rastreadas, e as denominadas ATS: Avaliacdes de Tecnologias em Saude, que
definem os métodos de rastreio. O balanco entre beneficios e danos de cada recurso
€ esclarecido e, recomendado ou ndo, segundo sua eficacia. A partir dessa avaliacéo
€ que se concluiu pela realizacdo sistematica e bienal de mamografias em mulheres
nas faixas etarias de 50 a 59 anos, por beneficios equivalentes aos danos; e
principalmente dos 60 aos 69 anos, em que os beneficios do rastreio superam 0s
danos potenciais. (MINISTERIO DA SAUDE; INSTITUTO NACIONAL DO CANCER —
Diretrizes Nacionais para a Deteccéo Precoce do Cancer da Mama, 2015).

Neste sentido, as a¢fes sugeridas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
contemplam trés premissas béasicas: populacdo alerta para os principais sinais e
sintomas; profissionais capazes; e servicos preparados para efetuar o diagnéstico
precoce e garantir qualidade em toda a linha de cuidados do cancer mamario. Nas
publicacdes da OMS percebe-se a preocupacao de se analisar 0s riscos e beneficios
dos projetos de rastreio, que sdo Uteis a uma parcela proporcionalmente reduzida,
frente aos amplos contingentes submetidos aos mesmos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2007). Sao cuidados igualmente observados pelo Ministério da
Saude no Brasil, e que estdo embasados em estudos de longa data. Ja em 2004, Gray
manifestava a necessidade de os programas de rastreio, denominados de prevencao
secundéria, estarem contidos na prevencao primaria dos bons servi¢os de diagndstico
e tratamento. Seriam na realidade, partes dos programas de controle de doencas, e

como tal, deveriam além de reconhecé-las em fases latentes ou iniciais, garantir o
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tratamento para toda a populagéo, a despeito dos custos do diagndstico em si mesmo,
das terapias, e da indispensavel continuidade (GRAY, 2004).

Em paises de dimensdes continentais como o Brasil, a incidéncia do cancer
de mama difere nas diversas regifes, e o risco de desenvolver os tumores também.
A populacéo deve dispor dessas informacdes e de como se utilizar adequadamente
das ferramentas de rastreio, prevencdo e tratamento. Tiezzi (2010) sugere
investimentos em programas de informacao e socioprevencéo de forma globalizada,;
e a disponibilizacdo de um sistema de rastreamento mamografico mais abrangente e

controlado, nas areas de maior risco (TIEZZI, 2010).

1.2 - Aspectos étnicos e socioecondmicos ligados ao cancer de mama

Fatores socioecondmicos e étnicos sdo determinantes no surgimento e
evolucdo do cancer. Estudos ecoldgicos® mostram que em populagdes socialmente
desfavorecidas, ha maior incidéncia da doenga, assim como maior propor¢cdo de
diagndsticos tardios, mesmo em tumores passiveis de deteccao precoce. E maiores
dificuldades de acesso a cuidados adequados, com piores evolu¢gdes (RIBEIRO e
NARDOCCI, 2013). Com relacdo ao cancer de mama, a incidéncia mostra uma
associacao positiva com os estratos mais ricos da populacéo, e o inverso quando se
observam as sobrevidas, tanto livres de doenca quanto globais. A “International
Agency for Research on Cancer” (IARC), estimou para o ano de 2012 a incidéncia
média de 73,4/100000 nas regifes desenvolvidas do mundo, e 31,3/100.000 nos
paises mais pobres (IARC — GLOBOCAN, 2012).

A maior frequéncia do cancer de mama dentre mulheres mais ricas esta
relacionada aos fatores de risco prevalentes nessas classes sociais. Aspectos
reprodutivos como a idade mais precoce das menarcas, menor paridade, idade mais
tardia da primeira gestacéo e parto, bem como o uso do alcool, sdo mais frequentes
nas classes economicamente privilegiadas, e demonstraveis nos estudos

epidemioldgicos. Associam-se, a predisposicdo familiar e a obesidade. Kwan e

3 Estudos ecolégicos: estudos observacionais com informacg6es obtidas e analisadas no nivel
do “agregado”. Focalizam a comparac¢éo de grupos, ao invés de individuos. A populagdo ou um grupo
de pessoas de uma area geografica definida, € analisada num contexto social e ambiental (Salde de
grupos) “In: Estudos Ecolégicos PROCC / Fiocruz; 30/5/2009



26

colaboradores (2009), em estudo de duas coortes prospectivas realizadas com
pacientes do norte da California e de Utah, nos Estados Unidos, identificaram fatores
de risco em aspectos demograficos e reprodutivos, associados ao estilo de vida, em
grupos socialmente distintos. As afro-americanas e hispanicas tinham um numero
maior de filhos, e os tinham em idades mais precoces que as brancas; estas eram
mais propensas ao consumo regular de alcool e tinham histéria familiar de cancer mais
comum, bem como o relato frequente de tratamentos hormonais (TH). A obesidade foi
mais comum nas AA. As asiaticas relatavam baixo uso do fumo e de horménios para
anticoncepcdo. O estudo demonstrou que diferentes subtipos tumorais estavam
relacionados a esses fatores de risco, 0s quais por sua vez ligavam-se aos habitos
das populagcdes (KWAN et al, 2009).

Akinyemiju e cols publicaram um estudo com 47.586 mulheres americanas
portadoras de carcinoma de mama, diagnosticados no ano de 2010. As pacientes
foram estratificadas com base na renda familiar, area de residéncia, classe
ocupacional, nivel de instru¢cao, desemprego e pobreza. Compararam a incidéncia nos
grupos de poder aquisitivo mais baixo aos superiores, ajustando as incidéncias por
idade e para cada grupo étnico racial. A maior incidéncia do cancer de mama nos
niveis sociais mais elevados ficou demonstrada, para tumores RH positivos e HER2
negativos, que representaram 73% do total (RR 1.32; IC 95%: 1,27 - 1,39). E para
tumores RH positivos e HER2 positivos (RR 1,46; IC 95%: 1,27 - 1,68; p 0,01). Tanto
em brancas, quanto negras e hispéanicas. Entretanto tal ndo foi observado para
tumores receptor hormonal negativos, o que levou o0s autores a sugerirem
etiopatogenias diversas para os subtipos tumorais (AKINYEMIJU et al, 2015).

Em relacdo as evolugdes, raca e etnia sao relevantes. Carey e colaboradores
(2006), publicaram dados do “Carolina Breast Cancer Study” (CBCS), demonstrando
grandes diferencas na evolugao do cancer de mama entre pacientes brancas e negras
nos Estados Unidos. Relataram mortalidades ajustadas por idade, de 28,3 / 100.000
dentre brancas, e 36,4 / 100.000 dentre negras afro-americanas (AA). Em idades
inferiores a 50 anos a diferenca se acentuava, sendo 77% maior nas AA: 11 x 6,3
mortes / 100.000. Os tumores em negras se mostraram maiores ao diagndstico
condicionando estadiamentos mais avang¢ados. E graus tumorais mais altos, com

sobrevidas piores, mesmo se controlados os demais fatores. Apontaram causas
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multifatoriais para esses achados, sendo que razfes socioecondmicas representadas
por diferencas no acesso ao rastreio e tratamentos estariam associadas a questdes
biolégicas, como a prevaléncia do fenodtipo “basal-like” (BLT), dentre as AA.
Importariam ainda o estilo de vida e padrdes nutricionais. Os dados do CBCS tiveram
importancia especial, por alinharem aspectos biolégicos do cancer de mama a
determinantes sociais e étnicos, ja anteriormente conhecidos. A prevaléncia dos
tumores de linhagem basal dentre AA ficou evidente, sendo que 26% das mesmas
apresentavam esses subtipos, que podiam atingir 39% quando em pacientes na pré —
menopausa. Dentre as brancas a propor¢cao ndo passou de 16%, independentemente
da idade. O predominio desses fendtipos mais agressivos de carcinoma mamario,
como os Triplo Negativos basais, seria a explicagéo racial para as piores evolucdes
(CAREY et al, 2006).

Ampliando os estudos étnicos, Setiawan e cols (2009), publicaram os dados do
“Multiethnic Cohort Study” realizado no Havai e em Los Angeles, Califérnia; no qual
84.427 mulheres portadoras de cancer de mama de cinco etnias diferentes, foram
acompanhadas por em média, 10,4 anos. A pesquisa foi centrada nos receptores
hormonais (RH), que variaram muito nos cinco grupos. Tumores negativos para
receptores de estrogénio (RE) e progesterona (RP), foram prevalentes dentre as afro-
americanas: 31%; seguidas pelas latinas (25%) e, na sequéncia, brancas (18%),
japonesas (14%) e havaianas nativas (14%). Foram cruzados dados relativos a
aspectos demograficos e reprodutivos, além de dietéticos, genéticos e de habitos de
vida, com as frequéncias e evolucdo do carcinoma mamario. Os resultados
demonstraram maior incidéncia de cancer de mama dentre as havaianas nativas,
seguidas pelas japonesas, depois as brancas, afro-americanas e latinas. Taxas mais
altas de incidéncia acompanharam ndo sG 0S grupos raciais, mas também outros

aspectos:

e Indices de massa corporal (IMC) mais elevados
e |dades mais precoces de menarcas

e Primiparidade idosa

e Baixa paridade

e Casos familiares de cancer de mama em primeiro grau
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e Consumo de alcool

e Terapias de reposi¢cao hormonal (TH)

A maior parte desses fatores relaciona-se com mecanismos hormonais. E, de
fato, 66% das pacientes apresentavam tumores RE+ e RP+. Apenas 19% RE- e RP-.
Conforme antes relatado, tumores receptor-positivos foram muito mais frequentes
dentre mulheres brancas; e os receptor-negativos, dentre negras. O que parece
explicar a maior frequéncia da doenca entre as primeiras, e a maior gravidade nas
altimas.

A maior gravidade ficou bem demonstrada nesse estudo, pelas taxas de

mortalidade ajustadas por idade:

e Afro-Americanas: 82 / 100000
e Havaianas: 73 /100000

e Brancas: 67/ 100000

e Latinas: 52 /100000

e Japonesas: 41/ 100000

Portanto, taxas (elevadas) de mortalidade tendem a acompanhar a distribuicéo
de tumores RH negativos, embora os demais aspectos citados também as
influenciem. O predominio desses tumores (RE-, RP-) dentre AA é a explicacdo aceita
pelos autores, mas outras consideracfes foram feitas: latinas também apresentam
altas taxas de tumores receptor-negativos, mas especificamente nessa coorte, tiveram
mortalidades total e ajustadas por idades, mais baixas. Nas havaianas nativas, que
majoritariamente apresentam tumores RE+/RP+, a alta mortalidade pareceu estar
ligada a aspectos socioecondmicos e a acesso restrito aos recursos médicos.
Japonesas (nipo-americanas) apresentam tumores predominantemente RH+, e a alta
incidéncia da doenca nessa etnia parece se dever a que tais tumores sao de fato mais
comuns; e a grande frequéncia com que fazem uso de tratamentos hormonais do
climatério (TH). As japonesas tendem a ser mais magras, e o baixo indice de gordura
corporal motiva sintomatologia climatérica mais intensa, com uso mais alargado de
horménios. Por outro lado, a mortalidade mais baixa é coerente com os subtipos

menos agressivos de cancer mamario.
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As conclusdes do MCS séo consistentes com os dados de acompanhamento
de outras coortes e de revisdes qualitativas e quantitativas. Os autores frisam que 0s
fatores de risco diferem devido aos receptores hormonais, que por sua vez variam
com a raca e etnia. Aspectos reprodutivos como idade da menarca, do primeiro parto
e terapias hormonais estdo associados apenas aos tumores RH+; a obesidade se
relaciona a canceres da pdés menopausa, por representar importante estimulo a
producdo de estrogénios nessa fase. Uso de alcool e historia familiar distribuem-se
em ambos grupos (RH+ e RH-) sem determinismo biolégico para tal (SETIAWAN et
al, 2009).

Especificamente em relacdo a incidéncia em mulheres latinas, ha extensas
pesquisas. Patel et al (2010), estudando mulheres oriundas do México, América do
Sul e Central, Porto Rico e Cuba, residentes na Bacia de Sao Francisco (EUA),
observou que: embora a ocorréncia do cancer de mama nessas populacdes seja mais
baixa que da populacdo nativa, 0s casos ja chegam mais avancados, e a doenca
representa a principal causa de morte dessas mulheres nos Estados Unidos. A
semelhanca do que ja foi observado em nipo-americanas, a incidéncia em latinas é a
principio menor, mas crescente e progressiva nas segunda e terceira geracoes,
devido a inteiracdo com fatores sociais e ambientais. O menor acesso aos meios de
diagnéstico e tratamento, se associariam aos fatores de risco ligados a questdes
genéticas e bioldgicas, dentre as quais uma maior incidéncia de tumores Triplo
Negativos (TTN), e diferentes respostas aos tratamentos quimioterapicos, por sua vez
ligadas a polimorfismos de genes associados ao metabolismo dessas drogas. Mesmo
ap6s os ajustes para “baixo status socioeconébmico de minorias”, a incidéncia de
canceres avancados permanece mais alta em latinas, tanto devido a questdes

bioldgicas especificas, quanto comportamentais (PATEL et al, 2010).

Como acima dito, fatores de risco tradicionais: idade do primeiro parto, paridade
e lactacdo, associados a obesidade e TH, variam nas subpopulacbes raciais; e
contribuem tanto para a incidéncia mais alta de cancer entre as brancas, quanto a de
canceres mais avancados em outros grupos étnicos. Gililand e colaboradores, em
1998, relataram os resultados de um estudo caso-controle realizado no Novo México

(EUA), em gque 798 hispanicas e 836 brancas néo hispanicas, foram comparadas com
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relacdo aos fatores reprodutivos Citaram o exemplo da paridade: a auséncia de
gestacdes e a primiparidade idosa constituiu fator de risco para o surgimento de
cancer de mama em hispéanicas, mais do que dentre brancas; em contrapartida a
multiparidade, e a amamentacao prolongada foram fatores de protecéo para brancas,
e de menor importancia para hispanicas. As diferencas estariam ligadas a variados
polimorfismos nos genes reguladores do metabolismo de esteroides (GILILAND et al,
1998). Hispanicas que dispunham do mesmo grau de acesso aos recursos médicos
que a populacdo americana do Colorado, apresentaram-se mesmo assim com
tumores Triplo Negativos grandes, em idades precoces e estadios avancados (“odds
ratio” ajustada por idade de 2,7, IC 95%: 1,26-5,77 para ter estadio 1V), demonstrando
questdes bioldgicas, a despeito das socioculturais (WATTINGTON et al, 2008). Os
estudos genéticos parecem confirmar tais aspectos, ja que foram detectadas
diferencas significativas nos genes de reparo do DNA dentre os trés grupos
estudados: brancas, negras e latinas. Outrossim a prevaléncia das mutacdes do gene
BRCA1, nas latinas do norte da Califérnia (PATEL et al, 2010).

Abdulrahman Jnr e Rahman (2012), publicaram seus achados em Cardiff (UK),
e llorim, (Nigéria). Compararam os canceres de mama de pacientes europeias e
africanas. Relataram diferencas fundamentais. A incidéncia da doenca € menor dentre
as nigerianas, mas estas tendem a manifesta-la em idades mais precoces,
frequentemente na pré-menopausa, enguanto nas europeias, a maioria ocorre na pos
menopausa. Doenca inicial é o que prevalece nas europeias, principalmente apés os
programas de rastreio; as africanas sdo em sua maioria diagnosticadas com tumores
avancados, resultando em menores taxas de sobrevida. Embora nos dois grupos
prevaleca o carcinoma ductal infiltrante, linhagens diferentes, ligados a RH- sao
comuns nas africanas, como o0s carcinomas medulares e mucinosos. Concluem
observando que a historia reprodutiva das africanas explicaria a incidéncia menor do
carcinoma mamario, e que 0s aspectos sociais e genéticos seriam os determinantes
da maior gravidade (ABDULRAHMAN JNR e RAHMAN, 2012).

Comparando especificamente evolucbes de longo prazo, em pacientes nao
hispanicas negras e brancas, portadoras de Tumores Triplo Negativos, Prasad e

colaboradores (2016), relataram ndo detectar diferencas nos dois grupos raciais.
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Acompanharam 218 mulheres negras e 230 brancas do sudeste dos Estados Unidos,
por 15 anos (seguimento de 0,14 a 14 anos, média de 3,8 anos), e encontraram
padroes semelhantes de sobrevida global e livre de doencga ajustados por idade e
estadiamento, nos dois grupos. Reiteraram as observacdes de Dent et al (2007), que
haviam relatado evolu¢des desfavoraveis dos TTN nos cinco anos apos o diagnostico,
com picos de mortalidade aos trés; mas tendéncia a prognésticos mais favoraveis
depois desses prazos, assemelhando-se entdo aos demais subtipos (PRASAD et al,
2016).

1.3 - Influéncia dos aspectos socioeconémicos no cancer de mama no Brasil

No Brasil as condi¢gdes socioeconémicas variam nao so dentre classes sociais,
mas dentre as cinco principais regides geograficas que o compdem. Carvalho e
colaboradores (2014), compararam os subtipos moleculares de 5687 casos de cancer
invasivo de mama nessas areas, a proposito das variacfes raciais existentes.
Observaram que nas regides Sul e Sudeste, com alta percentagem de ancestralidade
europeia, e boas condi¢des socioecondmicas, predominaram os chamados tumores
luminais, ricos em receptores hormonais e de menor gravidade. Entretanto, a
incidéncia da doenca é mais alta. Na Regido Norte, de populacdo com menor poder
aguisitivo, a equacdo se inverte: o cancer de mama € menos frequente, mas
predominam subtipos mais agressivos como o0s Triplo Negativo e os Her2
superexpresso. No Centro-Oeste, predominam tumores triplo positivos, de
agressividade considerada mediana; e na Regido Nordeste, com forte ancestralidade
africana, uma mistura mais ampla de subtipos. A presenca mais significativa de TTN
ao norte, é coincidente com a mais alta influéncia étnica e socio - cultural africana
nessa regiao: 77,8% (de afro descendéncia); comparada a 66,8% no nordeste, 65,9%
no centro oeste, e respectivamente: 43,8% e 22,8% no sudeste e sul do pais. Os
autores mencionam a dificuldade de se considerar a questao racial no Brasil devido a
grande miscigenacédo aqui ocorrida, e referida nos trabalhos de Pena e colaboradores
(2011), os quais por sua vez, apOs estudo utilizando 40 genes ligados a
ancestralidade, detectaram um nivel de uniformidade genética muito maior que o

esperado, dentre brasileiros de diferentes cores de pele e origens geogréaficas (PENA
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et al, 2011). Sugerem que diferencas raciais se somam a aspectos econdémicos,
sociais, climaticos e nutricionais, que também interferem na distribuicdo e evolucéo
da doenca, e que devem ser levados em conta no planejamento das acdes de
prevencéao e tratamento (PENA et al, 2011; CARVALHO et al, 2014).

Influéncias sociais e econémicas na evolucdo do carcinoma mamario, tém sido
documentadas em nossa regido, como em outros diferentes pontos do pais. Guerra e
colaboradores (2009), analisando a sobrevida de cinco anos em pacientes de Juiz de
Fora, Minas Gerais, detectaram diferencas no risco de 6bito segundo os locais de
residéncia, o que poderia se relacionar a melhores condi¢cdes de algumas parcelas da
populacado, ao acesso a centros especializados de atendimento. Detectaram tumores
maiores de 2 cm em 71,4% de mulheres n&o brancas, contra 58,3% dentre brancas.
Embora a cor da pele ndo tenha se mantido associada aos Obitos no modelo
multivariado, foi observada sobrevida inferior nas pacientes ndo brancas. Sugeriram
a busca de diagndsticos precoces mediante o maior estudo de fatores prognésticos,
e a garantia de tratamento e seguimento para todas as mulheres (GUERRA et al,
2009). Na mesma cidade (Juiz de Fora, MG) Duarte Cintra e colaboradores (2012),
avaliaram perfis imunoistoquimicos e variaveis clinico-patolégicas em pacientes de
uma coorte hospitalar. Relataram expressivo encontro de Tumores Triplo Negativos
na populacéo estudada: 24,4% do total. O perfil se tornava ainda mais frequente em
pacientes com menos de 50 anos: 40%; e cor da pele ndo branca: 39,7%. Concluiram
que os TTN se mostraram mais avan¢cados ao diagnéstico, com maior frequéncia de
tumores maiores que 2cm e axilas comprometidas; devido ao menor acesso aos meios

de prevencao e a maior agressividade dos mesmos (DUARTE CINTRA et al, 2012).

Na pesquisa de Schneider e D’orsi (2009), realizada em Florianépolis, Santa
Catarina, as variaveis escolaridade e raca / cor foram significativas em relacdo a
sobrevida global: 76,9% das brancas, tiveram cinco anos, comparadas a 62,2%, de
negras, pardas, amarelas e indigenas agrupadas. Estas apresentaram outrossim,
razao de risco 84% maior que as primeiras. Em relacdo a escolaridade, 92,2% das
pacientes com nivel superior sobreviveram cinco anos, contra respectivamente: 84%,
73,6% e 56% de pacientes com 2°) grau, 1°) grau e analfabetas. Em um dos estados

com maiores indices de desenvolvimento humano (IDH) do pais, a condi¢ao social se
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mostrou como fator prognostico fundamental para a sobrevida; a despeito do proprio
estadiamento, que poderia por sua vez ser alterado em funcéo de rastreio adequado
e igualitario (SCHNEIDER e D’ORSI, 2009).

Em Vitoria, Espirito Santo, Albrecht e colegas (2013) também identificaram
correlacéo significativa de aspectos sociais e mortalidade pela doenca, em dez anos
de seguimento. E que a presenca de receptores de estrogénio e progesterona nao
significaram nesse prazo, fatores de prote¢do. Mas a auséncia de ambos (tumores
duplo-negativos), esteve relacionada & maior mortalidade. A origem das pacientes:
SUS e ndo SUS (Sistema Unico de Saude) e o grau de instrucdo foram significativos
guanto aos indices de mortalidade. Baixos niveis de instru¢cdo e encaminhamentos a
partir do SUS, foram fatores de risco (ALBRECHT et al, 2013).

Em 2015, Ribeiro Soares e colaboradores compararam as taxas brutas de
mortalidade por cancer de mama no Brasil, segundo a cor da pele, nos anos de 2000
e 2010. Em estudo ecologico descritivo, partindo de dados populacionais do IBGE
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), e informac6es de 6bitos do Ministério
da Saude, Sistema SIM (Sistema de Informacdes sobre Mortalidade), calcularam as
taxas por regides, estratificando-as em dois grupos etarios: menores de 50 anos, e 50
anos ou mais. Demonstraram o aumento da mortalidade em todas as cores de pele,
excetuando as amarelas. Principalmente entre as pretas e pardas de mais de 50 anos:
respectivamente, 29,7 em 2000, para 40,4 em 2010; e 19,8 em 2000, para 28,5 em
2010 (taxas brutas por 100.000 mulheres). Na Regido Nordeste os valores
praticamente dobraram. Dentre as pardas menores de 50 anos, as taxas evoluiram
de 2,5/ 100.000 em 2000, para 5,4 / 100.000 em 2010. Ressalvaram possiveis
imprecisbes referentes as limitacdes dos sistemas de informacao utilizados, e a
subjetividade dos dados de racga /cor ja mencionados, mas sugeriram a consideracéo
do perfil populacional das diferentes regides do pais, nas estratégias de controle da
doenca. (RIBEIRO SOARES et al, 2015).
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FIGURA 1 - Mapeamento das regides brasileiras (IBGE) e distribuicdo dos subtipos tumorais

(Adaptado conforme Carvalho e colaboradores, 2014)

1.4 — Questdes envolvidas na classificacdo do cancer de mama

1.4.1- A Heterogeneidade Tumoral:

Identificar padrées semelhantes em termos de prognéstico e resposta
terapéutica, é fundamental na abordagem do cancer, mas ha dificuldades impostas
pelo polimorfismo caracteristico da maioria dos tumores. Casos que a principio se

assemelham, evoluem assimetricamente em funcdo de determinismos genéticos,
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condicbes moleculares e caracteristicas do hospedeiro. A heterogeneidade é um
aspecto comum a maioria dos canceres, e dificulta a uniformizacéo dos tratamentos;
fatos particularmente perceptiveis nas neoplasias do tecido mamario (PEROU et al,
2000; PRATT et al, 2011).

As primeiras iniciativas para sistematizacdo do cancer de mama, datam de
1905, quando Steinthal em Stuttgart, Alemanha, declarou sua decep¢do com 0s
tratamentos cirdrgicos levados a efeito em doencas avancadas. Sugeriu a separacao
de trés grupos ou estagios, iniciando em tumores de poucos centimetros, ndo aderidos
a pele e sem linfonodos palpaveis; a que chamou de grupo 1. E denominou no outro
extremo, como grupo 3, aos que ocupavam a maior parte da mama, com infiltracédo
superficial ou a planos profundos, bem como acometimento dos linfonodos supra -
claviculares. Desse ultimo grupo, relatou que nenhuma de suas pacientes havia se
curado. As propostas de Steinthal serviram de base para a classificacdo da
Universidade de Columbia (EUA), proposta por Stout e Haagensen, em 1930
(STEINTHAL, apud HAAGENSEN 1986, p 851).

Esses primeiros estudos taxiondmicos visaram identificar grupos que nao
responderiam bem as cirurgias. Logo a seguir foram adicionadas observacdes que
nao somente se referiam a amplitude operatdria, mas também ao comportamento dos
tumores, jA que alguns demonstravam piores evolu¢gBes independentemente do
tamanho, como era o caso dos carcinomas inflamatérios. Stout e Haagensen
apontaram aspectos macroscépicos que prediziam maus resultados cirdrgicos, como
edema de pele extenso, nddulos satélites e sinais flogisticos, a que denominaram de
critérios de inoperabilidade. Relataram 59 casos operados no Presbyterian Hospital
de Columbia, nos quais pelo menos um dos trés critérios estava presente, levando a
“desastrosos resultados”, marcados por recorréncias locais em menos de cinco anos
(HAAGENSEN, 1986; HARRIS, 2002).

Propostas subsequentes deram origem ao Sistema TNM, enunciado pela
primeira vez por Denoix em 1944, no Instituto Goustave-Roussy de Paris. Este sistema
envolve a avaliacao de trés aspectos essenciais na caracterizagao dos carcinomas: o
tamanho do tumor: “T”; o comprometimento da cadeia linfatica: “N”; e a evidéncia de
metastases: “M”. A classificagdo foi aceita e oficializada pela “International Union
Against Cancer” (UICC) em 1958, apds aperfeicoamentos introduzidos por sub -
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comités da OMS (Organizacdo Mundial da Saude). Se destinava inicialmente aos
tumores de mama e laringe, com a recomendacdo de servir de parametro para
comparacao de resultados. Desde entdo vem sendo ampliada mediante discussdes
internacionais, coordenadas pelo “American Joint Committee on Cancer” (AJCC), em
cujas edicdes o sistema é atualizado, e gradativamente estendido a novos sitios
anatdbmicos. Na sexta edicdo do Manual para Estadiamento do Céancer, da AJCC
publicada em 2002, foram propostas alteracbes para a classificagdo dos tumores
mamarios que vigoram atualmente (INCA, 2014; SPARANO et al, 2015). Duas novas
edicGes foram publicadas posteriormente; em 2010 (72 edicdo) e 2016 (8?2 edicao),
em que aspectos moleculares da doenca sdo comentados, sem implicarem em
modificacdes no estadiamento (EDGE et al, 2010; AMIN et al, 2016).

1.4.2- Limitacdes do Sistema TNM:

O seguimento a longo prazo das pacientes, e a evolucdo dos tratamentos,
evidenciaram a necessidade de dados mais abrangentes, ndo fornecidos pelo TNM.
Este € capaz de precisar a extensdo anatbmica do tumor e facilita a troca de
informacdes, mas é considerado biologicamente muito simples (SOBIN, 2003; PARK
et al, 2011).

Os novos conceitos a respeito da natureza intrinseca dos carcinomas
mamarios, e os perfis genéticos e moleculares, ndo fazem parte desta classificacéo,
embora sejam discutidos nas publica¢des periddicas dos comités. Em 1995 foi editado
o “Fatores Prognosticos do Cancer”: uma compilacdo sobre diferentes aspectos
anatébmicos e ndo anatdémicos. E como antes mencionado, a 62 Edigdo do “AJCC
Cancer Staging” ainda em uso, descreve cerca de 80 fatores progndsticos.

Se por um lado interessa englobar novos elementos de importancia para
cirurgides e oncologistas, é sabido por outro, que classificacdes para serem factiveis
devem ser concisas e de facil manejo. Greene e colaboradores (2008), comentam que
a simples aplicacdo do sistema TNM e suas subdivisbes, ja implica em até 24
situacdes diferentes para a neoplasia mamaria, e que “ha necessidade de se
condensar informacbes, sob pena de perda de homogeneidade dos grupos”.
Observam que a extensao da doenga continua a ser o fator mais importante para o

planejamento da conduta, e que ha aspectos histopatolégicos e moleculares que se
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aplicam a determinadas situacbes, mas ndo a todas. Sugerem que sejam
considerados em separado, “estadio a estadio” (SOBIN 2003; GREENE et al, 2008;
INCA 2014).

O TNM continua largamente utilizado ndo obstante as limitagdes. E alteracbes
sao aceitas somente apos prolongadas observacdes. A modificacdo mais importante
gue a sexta edicdo do AJCCCS trouxe em relacdo as anteriores, se refere aos
linfonodos supra — claviculares, cujo comprometimento até 2003 era considerado
metéstase (M1), e passou a ser classificado como N3, representando doenca ainda
loco-regional. Estudos epidemiologicos demonstram de fato, que a sobrevida nesses
casos, € igual a de axilas amplamente comprometidas (N2), ndo justificando
diferenciacdo (GREENE et al, 2008).

Outros aspectos de facil avaliacdo, como grau histolégico, invasdo vascular e
linfatica, também nédo sdo considerados no TNM. O desafio ao sistema € incorporar
0s pormenores que de fato importem, sem perder a simplicidade que o faz tédo
aplicavel. A tarefa € complexa porque novos estudos abrangem dados anatdbmicos
como os linfonodos sentinela e os da mamaria interna, acessiveis a métodos de
imagem, além de fatores demogréficos, histologicos e séricos; chegando a
complexidade dos perfis genéticos e moleculares. O sistema TNM perdura por tanto
tempo, e € de tal ordem importante, que se acredita que sera aperfeicoado a esse
ponto (GREENE et al, 2008).

1.5 - As Classificacdes Moleculares

1.5.1 Estudos dos genomas celulares e aplicagBes na pratica clinica

Informacdes mais precisas sobre a biologia e microambiente tumorais advieram
de estudos genéticos e moleculares. Perou e colaboradores (2000), publicaram o
artigo “Molecular portraits of human breast tumors”, demonstrando que as transcri¢cdes
genéticas seriam as responsaveis pela ampla diversidade de comportamentos das
células humanas, tanto saudaveis quanto tumorais. Compararam o0s padroes

genéticos de 65 amostras de tecidos, sadios e acometidos por cancer, oriundos de 42
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mulheres. Utilizaram as técnicas de micro arranjos de DNA, e enunciaram quatro
subtipos de cancer de mamas:
e “Luminal - like”
e “Basal - like”
e “Cerb -b2” (HER2)
e “Normal breast like”
(PEROU et al, 2000)

Em 2001 o mesmo grupo de autores (Grupo de Stanford, EUA), confirmou sua
proposta de classificacdo, e expandiu os Luminais para: “A”, “B” e “C”. Avaliaram a
sobrevida global e livre de doenca de 78 pacientes, e demonstraram que os fenétipos
“Basal like” e Her 2 super expresso, evoluiam mal, com apenas 24 a 30% de
sobrevivéncia em 5 anos, comparados a 90% dentre os Luminais A (SORLIE et al,
2001).

Investigando predi¢gdo tumoral, van't Veer e colaboradores, do “Netherlads
Cancer Institute” (2002), usaram técnicas analogas, de mMRNA, em 98 tumores de 117
pacientes linfonodo—negativas. E relataram que, dentre 25000 genes pesquisados, 70
poderiam predizer, com maior acuracia que os métodos clinico e histopatolégico (86%
X 70%), canceres propensos ou nao, a disseminacdo (VAN'T VEER et al, 2002).

Trabalhos subsequentes vieram consolidar o conceito de subtipos tumorais
através da expressdo de genes e agregados genéticos (metagenes); e a relacdo dos
mesmos com parametros clinicos relevantes: “status” linfonodal e tendéncia a
recorréncias, com implicagcdes na sobrevida livre de doenga e na sobrevida global. A
caracterizacéo do grau de risco para recaidas e metastases, passou a ser ferramenta
para ultimar decisdes clinicas (HUANG et al, 2003).

Objetivando identificar em tempo real, a expressdo dos muitos genes
envolvidos no surgimento do cancer mamario, foram propostos muitos ensaios a
serem utilizados na pratica diaria dos ambulatérios de oncologia. O “EGAPP Group”
(“Evaluation of Genomic Application in Practice and Prevention”), ligado ao Centro de
Controle de Doencas (CDC) dos Estados Unidos, publicou em 2009 recomendacdes
e observacdes sobre os de maior relevancia:

e “Mammaprint Testing”
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e “Oncotype DX”
e “Quest HI Testing”

A questdo fundamental, ja mencionada, envolvia 0s casos iniciais, estadios | e
Il com axilas livres, e o temor de super-tratamentos desnecessarios. Ou por outro lado,
a perda de oportunidade em se proporcionar mais uma chance de cura ou maior
sobrevida, as clientes que pudessem se beneficiar da adjuvancia, principalmente
guimioterapia. Nesse sentido o “Mammaprint” identifica em tecido tumoral fresco ou
congelado, 70 genes diretamente envolvidos com o cancer de mama e, 1800 genes
normativos?, indiretamente ligados & doenca. E recomendado para mulheres de até
61 anos, com tumores receptor-negativos ou positivos. Nunca maiores que 5 cm; e
axilas negativas. Aponta os riscos de recorréncias sem o0 uso de quimioterapia: baixo,
médio e alto, sendo que esse Ultimo representa 56%, e justifica 0 uso da mesma ainda
gue em doencas iniciais.

O “Oncotype DX’ é indicado em tumores RH+, ou seja, estrogénio
dependentes. Pode ser utilizado em mulheres de qualquer idade, com doenca estadio
| e Il, e axila negativa. Avalia o risco de metastases apesar do tratamento com
antiestrogénicos, principalmente o Tamoxifeno (TMX). E por extensao, o beneficio da
QT associada ou em seguimento aquele. Identifica 21 genes, 16 diretamente ligados
ao carcinoma mamario e 5 normativos. Pode ser aplicado em tecidos ja fixados, o que
facilita o uso.

O “HlI ratio test” identifica dois genes especificamente ligados a recorréncias:
HOXB13 e IL 17BR; e quatro normativos. Seria capaz de predizer o risco de
recorréncias em pacientes utilizando o TMX, e a conveniéncia de outros tratamentos
alternativos ao mesmo. Se aplica aos tumores ER+ / PR+.

O “EGAPP Group”, recomenda considerar os fatores de risco tradicionais e em
especial aspectos étnicos, quando da aplicacédo dessas ferramentas de prognostico e

4 Os genes regulam o comportamento das células nos mais diversos aspectos e momentos. Ha
genes muito estaveis, denominados normativos ou constitutivos, que se relacionam a processos
fundamentais como a manutencédo da estrutura celular e metabolismo basal, e que mantém suas
mensagens mesmo quando a transcricdo se faz sob condigdes de “stress”. Os processos regulados
por tais genes sao em geral demorados. As necessidades de adaptacdo rapida sdo conduzidas por
genes facultativos, ou reguladores, que tanto ativam a transcricdo e produzem rapidamente novas
proteinas para o enfrentamento imediato da necessidade celular, quanto bloqueiam o processo,
visando a homeostase do tecido. ( Nico Geisel: “Constitutive versus Responsive Gene Expression
Strategies for Growth in Changing Environments”. PLoS One. 2011; 6(11): €27033.)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Geisel%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22140435
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3227599/
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predicdo. Admitem o valor das mesmas sobretudo em caso de associagao de QT ao
TMX. Citam as resolucdes da ASCO 2007 (“American Society of Clinical Oncology”)
gue recomendam o “Oncotype” em tumores RE+/ LN- para avaliar a conveniéncia de
QT adjuvante (BERG et al, 2009).

Em 2014, Martin Philipits e colegas, do “Austrian Breast and Colorectal Cancer
Study Group” (ABCCSG) de Viena, propuseram o uso do “PAM 507, o qual utiliza os
niveis de expressdo de RNA de genes intrinsecos®, para calcular os riscos de
recorréncia tardia (“Risk Of Recurrence - ROR”) a partir de cinco, até 15 anos de
evolucdo. O ROR foi descrito como risco absoluto de recorréncias a distancia,
iniciando em 2,4% (baixo risco) até 17,5%, considerado como risco alto.
Acompanharam 1246 pacientes por um tempo médio de 11 anos, no estudo
denominado ABCSG 8. Todas as mulheres estavam na p0s menopausa, eram RH
positivas e tinham tumores iniciais. Receberam Tamoxifeno (TMX) por cinco anos ou
TMX por 3 anos, seguido de Anastrozol por mais 2 anos. As analises genéticas foram
feitas nos fragmentos tumorais previamente fixados em formalina e contidos em
blocos de parafina. Um algoritmo calculado por computador englobou: quatro perfis
genéticos (46 genes intrinsecos de um total de 50); um “score” proliferativo (18 genes),
e o0 tamanho do tumor medido no laudo histopatolégico. Os dados do ABCCSG
serviram de base para a indicacdo da extensdo da hormonioterapia (HT), que
classicamente é realizada por cinco anos, mas que pode ser estendida por um prazo
maior. Ou mesmo de sua contraindicagdo em pacientes de baixo risco (PHILIPITS et
al, 2014).

Outros trabalhos vieram reforcar o valor do sistema PAM 50 na quantificacao
de risco de metastases tardias em pacientes RH positivas. Sestak e colaboradores
(2014) reiteraram as capacidades do mesmo e, associaram ao ABCSG 8, os
resultados de outra coorte denominada Trans ATAC (“Arimidex / Tamoxifeno Alone or
in Combination”), no qual foram também acompanhadas, pacientes com tumores mais
graves (SESTAK et al, 2014). E com base nos estudos de ROR, foi desenvolvido o
“Prosigna” (Nanostring Technologies - Seattle EUA), que avalia por hibridizacao

50 termo “Genes Intrinsecos” é muito utilizado, inclusive por Perou e o Grupo de Stanford, para
se referir aos genes que caracterizam especificamente determinado tumor. Para tal relatam que tais
genes variam menos dentro de um mesmo tumor, que dentre as amostras de diferentes tumores,
principalmente nas técnicas de grupamento hierarquico. (LAVASANI e MOINFAR, 2011)
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especifica 50 genes, dos quais 8 sdo normalizadores (normativos), seis controles
positivos e seis controles negativos. Os resultados sédo descritos como: de risco baixo
(<10%); intermediario (10 a 20%) e alto (>20%). E mais uma ferramenta a auxiliar o
tratamento adjuvante do carcinoma de mama, nesse caso com vistas ao
acompanhamento de longo prazo (DELMONICO, ALVES e AMARAL, 2015).

1.5.2 A imunoistoquimica e a identificacdo de antigenos celulares

Paralelamente aos estudos genéticos, técnicas de imunoistoquimica vieram
sendo aprimoradas e permitiram a progressiva identificacdo de antigenos celulares
proteicos, diretamente associados ao comportamento dos tumores. Esses antigenos
viabilizaram classificac6es analogas as genéticas, baseadas no fato de as proteinas
expressarem a atuacao especifica dos genes (PEROU et al 2000; NIELSEN et al,
2004; KREIKE et al, 2007; FERNANDES et al, 2009; BLOWS et al, 2010). Mais
simples e acessivel que o0s métodos genéticos, a imunoistoquimica veio
progressivamente apontando novos indicadores do comportamento tumoral,
igualmente Uteis para diagnostico, progndéstico, e estabelecimento de alvos
moleculares para drogas antiblasticas (VIEIRA et al, 2007).

Com a finalidade de reconhecer as mudancas nas evolu¢des a curto e longo
prazo, quanto ao encontro por imunoistoquimica de antigenos moleculares
especificos, Blows e colaboradores (2010), avaliaram 10159 casos de cancer
mamario, de um total de 12 estudos reunidos. Concordaram com a divisdo das
neoplasias mamarias em luminais e ndo luminais como ja proposto, segundo a
respectiva presenca ou néo, dos receptores hormonais (RE e RP). E com a eventual
associacado a esses dois grupos, do HER2. Os tumores negativos para receptores
hormonais e HERZ2, ou Triplo Negativos, constituiriam um grupo especial, por sua vez
subdivididos em basais e ndo basais, conforme a deteccdo nos primeiros, de proteinas
ou marcadores de células basais do epitélio, principalmente as citoqueratinas 5 e 6
(CK 5/6), e o Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR). Demonstraram variacées nas
taxas de mortalidade de cada subtipo, postulando que, na auséncia de HERZ2, elas se
mantém constantes ao longo do tempo, enquanto dentre os HER2 positivos,

tenderiam a um pico de mortalidade nos primeiros cinco anos apés o diagnostico, com
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declinio posterior. O prognéstico da doenca ndo luminal segundo esses autores,
tenderia a ser pobre nesses primeiros cinco anos, mas se equivaleria aos luminais
depois desse prazo. J& em seguimentos de dez anos ou mais, as taxas de mortalidade
tenderiam a se modificar em favor dos nao luminais, principalmente se triplo negativos;
e aos 15 anos apos diagnostico, a pior evolucdo seria dos luminais HER2 positivos,
chamados de Luminais 2 ou Luminais B®. Insistiram na importancia da pesquisa dos
marcadores basais, que identificariam o subgrupo basal dentre os Triplo Negativos
(BLOWS et al, 2010).

O grande numero de pesquisas e publicacdes, confirmou o valor e a
aplicabilidade da imunoistoquimica e das classificacbes moleculares, a serem
utilizadas em conjunto com as informag6es tradicionais de prognostico. Em 2011 a
reunido do “St Gallen International Expert Consensus”, referendou a aceitacao
internacional das mesmas, descrevendo-as como “novo método de classificacdo do
cancer de mama, usando aspectos clinico-patolégicos e de expressao génica”. E que
“a definicdo dos subtipos tumorais é de fato progndéstica, com alcances de predig¢ao a
serem progressivamente avaliados”. Foi declarado ainda que os ensaios multigénicos
teriam limitacbes de custo, e seus resultados poderiam ser aproximados pela
imunoistoquimica.

O “St Gallen” 2011 confirmou também a importancia dos indicadores de
proliferacdo celular no prognostico e classificacdo de tumores, sobretudo do Ki-67. A
expressdo do mesmo significa incremento no ciclo celular e se associa aos
parametros histoldgicos, principalmente ao grau tumoral. A deteccdo desse marcador
em mais de 14% das células, passou a diferenciar os tumores luminais em “A” e “B”.

Quatro subtipos de carcinoma de mama foram confirmados nesse painel:

e Luminais A: RH+, HER2-, Ki 67 < 14%
e Luminais B: RH+, HER2+; ou: RH+, Ki-67= 14%
e HER2 Positivo: RE-, RP-, HER2+

e Triplo Negativo: RE-, RP-, HER2- (GOLDHIRSCH etal, 2011; INWALD et al, 2013)

6 O conceito do perfil Luminal B, desde que surgiu, se mantém discutido até a data atual. A
identificacdo ou a expressdo do gene C-Erb b2, e ou do Ki 67 elevado, associados a tumores RH
positivos, conceituam esse subtipo tumoral. A prépria terminologia concernente ao mesmo varia, mas
permanece essa estratificacdo dos luminais na maioria dos trabalhos, devido as nitidas diferencas de
evolucao e prognostico (ASCO 2014; J Clin Oncol, 32: 2794).
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A disponibilidade dos receptores hormonais (RE e RP) e do HER2, bem como o uso
ja rotineiro desses marcadores na prética clinica, transformou-os em alternativas
razoaveis aos métodos mais dispendiosos de subtipagem genémica (PARISE e
CAGGIANO, 2014), mas ha muitas questdes em aberto. Recomendacdes expressas
da ASCO e do Colégio Americano de Patologistas a respeito dos cuidados com a
caracterizagéo istoquimica do HER2, foram publicadas em 2007 e reavaliadas em
2014. Estabelecem critérios para a titulagdo do mesmo, reiterando a necessidade da
realizacdo em todas as pacientes com tumores infiltrantes, a despeito do estadio
(precoce ou avancado), e a repeticdo frente a novos tratamentos. Ou quando o
resultado do teste for negativo ou dubio. Sera positivo o teste que demonstre mais de
10% de células contiguas e homogéneas do tumor coradas, ou pelo menos 20 células
contiguas em area definida da lamina. Se o teste é dubio (menor percentagem ou
namero insuficiente de células) usa-se o ensaio alternativo: o FISH ou a IHC, a
depender do inicialmente feito. Ha& que se considerar ainda a concordancia com o0s
achados histopatolégicos do caso (WOLFF et al, 2014).

Em 2015 Calhoun e Collins reiteraram a importancia da expresséo génica para
a classificacdo dos tumores de mama, bem como para predicdo e risco. Mas
comentaram outrossim a validade da identificacdo dos receptores de estrogénio,
progesterona e do HER2 pela istoquimica, na determinacao da necessidade ou tipo
de adjuvancia. Ressaltaram a complexidade dos testes para o HER2 devido a
heterogeneidade tumoral e possivel polissomia (CALHOUN e COLLINS, 2015)

A amplitude morfolégica e a complexidade genética e molecular do cancer de
mama, impedem qualquer declaragdo suficientemente abrangente e conclusiva a
respeito dos melhores métodos ou recursos para a caracterizacdo definitiva do
mesmo. As informagbes se somam e eventualmente se contradizem; ou sao
superadas. Voltaremos a discussdo quando da caracterizacdo dos TTN, cuja
heterogeneidade se mostra ainda maior que a dos demais subtipos, mas tomamos a
liberdade de reproduzir literalmente uma declaracéo de Bianchini e colegas feita em

2016, que talvez auxilie na compreensao do problema:
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“The clinical and molecular heterogeneity of breast cancer is well known. The
advancement and widespread application of ‘omics’ technologies (genomics, epigenomics,
transcriptomics or proteomics, among others) has provided unprecedented insights and novel
understanding of the molecular complexity of this disease. In spite of this complexity, clinical
decisions still rely primarily on the assessment of three markers: the expression of the endocrine
receptors for oestrogen and progesterone (ER and PgR, respectively) and the aberrant
expression of HER2. The definition of triple-negative breast cancer (TNBC) applies to all
tumours that lack the expression of ER, PgR and HERZ2, all of which are molecular targets of
therapeutic agents. Nevertheless, chemotherapy is still the primary established treatment option
for patients with early-stage and those with advanced-stage TNBC” (BIANCHINI et al, 2016)

1.6 — Controvérsias nas classificag6es moleculares

Os quatro subgrupos propostos no Consenso de St Gallen 2011, se mantém
como referéncias basicas, mas a expansao das listas de genes possiveis de serem
identificados, e a progressiva deteccdo de novos marcadores, alimentam questbes
quanto a taxonomia mais adequada ou mais completa.

Pratt, Parker e outros, descreveram em 2010 um novo subtipo denominado
“claudin-low”, caracterizado pela reducédo das claudinas: proteinas envolvidas nas
comunicacdes intercelulares e na resposta imunolégica dos tecidos. Os “claudin-low”
seriam tumores Triplo Negativos, com etiopatogenia relacionada ao fenbmeno de
transicdo epitélio-mesenquimal, e com a particularidade de baixa resposta a
guimioterapia; sobretudo a antraciclicos e taxanes (PRAT et al, 2010). Estruturalmente
se aproximariam de outro subtipo tumoral também descrito pelo grupo de Stanford, e
muito discutido, denominado “normal-like breast cancer”, situagéo na qual, genes de
células sadias nao epiteliais, como macréfagos, ceélulas adiposas, fibroblastos
linfécitos, etc, estariam expressos e disseminados dentre as células malignas,
constituindo uma mistura de tecidos normal e neoplasico em um mesmo tumor (PRAT
& PEROU, 2011).

Os trabalhos evoluiram na busca de maior potencial de predicao terapéutica,

mas sob o constante questionamento em dois aspectos:



45

A) O paralelo aos parametros tradicionais de progndstico: atipia celular e grau
tumoral; tamanho do tumor; linfonodos acometidos e invaséo vascular, que reunidos
seriam capazes de caracterizar tdo bem os tumores, a ponto de as classificacdes
moleculares serem irrelevantes.

B) Dentre as classificacdes moleculares, quais metodologias seriam mais

abrangentes e confiaveis?

Com relag&o ao primeiro questionamento, percebe-se o cuidado de se sugerir
0 uso da nova taxonomia em associacdo aos aspectos clinicos tradicionais,
indispensaveis a qualguer abordagem. Mesmo em criticas ao sistema TNM, o0s
autores deixam claro a relevancia dos aspectos anatdmicos. E em todos os momentos
dessa evolucédo, a importancia dos achados de histopatologia. A classificacdo dos
tumores de mama da OMS publicada em 2003, foi revisada por Sinn e Kreipe em
2013, reconhecendo os inlUmeros progressos no entendimento da patologia e da
microambientacdo da doenga, mas ainda com indefinigcdo da classificagdo molecular.
Foram adicionados os dados moleculares e genéticos aos conhecimentos
morfologicos tradicionais. A classificacdo da OMS é ampla e, abrange cada tipo
histol6gico, desde o carcinoma ductal infiltrante do tipo ndo especial, preponderante,
até os casos raros; correlacionando-os com os marcadores ja descritos (SINN &
KREIPE, 2013). De forma semelhante, a valorizacdo dos indicadores de proliferacéo
celular, principalmente do Ki 67, no Consenso de St Gallen 2011, vem
coincidentemente de encontro aos fatores progndésticos mais tradicionais, que sao os
graus histologicos e tumorais.

Ainda abordando esses aspectos, Albergaria e cols (2011), correlacionaram o
“Nothinghan Prognostic Index” com achados de biologia molecular; especificamente
em tumores basais. Esse indice tradicional, associa tamanho do tumor ao estado
linfonodal e grau tumoral, para célculo da de agressividade e chance de morte por
cancer de mama. Os autores concluiram que, apesar do comportamento peculiar dos
tumores basais com relacdo a acometimento axilar, a aplicacdo dessa ferramenta de
prognostico é possivel e Util, e que as novas informagfes otimizam o entendimento
das ja existentes (ALBERGARIA et al, 2011).
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Com relacdo a criticas as assinaturas genéticas, frequentemente se arguem
caracterizacdes pobres, confundiveis e ndo reprodutiveis em outros ensaios. Lavasani
e Moinfar (2011), alegam que para a caracterizacdo dos tumores “basal-like”, a
identificacdo de citoqueratinas basais, ou de alto peso molecular, ndo é suficiente, ja
gue as mesmas podem estar presentes tanto na camada basal quanto luminal do
epitélio. Nas unidades terminais ducto-lobulares (UTDL), sitios comuns de inicio do
cancer mamario, as CK 5/6; 14 e 17 estédo presentes em células luminais, e ndo nas
basais. Além disso as CK variam na dependéncia do estado funcional do tecido, e os
critérios de titulacdo das mesmas sao variados e sem uniformidade. Comentando as
técnicas de “microarrays”, exprimiram como outros, as suas desconfiancas nos
ensaios baseados em multiplos grupamento de “genes intrinsecos”, e pequeno
namero de informacdes sobre acompanhamento de pacientes, paralelamente a
enormes bases de dados (LAVASANI & MOINFAR, 2011).

Os diversos grupamentos de genes intrinsecos disponiveis para identificacao
de perfis tumorais, por um lado ampliam o alcance e a capacidade de avaliacdo; por
outro expdem falhas metodologicas quando se busca uma uniformidade de
procedimentos que valide as técnicas genéticas. Weigelt et al (2010), avaliaram trés
meétodos de micro arranjos de DNA: “micorarray-based single sample predictors”.
Descreveram a incapacidade dos mesmos em grupar uniformemente as pacientes em
subtipos também uniformes, embora fossem aptos a identificar grupos com sobrevidas
semelhantes. Declararam que, para a incorporacdo definitiva das classificacdes
moleculares na pratica clinica e nas decisdes terapéuticas, seria necessaria rigorosa
uniformizacdo e padronizacdo de metodologias (WEIGELT et al, 2010). Mackay e
colegas (2011), visando determinar a objetividade, a reprodutibilidade e o grau de
concordancia inter-observador quando do uso de cinco grupamentos hierarquicos de
genes intrinsecos, detectaram que nenhum dos sistemas testados demonstrou
perfeita concordancia avaliada pelos testes de Kappa, embora escores marginais
tenham sido atingidos na separacao entre luminais, basais, Her2 e “normal-like”.
Quando se intentou a separagao de luminais “A” e “B”, nenhum dos métodos proveu
concordancia. Apenas dois subtipos puderam ser reprodutivamente identificados por
cinco observadores independentes: tumores basais e Her2 (MACKAY et al, 2011).

Kaufmann e Pusztay (2011) comunicaram as recomendacfdes de um painel de
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“‘experts” reunidos sob auspicios da “American Cancer Society” (ACS), em
Biedenkopf, Alemanha, reconhecendo a inexisténcia de métodos uniformes para as
classificacdes moleculares, e que essa defini¢cdo € urgente para confirmar a relevancia
clinica das mesmas. Mas que 0 uso ja rotineiro dos receptores de estrogénio e HER2,
associado ao grau histolégico e do Ki 67, bem como dos sistemas “Mammaprint e
GGl, proporcionam informacdes aplicaveis a estratificacdo de pacientes e selecao
para ensaios clinicos (KAUFMANN e PUSZTAI, 2011).

Apesar dos aspectos discutiveis das classificacdes moleculares realizadas
mediante ensaios genéticos ou imnoistoquimica, € fato que as mesmas foram
incorporadas a pratica da imensa maioria dos servicos de oncologia. Houve por outro
lado, uma recente revalorizacdo dos parametros clinicos, na medida que as
informagdes dos mesmos foram confirmadas pelos novos conhecimentos. E 0 uso
associado de ambos o0s recursos vai evoluindo progressivamente. Bagaria e
colaboradores (2014) compararam 1842 casos de cancer de mama, estratificados por
imunoistoquimica em Triplo-Negativos e Nao Triplo Negativos, comparando curvas de
sobrevida. Adicionaram a classificacdo TNM aos dois grupos, e demonstraram que,
baseando-se nesse parametro (sobrevida global) os Triplo Negativos se comportavam
como se fossem 1 grau a mais do sistema TNM, e que a incorporacéao dos dados nao
anatdbmicos representou ganhos no estadiamento, e maior acuracia no prognostico
dos tumores (BAGARIA et al, 2014). Em publicacdo da ASCO sobre genotipagem de
tumores, e mais especificamente sobre o Luminal B, Ades e colegas (2014),
comentaram a coincidéncia do método com os resultados da IHQ; e o valor de ambos.
Partindo da sistematizacdo dos perfis tumorais em quatro grupos fundamentais
(Luminais A Luminais B, HER2 e Triplo Negativos basais, como descritos pelo
consenso de ST Gallen 2011), discorreram sobre a caracterizacdo do Luminal B, sua
agressividade indiscutivelmente maior que dos luminais A, e uma resposta mediana
tanto a hormonioterapia quanto a quimioterapia. Realizaram comparacdes de risco
utilizando as ferramentas “Mammaprint” e “Oncotype DX”, reconhecendo a utilidade
das mesmas. E em consonancia com relatos prévios, a importancia dos marcadores
de proliferacdo celular, notadamente o Ki 67 como aspecto preditor da resposta a QT
(ADES et al, 2014).
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Em 2013, Green, Powe e Rakha, da Universidade de Nothingham
(Nothingham, UK), comentaram a importancia dos ensaios e perfis genéticos para o
conhecimento do cancer de mama, mas criticaram o alto custo, a pouca
reprodutibilidade e praticidade desses métodos na clinica diaria. Propuseram a
identificacdo de “fendtipos chaves” do cancer de mama, baseada num painel de
biomarcadores proteicos, identificados por imunoistoquimica. E afirmaram a
equivaléncia desse recurso aos anteriores, em termos de comportamento tumoral e
resposta a tratamentos. Partiram da analise de 1073 canceres de mama cujo conteudo
proteico foi esmiucado e, comparado aos fatores clinico-patolégicos e evolutivos de
cada portadora. Estudaram a principio 25 proteinas-chave, depois reduzidas para 10,
cuja identificacdo nos tecidos tumorais proporcionaria uma técnica aplicavel e
cientificamente robusta para a diferenciagéo de tumores luminais e basais, altamente
indicativa da evolucao das pacientes. (GREEN, POWE, RAKHA et al, 2013).

Esse estudo serviu de base para outra pesquisa, publicada em 2014, no qual
0S mesmos autores propuseram uma atualizagdo do “Nothingham Prognostic Index”,
ja anteriormente mencionado, como ferramenta de decisao clinica para tratamento do
carcinoma de mama. Adicionaram a identificacdo de 10 proteinas (RE, RP, CK 5/6,
CK 7/8, EGFR, HER2 (C-erb b2), HER 3 (C-erb b3), HER4 (C-erb b4), Mucin 1 e P53),
e denominaram o0 novo método de: “Nothingham Prognostic Index Plus”. A
identificacdo desses marcadores foi calculada num algoritmo computacional,
delimitando 3 sub-classes luminais, duas basais e duas HER?2 positivas, constituindo
7 subgrupos denominados: “Core molecular classes”:

e Classes: 1, 2, 3: LuminaisANeB

e Classes 4 e 5: Basais p 53 alterados e, Basais p 53 normais

e Classes 6 e 7: Her 2 positivos, estrogénio-positivos e, Her 2 positivos,
estrogénio-negativos

Aplicaram esse novo indice a uma série de 997 pacientes ja anteriormente
tratadas segundo o NPI tradicional’, demonstrando capacidade ainda mais ampla de

prever evolucdes adversas, especificamente em cada uma das classes propostas

7 O “Notinghan Prognostic Index” avalia os tumores pontuando segundo o tamanho
(multiplicado por 0,2) mais o grau tumoral (1, 2 ou 3) mais o eventual nimero de linfonodos acometidos
(O linfonodos = 1 ponto, 1 a 3 = 2, 4 ou mais linfonodos = 3 pontos. Feita a soma considera-se como
baixo risco valores até 3,4; moderado: 3,41 a 4,4; alto risco = 4,41. (Rakha et al, 2014)
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(RAKHA et al, 2014). Em que pese a maior complexidade dessa proposta de
classificacdo, ela como outras, denotam a busca pela associacdo de dados
anatémicos e morfolégicos, as novas informagfes de biologia tumoral.

Ha evidéncias suficientes para a aplicacdo dos métodos de taxonomia molecular. A
evolucdo dos conhecimentos trarA as ponderacdes necessarias ao completo

desenvolvimento; e respostas as muitas duvidas ainda existentes.

1.7 — Tumores Triplo Negativo

1.7.1- As Células da Mama: desenvolvimento normal:

O epitélio mamario € constituido por dois estratos celulares que possuem
aspectos morfolégicos, funcionais e moleculares diversos: as camadas luminal e
basal. Essa diferenciacdo é importante para o estudo das neoplasias, porque estas
serdo da mesma forma, fenotipicamente diferentes, na dependéncia de sua origem e
do tipo celular predominante.

As células luminais, mais uniformes e diferenciadas, revestem a superficie dos
ductos e l6bulos, e tém funcdo secretora. As células da camada basal séo
heterogéneas, menos diferenciadas, e misturam caracteristicas epiteliais e
musculares, sendo por isso denominadas mioepiteliais. Tém a fun¢éo de ejecéo lactea
e de manter a continuidade da producao de leite. Tém, além disso, a importante funcao
de sustentacao de todo o epitélio mamario (GUDJONSSON et al, 2005).

Sob as células mioepiteliais ha uma membrana basal, que promove a
correlagdo do parénquima mamario com o estroma conjuntivo subjacente (figura 2).
O epitélio induz a formacao da membrana basal, e esta por sua vez exerce influéncia
na maturacao epitelial. Hd& uma complexa dindmica de relacionamento célula a célula,
bem como célula-substrato, que garantem a adequada compartimentalizagdo
(manutencdo da polaridade dos epitélios) na mama normal. Sinais intercelulares
homotipicos, interferem na adesé&o célula a célula do estrato luminal. E na fixagdo e
relacionamento heterotipico destas, com as mioepiteliais e do tecido conjuntivo
subjacente. (POLYAK e HU, 2005).
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A interface epitelial-mesenquimal, além de induzir a formacdo da membrana
basal, contém as células imunes e do endotélio vascular, de enorme importancia para
a defesa e manutencéo do tecido sadio. Sao células dotadas de mobilidade e do poder
de penetrar nos espacos dos tecidos, para manter plasticidade e para responder a
estados metabolicos, ciclicos e altamente variaveis: resposta a agressoes,
crescimento, remodelacdo e morte celular. Esses mesmos elementos poderdo ter
grande participacdo na disseminagdo de tumores (DICKSON e RUSSO, 2002;
GUDJONSON et al,2005)
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FIGURA 2 - Epitélio mamario normal: ducto. Células mioepiteliais (seta) Laboratério de Anatomia
Patoldgica do Hosp. Universitario UFJF Dr Leonardo Jardim Gripp e Dr2 Louise Gracielle de Melo e

Costa

1.7.2- A Mama nas Diferentes Fases da Vida Feminina:

O desenvolvimento mamario € promovido principalmente pelos hormdnios
gonadicos: estrogénio e progesterona. E pela prolactina e gonadotrofina coridnica
(beta HCG) na gravidez. Esse desenvolvimento € mediado por fatores locais de

crescimento: epiteliais (EGF) e dos fibroblastos (FGF).
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Em torno da puberdade ha o agrupamento de aproximadamente 11 botdes
alveolares ao redor de um ducto Unico, e a esse conjunto se da a denominacao de
l6bulo do tipo 1, ou virginal. Essa primeira unidade mamaria, constituida de pequenos
ductos e suas ramificacbes, se caracteriza por células em acentuada proliferacéo. E
também denominada unidade ducto-lobular terminal (UDLT) e tem importancia
fundamental porque, segundo a maioria dos autores, além de ser o ponto inicial da
morfogénese mamaria, pode ser o ponto onde se iniciam os tumores. Nas fémeas pré
- puberes, em condi¢des normais, o estrogénio interage com as UDLT e promove o
alongamento e a ramificacdo dos ductos, bem como a penetracdo desse complexo
epitelial na gordura, com a qual comeca a interagir. Com o estabelecimento de ciclos
ovulatorios, a progesterona vem acrescentar alto potencial proliferativo. E nessa
etapa, o hormdnio de crescimento pituitario também estimula a proliferacdo de células,
mediado pelo IGFI, ou indutor de crescimento tipo insulina. A acdo hormonal é assim
controlada a nivel tissular por fatores produzidos pelo proprio tecido, capazes de
modular tanto a divisdo celular normal quanto as neoplésicas (STERNLICHT, 2006).

A proliferacdo € mais expressiva na fase latea do ciclo menstrual, pela acédo da
progesterona. Esse potencial proliferativo do horménio, se torna ainda mais intenso
nas gestacfes, mas é otimizado e dependente do efeito prévio e permanente do
estrogénio. A alternancia de proliferacdo e morte celular programada, ou apoptose,
faz com que o epitélio mamario se renove a cada ciclo.

A evolucéo dos Iébulos do tipo 1 para Iébulos do tipo 2 e 3, complementa o
amadurecimento mamario, através de um processo complexo e Unico. Essas
estruturas ja dispbem de epitélio mais diferenciado, capaz de exercer lactogénese;
bem como de matriz intercelular e mesénquima, capazes de sustentar e reparar o
orgao. Na mulher adulta ndo gravida persistem os ciclos de proliferacdo / regresséao,
nos quais participam como acima dito, os esteroides ovarianos, a prolactina, a insulina
e os fatores de crescimento. O estrogénio e a progesterona, através de seus
receptores: RE e RP, estimulam proliferacéo celular, intermediados localmente pelas
familias EGF e TGF: alfa e beta. A resposta estromal € regida pelos mesmos
esteroides, atuando em conjunto com os fatores produtores de fibroblastos: FGF 1 e
2. Estimulos ciclicos a multiplicacéo celular, sédo contrapostos por subunidades que a

bloqueiam: os antigenos TGF beta, produzidos no tecido conjuntivo. Essa
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contrapartida gera o equilibrio que garante a arquitetura normal. Os I6bulos do tipo 4
foram descritos como a maturacdo final do tecido mamario, mas ocorrerdo
exclusivamente apos a gravidez e amamentag¢do (RUSSO J. e RUSSO I.H., 2004;
STERNLICHT, 2006)

1.7.3- Disturbios da Diferenciacao e Predisposicdo a Neoplasias:

O aspecto morfologico do tecido mamério vai depender da fase de vida da
mulher, diferindo a infancia da puberdade e, mais ainda, da fase de maturidade.
Estabelecido o menacme, a alternancia hormonal determina as variacdes ciclicas na
histologia: fases proliferativa e secretoria que acompanham cada ciclo menstrual.

No tecido sadio o fendmeno do apoptose controla as proliferacdes. E genes
indutores ou repressores, determinam o balanco desses estimulos. Instabilidades e
mutacBes desses genes, podem predispor a multiplicacdes anormais e, nesse caso,
sdo acionados outros mecanismos de vigilancia, para a eliminacdo dos clones
mutantes. S&o multiplos os sistemas intra e intercelulares envolvidos nesse controle,
mas destacam-se 0s oncogenes: c- myc, PRB, P- 53 e B-cl 2, dentre tantos outros
(LIPPONEN 1999; CALLAGY et al, 2006).

A formacé&o dos tumores mantém analogias ao desenvolvimento normal. Falhas
dos mecanismos de controle acima referidos, constituem muitas vezes eventos
precoces que ocorrem em mulheres jovens, principalmente nas UDLT. Dao inicio a
um processo neoplasico de evolucéo incerta: ira prosperar ou ndo, na dependéncia
de mutacfes genéticas e epigenéticas adicionais, alteracbes no micro-ambiente dos
epitélios envolvidos, ou outras agressées ao DNA celular.

Ressalte-se que ha uma barreira natural de contencéo as neoplasias, que é
representada pelas células basais, ou mioepiteliais. Estas exercem influéncias
importantes no comportamento dos tecidos com que se relacionam: tanto o epitelial
guanto o conjuntivo. Ao se justaporem aos grupos celulares neoformados, bloqueiam
esses elementos epiteliais em condi¢cbes de pré malignidade, como os carcinomas
ductais “in situ”. Paralelamente, no mesénquima, reduzem a angiogénese estromal,
dificultando a vascularizacdo dos clones celulares e a progressao tumoral (BARSKY
e KARLIN, 2006).
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Predisposicdes hereditarias, aspectos reprodutivos, nutricdo, habitos e vicios,
participam dessa evolucéo longa e acidentada dos clones celulares, rumo a possivel
cancerizagdo. Ha por outro lado, como citado, inUmeros mecanismos de defesa e

reparo genético com retorno a higidez, que é o que predominantemente ocorre.

1.7.4 - Importancia da Gravidez e da Amamentacao:

Fatores hormonais como a idade da menarca, e principalmente as gestacoes,
interferem na evolucéo e diferenciacdo das células mamarias. Trabalhos prospectivos
e meta-analises, vém demonstrando o efeito protetor a longo prazo das gravidezes
precoces e da amamentacao, contra o cancer da mama (MA et al 2006; LORD et al
2008).

As condic¢des que influenciam a exposicao ciclica e cumulativa aos horménios
durante a vida reprodutiva, parecem estar associadas a génese dos tumores,
principalmente dos que apresentam receptores hormonais positivos (RE e RP). Idade
da menarca, intervalo entre essa primeira menstruacdo e a primeira gestacao,
paridade, amamentacdes e uso de anovulatérios hormonais, tém sido avaliados
guanto ao risco ou protecao que possam representar. Na pds menopausa a obesidade
parece predispor de forma analoga, a um incremento na sintese de estrogénios, com
aumento do risco de carcinogénese mamaria também nessa fase (ALTHUIS et al,
2004).

Ja foi demonstrado que, nas nuligestas, no periodo de maturidade, 65 a 85%
do compartimento lobular mamario € constituido por Iébulos do tipo 1, com elevado
potencial de divisdo celular; e suscetibilidade a fatores carcinogénicos. As células-
tronco que renovam esses I6bulos sdo pouco diferenciadas, e dotadas de reduzida
capacidade de reparos do DNA. O desenvolvimento epitelial maximo € atingido na
gravidez, e vem acompanhado de transformagBes estruturais e genéticas
aparentemente definitivas. Estudando espécimes de mamoplastias redutoras
realizadas em mulheres multiparas e nuliparas, Ballogh, Russo e cols (2007),
identificaram genes ligados a imunidade, morte celular programada e reparos do DNA,
em maior concentracdo e maior viabilidade dentre as primeiras. Nas multiparas na

peri-menopausa, predominam lobulos dos tipos 2 e 3, com capacidade proliferativa e
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potencial de malignizacdo, muito menores. Se atingido o grau completo (“final”’) de
desenvolvimento mediante gestacfes e amamentacdes prolongadas, ha importantes
modificagdes, com predominio de Iébulos do tipo 4, ainda mais resistentes aos
processos de canceriza¢ao (BALLOGH, RUSSO et al, 2007).

Cessado o estimulo hormonal fisiologico, na menopausa tardia, observam-se
progressivas alteracfes. E tanto em multiparas quanto em nuligestas, ha um retorno
a situacao de predominio de l6bulos do tipo 1. Apesar da similaridade na composicéo
do componente lobular na menopausa, h& diferencas no potencial biolégico dos
mesmos, uma vez que, o grau maximo de diferenciacdo atingido durante as
gestacdes, modifica a “assinatura gendémica” das células-tronco do epitélio, que
evoluiriam de tipo 1 para tipo 2, nas mulheres que gestaram e amamentaram. Essas
células-tronco tipo 2 sdo imunes a agentes carcinogénicos, por disporem de alta
capacidade de reparo do DNA, estrutura de cromatina diferenciada com repercussoes
em ativadores e coativadores da transcricdo genética, além de eficiente controle da
apoptose (RUSSO et al 2006).

As questdes envolvendo paridade e amamentagéao, bem como outros aspectos
hormonais incluindo a idade da menarca, se tornam mais complexas quando se
considera os diferentes subtipos de carcinoma mamario; e nesse aspecto ha
tendéncias a se considerar como em situagdes opostas, 0s tumores receptores
hormonal positivos, daqueles receptores negativos. Anderson e colaboradores (2014),
publicaram reviséo da literatura correlacionando os elementos reprodutivos com trés
subtipos tumorais: Receptores positivos, Her 2 super expresso e Triplo negativos.
Identificaram associacdes consistentes apenas com 0s hormdnio-receptor positivos.
Relataram que: a nuliparidade, o amplo intervalo entre a menarca e a primeira
gravidez, bem como a reposi¢do hormonal pés menopausa constituiriam os fatores de
risco mais importantes. A Menarca precoce e primiparidade idosa, constituiriam
aumentos moderados de risco. Consideraram as amamentacdes inversamente
associadas ao surgimento de tumores receptor positivos e, encontraram associa¢coes
menos consistentes, embora assemelhadas, nos Triplo- negativos. Dentre esses
altimos, o fator de protecdo mais importante foi exatamente a amamentacao
prolongada. Quando enfocaram os tumores HER-2 super-expresso, encontraram

associacOes aos fatores reprodutivos ainda menos significativas, mas os dados
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disponiveis na literatura, sédo pouco conclusivos nesse particular (ANDERSON et al,
2014).

A frequéncia muito menor dos tumores receptor negativos e a sua
heterogeneidade, dificultam os estudos e retardam conclusdes. Mas o fato de,
incidirem muito mais durante o periodo reprodutivo e de maturidade hormonal, sugere
gue esse grupo tumoral também tenha associacdo, ainda que menos estreita, aos
hormdénios gonadais (RITTE et al, 2013).

O efeito protetor sera mais intenso, se a primeira gestacdo ocorrer antes dos
24 anos, idade referéncia na reducao de risco para cancer mamario. Nesses casos
espera-se inclusive protecdo contra a ocorréncia de subtipos tumorais mais

agressivos, como os tumores Triplo- Negativos (YANG et al 2011).

1.7.5 - As células basais e improvaveis correlacées com os TTN:

Os estratos celulares luminal e mioepitelial (ou basal), sédo interdependentes
em funcdo e desenvolvimento, bem como em relacdo a membrana basal e ao
mesénquima subjacentes. As células luminais mereceram maior atengcao a principio,
porque 75 a 80% dos tumores ali se instalam; pesquisas posteriores vieram sublinhar
o importante papel das células mioepiteliais na manutencédo da estrutura do epitélio
sadio, e no eventual desenvolvimento do cancer (POLIAK e HU, 2005).

Um fato aceito pela maioria dos autores, € que os dois tipos celulares que se
superpdem no epitélio, ttm origem Unica. A renovacado ciclica e continua dessas
camadas a cada ciclo mamario e menstrual, bem como a macica proliferacdo na
gravidez e amamentacdo, sdo propiciadas por um unico tipo de célula tronco
denominada “breast epitelial precursor’. Essas unidades precursoras localizam-se no
compartimento luminal, o que traz ao epitélio mamario a singularidade de renovar-se
no sentido apical-basal, diferentemente da maioria dos congéneres. O esquema de
neoformacédo celular proposto por Smith e colaboradores, identifica um grupo
primordial de células tronco apicais, chamadas de progenitoras de primeiro grau
(“small light cells”), que evoluem para um estégio ainda indiferenciado, mas capaz de
dar origem a outros tipos, denominado de progenitoras do segundo grau

(“undiferentiated large light cells”). Essas aumentam de tamanho e comecam a
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expressar marcadores proteicos que espelham suas potencialidades de multiplicacédo
e controle tissular, bem como as afinidades por um subtipo especifico. Supfe-se que
esses grupos inicialmente formados, permanecam ainda em repouso na condicao de
células pré-luminais e pré-mioepiteliais, e que passem a suprir os estratos luminal ou
basal na medida das necessidades funcionais, enquanto completam a sua
diferenciacdo. Smalley e colaboradores (2007) sugeriram modelo semelhante,
demonstrando que as células mioepiteliais derivam de um clone Unico de luminais
precursoras, capazes de dar origem as demais. Uma parte ird progressivamente
adquirir marcadores de células basais, e nesse sentido evoluir. Outros estudos
baseados em cultura de tecidos confirmaram que as células tronco do tecido mamario
residem no compartimento luminal; e que células luminais déo origem as mioepiteliais
(GUDJONSSON et al, 2005; MOLYNEUX, REAGAN e SMALLEY, 2007).

Como dito, as células basais, ou mioepiteliais garantem a polaridade do epitélio,
e para tal se dispdem nas diferentes partes da glandula mamaria, de forma igualmente
variada. Nos ductos assumem a forma de fusos e se disp6em paralelamente a luz dos
mesmos; separam nessas unidades, o epitélio do mesénquima. Nas juncbes dos
ductos com a rede canalicular dos I6bulos (unidades ducto-lobulares terminais, UDLT)
tém a forma estrelada, se dispondo em torno dos acinos qual uma cesta, ou rede,
cujas malhas permitem o contato direto das células luminais com a membrana basal,
fato que explica em parte, as diferencas na histopatologia dos canceres ductal e
lobular. O mais relevante é o fato que esse estrato de células funciona como um
sistema bloqueador de proliferacdo epitelial excessiva, capacidade essa ligada a
proteinas especificas, ou marcadores, dentre os quais destaca-se a Lamininal®.

A maioria dos tumores primarios se caracteriza por uma multiplicacdo
excessiva e desordenada de células luminais, sendo que a principio as mioepiteliais

tendem a proliferar e envolver esses macic¢os celulares aparentemente bloqueando-

8 O carcinoma lobular infiltrante (ILC) é o segundo mais comum dos canceres mamarios do tipo nio
especial. A maioria desses tumores sédo de baixo grau histoldgico, expressam receptores hormonais e nao
expressam HER2. S&o Luminais. Ha entretanto um subtipo de carcinomas lobular denominado
"pleomorfico”, que pode assumir o perfil HER2 ou apécrino (WEIGELT et al, 2010).

A desconexao estroma-epitelio que ocorre nos carcinomas lobulares, modifica a sinalizacdo
hormonal e o padrdo de crescimento tumoral, sugerindo que essa particularidade entre o “feedback”
peri-tumoral e a sinalizagdo reduziriam os efeitos tanto das drogas antimetabdlicas quanto citototoxicas
em tais tumores. Dai a cautela em se indicar esquemas adjuvantes iguais para ILC e IDC (WONG et
al, 2014).
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0s; para num segundo momento irem desaparecendo. Essa morfologia é claramente
observada nos carcinomas intraductais, nos quais as células mioepiteliais e a
membrana basal permanecem integras, desaparecendo quando evoluem para
carcinomas invasores (POLYAC e HU, 2005; BARSKY e CARLIN, 2006).
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FIGURA 3 - Células mioepiteliais (seta) envolvendo I6bulos normais

Cortesia: Unidade de Laboratorio de Anatomia Patoldgica do Hosp. Universitario UFJF

Dr Leonardo Jardim Gripp e Dr2 Louise Gracielle de Melo e Costa

Muitos outros marcadores caracterizam essas células basais. As citoqueratinas
(CK) de alto peso molecular: CK 5 e 6; CK 14 e CK 17. Os marcadores de musculatura
lisa: actina de musculo liso (SMA) e miosina; e fibronectina, colageno 4, outras
lamininas bioativas, alfa integrinas e B4, que propiciam a formacdo da membrana
basal. Cada um dos antigenos com sua funcao especifica. A CK 5 promove a atividade
paracrina ou justacrina, garantindo a conexdo de células vizinhas; a CK 14 é
responsavel pela conexdo com as células da membrana basal. Proteinas supressoras
como a P63, P73, 14-3-3 sigma, tém atividade sinérgica a principal molécula de
adesao célula — célula que é a E-Caderina. Regulada pelo gene NF-2, a E-Caderina
rege um importante sistema calcio-dependente denominado Sistema Juncional Apical,

que reduz a mobilidade das células, bloqueia a infiltracdo dos tecidos e impulsiona a
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diferenciacdo celular. A inativacdo desse sistema predispbe a maior motilidade,
plasticidade e pleomorfismo, dando aos clones celulares caracteristicas fibroelasticas,
invasividade e capacidade de metastatizacdo. Esses eventos caracterizados pela
desorganizacdo dos contatos célula a célula, aumento da motilidade e tendéncia
infiltrativa, constituem um processo morfogénico complexo, denominado Transi¢cao
Epitélio Mesequimal (TEM). A principio estudado em tecidos embrionarios e de
regeneracao, o processo é atualmente identificado na origem de varias linhagens
tumorais inclusive mamarias (DICKSON e RUSSO, 2002; CHAO et al, 2010; PANDEY
et al, 2011)

Caracteristica igualmente importante das células basais é a reconhecida
auséncia dos receptores hormonais: RE e RP. Como os TTN também se caracterizam
por ndo expressarem RH, essa semelhanca sugeriu a principio, sua hipotética origem
e correlacdo com as mesmas. Esta origem ndo se confirma, uma vez que as células
basais derivam do compartimento luminal, como repetidamente mencionado; e
enquanto sadias e estaveis, tém funcdo protetora muito maior que os demais
elementos do epitélio. As evidéncias da origem Unica e luminal de ambos os tipos
celulares, a transformacao de células-tronco originais em tronco-tumorais no longo
processo de canceriza¢édo, também contradizem tal suposicdo. Em 2010 Molineux et
al demonstraram que a delecdo do gene BRCAL nas células progenitoras do epitélio
luminal mamario de camundongos, produz tumores com o fenétipo basal, reafirmando
que a maioria dos tumores BRCA1 associados, bem como os canceres “Basal-like”
esporadicos humanos, se originam nas células progenitoras do epitélio luminal, e ndo
na camada basal (MOLINEUX, REAGAN e SMALLEY, 2007; FOULKES et al, 2010;
MOLYNEUX et al, 2010).

1.7.6 - As células-tronco tumorais e a formacao de tumores mamarios:

Todos os tecidos do corpo possuem células-tronco que séo responsaveis pela
renovacao permanente dos mesmos. O que as caracteriza € a capacidade de gerar
unidades idénticas a si mesmas, para manter um compartimento ativo de células

progenitoras, e dar origem a ceélulas-irméas, que evoluirdo e se diferenciardo para
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constituir as unidades maduras e funcionais de cada 6rgdo. Essas ultimas, destinadas
a constituir a porcdo especializada e fisiologicamente ativa, sofrerdo sucessivas
divisbes. Sdo denominadas progenitoras em transito, ou células em transito
amplificadas. Ha genes especificos que mantém estrito controle sobre essas células
e garantem a estabilidade dos tecidos. Se ha necessidade de reparo dos mesmos, a
proliferacédo celular se faz necessaria; de forma programada e previsivel. As células-
tronco sao muito resistentes a danos toxicos, calor e a outros tipos de “stress”, o que
garante a sua regeneracdo, mesmo nessas condicoes. Tendem a permanecer
presentes por longos periodos, o que as faz mais susceptiveis a mutacdes genéticas
e epigenéticas (MOLYNEUX, REAGAN e SMALLEY 2007; CARIATI e
PURUSHOTHAN, 2008)

Ao que tudo indica, as células-tronco normais, sofrendo muta¢cdes genéticas e
epigenéticas suficientes, evoluem a condi¢éo de células-tronco tumorais. Duas teorias
concorrem para explicar o surgimento de tumores a partir das mesmas:

A primeira, aceita como menos provavel, propde que as mutacdes atinjam
especificamente uma, ou um pequeno numero de células-tronco normais, que se
tornariam imortais e independentes do nicho celular do qual se originaram. E ocorreria
a expansao desordenada desse clone celular primitivo, ou do compartimento de
células tronco tumorais indiferenciadas.

A segunda proposicao sugere que os danos culminem em células amplificadas
(progenitoras em transito). Seriam unidades celulares ja diferenciadas e a caminho da
completa maturacdo, que passariam a funcionar como células-tronco tumorais.
Promoveriam nesse caso a proliferacdo continua, dando origem a neoplasias com
certo grau de maturacdo. E permaneceriam a partir de entdo, dotadas de
caracteristicas de células-tronco tumorais, principalmente a imortalidade (CARIATI &
PURUSHOTHAM, 2008; HANAHAN e WEIMBERG, 2011).

Estudos em cultura de tecidos visando identificar as células-tronco de cada
estrato mamario, utilizam antigenos especificos dos mesmos, como o ESA (“epithelial
specific antigen”) e MUC 1 (mucina 1), marcadores luminais. Bem como as

metaloproteinases CD 109, tipicas das células basais. Em células humanas foram

9 O prefixo“CD” utilizado na denominacdo de linhagens celulares significa “Cluster of
Differentiation” e se refere a moléculas de superficie celular expressas em leucécitos e outras células
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identificados dois subgrupos de células-tronco epiteliais: um mais amplo, ESA + MUC
1+, que cultivado da origem exclusivamente a células luminais; e, outro subgrupo bem
mais restrito, ESA+ MUC 1- (CK19+), que da origem a células mioepiteliais. Esse
segundo grupo € capaz de formar estruturas ramificadas semelhantes as UDLT,
sendo considerado precursor das mesmas (CARIATI e PURUSHOTHAM, 2008;
ZANETTI et al, 2011).

Esses e muitos ensaios comprovam na prética a existéncia das células-tronco
tumorais, derivadas de congéneres sadias, que submetidas a agressoes repetidas,
congénitas ou adquiridas (ambientais), se configuram como iniciadoras e promotoras
da carcinogénese. Al Hajj e cols (2003) descreveram linhagem celular caracterizada
pela presenca ou auséncia dos marcadores de membrana CD 44 e CD 24, que foram
posteriormente confirmadas em diversos outros trabalhos. Essas células tronco
CD44+/CD24- demonstraram “in vitro”, alta capacidade de formar tumores, e se
manterem imortais. “In vivo”, se relacionam a canceres com alta frequéncia de
metéstases, menores sobrevidas livres de doenca e sobrevidas totais. Tumores ricos
em células CD44+ tendem a evolugdes piores e sao caracterizados pela ativacédo do
fator transformador do crescimento epitelial TGF B. (CARIATI & PRUSHOTAM 2008;
TIEZZI et al, 2012).

Ercan e colaboradores (2011) comentaram as vias fisiolégicas da homeostase
dos tecidos mamarios e, sua eventual transformacdo em patolégicas, na dependéncia
das mutacdes oncogénicas. As quais tenderiam a se acumular nessas células tronco,
devida a sua longevidade como acima dito, e a capacidade para indefinidas
proliferacdes. Deram importancia especial as mutacfes do sistema “Notch” de
renovacao celular, que dentre outros, atua na regulagéo célula a célula e no nucleo,
interferindo nos mecanismos de transcricdo, ativando genes especificos envolvidos
em crescimento, proliferagao, diferenciagao e sobrevida das células. O “Notch system”
parece ser um dos mais importantes mecanismos de definicdo do destino das células,
ou seja, o caminho que deverdo trilhar: de divisdo controlada ou  multiplicacdo
anarquica. E dividido em subsistemas que estariam por sua vez ligados a: tumores

indiferenciados (“Notch 17), ou de arquitetura preservada (“Notch 2”); e outros.

relevantes para o sistema imune. Ha mais de 400 moléculas ja descritas nesses grupamentos de
diferenciagdo que permitem classificar e pesquisar a fungéo especifica das mesmas (Engel et al, 2015).
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Outrossim, vem adquirindo maior relevancia pela possibilidade de permitir terapias-
alvo, mediante o desenvolvimento jA em curso, de drogas inibidoras de sistemas
“Notch- aberrantes” (ERCAN et al, 2011).

Os clones celulares que iniciaram a sua diferenciagdo e delinearam as suas
caracteristicas e vocacfes, mas tiveram sua trajetéria modificada no sentido da
proliferacdo desordenada e persistente, ddo origem a tumores de facil classificacao,
vez que exprimem as caracteristicas do tecido que lhes deu origem, em grau menor
ou maior. Em geral nos tumores luminais a arquitetura epitelial tende a estar presente
e, as células mioepiteliais ainda competentes, envolvem os macicos celulares e
estruturas ductais residuais (Figuras 3 e 4). A medida que o processo tumoral se torna
mais grave, tende a impedir a diferenciacéo da linhagem celular subsequente ou seja,
das células mioepiteliais. Desaparecem progressivamente 0s elementos estruturais; a
arquitetura do tecido ndo é mais perceptivel (figura 5). As células se tornam cada vez
mais pleomoérficas, as bordas tumorais indefinidas ou digitiformes, com necrose
central; aspectos descritos nos tumores Triplo Negativo (BADVE et al, 2011).

Em sua maioria esses tumores passam a expressar citoqueratinas basais, de
alto peso molecular, mas possivelmente nem todas. Ou ainda se presentes, inativas.
O que denota a paulatina inativacdo dos sistemas protetores do epitélio mamario,
como é o caso dos sistemas desmossémicos (célula a célula) mediados pela E-
caderina. Com a consequente liberagcdo de fatores de crescimento epitelial das
familias EGF (“Epithelial Growth Factor”), SGF e outras similaridades fenotipicas as
células mioepiteliais. As quais, destituidas de suas vocacbes primordiais
condicionariam um comportamento tecidual completamente diverso. Outras mutacées
genéticas poderdo se associar, como a mutacao dos oncogenes BRCA 1 e BRCA 2,
acentuando progressivamente os graus de anaplasia e indiferenciacéo (BADVE et al,
2011).
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FIGURA 4 - Carcinoma intraductal: camada basal integra (seta)

(Arquitetura ainda preservada)

Cortesia: Unidade de Laboratério de Anatomia Patol6gica do Hosp. Universitario UFJF
Dr Leonardo Jardim Gripp e Dr2 Louise Gracielle de Melo e Costa

Tudo leva a crer que os tumores basaldides, assim como a maioria dos Triplo
negativos, representam o espectro final de uma evolugéo. Na qual diferentes fen6tipos
tumorais, inclusive luminais, identificaveis ou ndo, constituiriam etapas intermediarias
(MOLYNEUX, REAGAN e SMALLEY 2007; BADVE et al,2011).

Mesmo partindo de origem Unica, caso as mutacdes e danos celulares se
adicionem a ponto de impedir totalmente a diferenciacéo, serdo constituidos macicos
celulares sem qualquer caracteristica que os relacione a demais subgrupos tumorais.
Serao tumores inclassificaveis, negativos para a maioria ou totalidade dos marcadores
moleculares. Em geral essas neoplasias sdo muito agressivas e, ndo por acaso,
surgem em mulheres mais jovens, com historia familiar positiva e presumiveis
distarbios precoces, ja na organogénese mamaria (Da SILVA et al, 2007).
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FIGURA 5 - Porgcdo superior: Carcinoma intra ductal. Porcdo inferior Carcinoma invasivo:
desaparecimento dos elementos estruturais; macigos celulares atipicos invadindo o estroma

Anatomia Patoldgica do HU-UFJF. Dr Leonardo Jardim Gripp e Dr2 Louise Gracielle de Melo e Costa

1.7.7 - Tumores Triplo Negativo e correlagdo com tumores basais:

A carcinogénese acima descrita envolve mdltiplos mecanismos, com
repercussdes em aspectos morfologicos, genéticos e moleculares, os quais permitem
muitas descricbes e denominacgdes, que nao raro se superpdéem. NoO que toca aos
Triplo Negativos, esses fatos sédo facilmente percebidos. O termo se refere téo
somente & auséncia dos receptores hormonais e do antigeno HER 2, mas muitas
neoplasias se encaixam nessas condi¢cdes, embora englobem outros aspectos que
determinem de forma mais marcante a sua evolucéo. E o caso dos tumores “basal-
like”, ou simplesmente tumores basais. Sua caracterizacdo precede aos tumores triplo
negativos, uma vez que em trabalhos da década de 90 foram identificadas nas células
tumorais, proteinas e marcadores semelhantes aos encontrados nas camadas basais
do epitélio. E uma maior gravidade, a principio ndo bem explicada. Dessa semelhanca

com as células basais surgiu a denominagao “basal-like”.
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Nesses primeiros estudos foram utilizados principalmente anticorpos
monoclonais; e foram identificadas citoqueratinas de alto peso molecular, como as
CK 4,14 e 17, por Malzham (1998), ou 5, 6 e 17 por van de Riin (2002). Quase sempre
em tumores indiferenciados (Grau 3), que tiveram evolu¢cbes piores, mesmo se
diagnosticados em fases iniciais. Em sua quase totalidade essas neoplasias também
nao expressavam os RH e o HER2. A denominagdo “basal-like tumors” foi
universalizada apos os trabalhos de Perou e seu grupo em 2000 (MALZHAM et al,
1998; PEROU et al, 2000; van de RIIN et al, 2002).

Tumores “Basal Like” ttm como caracteristica fundamental o elevado indice
mitético, com altas taxas de divisao celular. Ha marcante pleomorfismo e alta relacao
ndcleo-citoplasmatica, por¢cdo central do tumor com muita necrose e bordas
digitiformes, que se estendem sobre os tecidos circunjacentes, acompanhadas de
infiltrado linfocitico intenso. Do ponto de vista molecular e genético, ha a auséncia ou
baixa expressédo dos receptores hormonais, baixa prevaléncia do antigeno HER 2,
expressao e super expressao de genes usualmente encontrados no estrato basal do
epitélio (BANERJEE et al, 2006; Da SILVA et al, 2007).

A primeira mencao aos Triplo Negativos € posterior; e data de 2005. Sob essa
denominacéo se retine como foi dito, um grande e heterogéneo grupo de patologias,
nao raro instaveis e inter-conversiveis (“overlaping”); que vao sendo descritas a
medida que novos genes ou marcadores moleculares venham sendo identificados
((FOULKES et al, 2010).

Ha grandes semelhancgas entre os “Basal Like” e os TTN. Os dois subtipos
tendem a acometer pacientes mais jovens, com menos de 50 anos, negras ou afro-
descendentes, e serem canceres de intervalo. A evolugcdo obedece a um padréo
semelhante, com maior agressividade manifesta nos trés a cinco anos apds o
diagnastico, e sobrevidas global e livre de doenca inferiores as dos demais subgrupos.
A proporcao de Triplo Negativos que sdo concomitantemente basais, € alta e varia
segundo os autores. Bertucci e colaboradores (2008) demonstraram 71%, mediante o
uso de expressao génica. E que reciprocamente, 77% dos basais eram TTN, se
utilizada a imunoistoquimica (BERTUCCI et al, 2008). De Brot e colaboradores (2009),
encontraram 75% de carcinomas basais num total de 140 mulheres brasileiras,

portadoras de TTN; e ressaltaram a importancia da diferenciacdo (De BROT et al,
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2009). Nos estudos de Lehmann e seu grupo (2011), foram identificados por
expressdo génica, 47% de Triplo Negativos basais, jA que esses autores se
preocuparam em descrever uma expressiva parcela de Triplo Negativos classificaveis
em outros subgrupos. De fato, quando séo utilizadas plataformas genéticas, as
diferencas se mostram, e 8 a 29% dos TTN ndo se enquadram nos padrbes de
tumores basais, bem como 18 a 40% dos basais ndo séo classificaveis como TTN
(LEHMANN et al, 2011).

Acrescente-se a correlacdo bem aceita entre os tumores basais e 0s que
carregam mutacfes do gene BRCAL. A maioria das neoplasias que expressa a
metilacdo e a inativacdo desse gene no seu desenvolvimento, sobretudo antes dos 50
anos, demonstra aspectos morfoldgicos semelhantes aos descritos nos tumores
basais, e isso é percebido tanto pela analise imunoistoquimica quanto pelos métodos
genéticos (BADVE et al, 2011). Essa mutacéo deletéria do gene de suscetibilidade
BRCA 1 é vista como um aspecto hereditario ndo obrigatério, que tanto ocorre em
TTN quanto em tumores basais (FOULKES et al, 2010). No “Breast Cancer Linkage
Consortium” ha a sugestdo que, em pacientes com morfologia compativel,
negatividade para receptores hormonais, e positividade para citoqueratinas basais,
sejam oferecidos os exames do gene citado (Da SILVA et al, 2007).

Como as diferencas impliquem mais em aspectos progndsticos, com poucas
repercussdes na clinica diaria, ha autores que consideram os dois subtipos como
iguais ou muito semelhantes, inclusive devido a frequéncia com que se relacionam ou
intercambiam; e ddo menor valor préatico a essa distingdo ( DENT et al, 2007; BADVE
et al, 2011; EISEMBERG et al, 2013).

1.7.8 - Subdivisdo dos Triplo negativos:

A ampla heterogeneidade dos TTN, bem como as repercussfes desse
polimorfismo no progndéstico e na predigéo terapéutica, determinou a subdiviséo do
perfil em subgrupos, na tentativa de obtencédo de um minimo de uniformidade, que
auxiliasse no estabelecimento de rotinas terapéuticas. Nesse sentido Lehmann e
colaboradores (2011), j& acima citados, sugeriram a divisdo dos Triplo Negativos em

seis subclasses:
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e Tumores “Basal Like” l e Il

e Imunomoduladores

e Mesenquimais

e Mesenquimais de células-tronco

e Luminais androgénio-receptores.

Entretanto ressaltaram que, duas linhagens celulares predominantes se
alternam na constituicdo dessas neoplasias:

e Células do Grupo A: que mantém caracteristicas do tecido epitelial, e

constituem os “Basal Like”. Frequentemente se mostram relacionadas a

mutacOes do gene BRCAL.

e Células do Grupo B: que tém caracteristicas do tecido conjuntivo e de

células tronco; predominando nos subtipos mesenquimais.

Conforme antes mencionado, os “Basal-Like” | e I, sdo Triplo Negativos que
demonstram alta expresséo de genes do ciclo celular, o que condiciona por sua vez
indices elevados de Ki 67, citoqueratinas basais, e genes com danos ao DNA, o que
indicaria uma boa resposta terapéutica a quimioterapia, e em especial a cisplatina. Os
“Basal-Like” I, além da alta celularidade e das CK referidas, se relacionam forma
estreita aos fatores locais de crescimento epidérmico: EGF, NGF, IGFR 1 e beta-
catenina. S&o mais claramente relacionados a origem basal / mioepitelial.

Frequentemente séo feitas mencdes na literatura do fenétipo basal puro, ou
“core basal phenotype”. Sao situagdes que se enquadram na descricdo anterior, e
especificamente se caracterizam por serem negativas para os trés marcadores e,
expressar a CK 5/6, bem como o fator epidérmico de crescimento (EGFR).

Os mesenquimais e mesenquimais de células tronco se relacionam as células
tronco tumorais e ao ja referido fendmeno de transicdo epitélio - mesenquimal,
caracterizado pela tendéncia de células originalmente epiteliais, adquirirem
plasticidade e mobilidade, com aspectos e acdes semelhantes as do tecido conjuntivo
e de defesa. Para tal expressam em menor quantidade genes de adesao celular, como
os da E-caderina; e em maior proporcao, genes dos fatores locais de crescimento, 8

— catenin dentre outros. A patogénese desses tumores permite o0 surgimento de
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neoplasias com aspectos sarcomatosos, constituidas por células fusiformes e areas
de metaplasia apdécrina. Dentre os quais um subtipo altamente diferenciado e
resistente a quimioterapia, que tende a piores evolu¢des, denominado carcinoma
metaplasico (LEHMANN et al, 2011).

As descricbes e denominacdes dos mesenquimais sdo variadas, e a
diferenciacédo entre eles as vezes parece sutil, mas tem importancia porque explica
evolucOes diversas e respostas terapéuticas igualmente diferentes. Exemplificam o
fato, os tumores medulares, morfologicamente relacionados aos mesenquimais, mas
gue clinicamente se mostram bem circunscritos, moveis, semelhantes as patologias
benignas. E histologicamente compostos por grupos coalescentes de células
indiferenciadas com alto grau nuclear, que “empurram” os tecidos circunjacentes sem
invadi-los; e intenso infiltrado linfocitario. Nesse caso o prognostico em geral € bom,
mas se surgem atipias o comportamento muda e ocorrem casos de evolucéo rapida.
Dificulta também a caracterizacdo dos mesenquimais, a instabilidade genémica, e por
consequéncia a instabilidade fenotipica, que frequentemente demonstram. Os
imunomoduladores se intercambiam em medulares e vice e versa; 0S mesenquimais
e mesenquimais de células-tronco com metaplasicos; e os luminais androgénio-
receptores com os apécrinos (BIANCHINI et al, 2016).

H& outro subgrupo cuja descricdo é semelhante a dos mesenquimais de
células-tronco, referido por Prat e colaboradores (2010), denominado “claudin-low
subtype”, que conforme o nome, se caracteriza pela baixa expressao de claudinas.
Estas sdo proteinas que atuam na adeséo célula- a- célula, muito prépria dos tecidos
de revestimento, como o epitelial. Os “claudin-low” sdo Triplo Negativos e,
frequentemente medulares ou metaplasicos. Ao contrario dos tumores basais
demonstram baixa expressao de genes ligados a proliferacao celular, e predominio
dos genes de resposta imunoldgica e producado de linfocitos granuldcitos, bem como
de fatores de transicdo epitelial. Células ricas em CD44 e pobres em CD24
enriguecem esses tumores, que por terem baixa celularidade respondem mal a
quimioterapia (PRAT et al, 2010).

Cumpre mencionar os tumores androgénio-receptores, que sao neoplasias de
células luminais que nao apresentam RE, RP e nem Her2, sendo assim triplo

negativas. Expressam receptores de androgénios. Estes, por sua vez, predominam
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nos subtipos luminais puros, e pouco se manifestam em TTN, mas eventualmente
ocorrem; e sua presenca muda a natureza da doenca e exige abordagem terapéutica
especifica. Zhang e colaboradores publicaram em 2015, meta - analise chamando a
atencao para os receptores androgénicos, que juntamente com os EGFR e o gene
BRCAL, funcionariam como novos marcadores e orientadores de possiveis
tratamentos-alvo. Essas neoplasias tém menor tendéncia a metastatizacao e maiores
sobrevidas, configurando um subtipo especial de melhor progndstico (ZHANG et al,
2015).

As propostas de Lehmann e seu grupo representaram um avango porgue
separaram patologias biologicamente distintas, grupadas sob denominacao Unica de
“Tumores Triplo Negativos”, a qual por si s6, como acima explicado, n&o é capaz de
resumir a amplitude do grupo. Os TTN em sua maioria s&o ductais infiltrantes,
originarios do revestimento das estruturas mamarias; portanto, neoplasias epiteliais.
Diferem completamente das linhagens sarcomatosas que derivam do fenémeno de
transicdo epitélio mesenquimal. E de metaplasias, ou de neoplasias derivadas de
células tronco indiferenciadas, oriundas de vias oncogénicas diversas, conforme
sugerido por Molyneux, Reagan e Smalley, em 2007. Os tumores androgénio-
receptores, também epiteliais e luminais, teriam outro comportamento, regido pela
dependéncia androgénica, embora nao divergissem dos basais em termos de
histologia. S&o todos Triplo negativos quando avaliados pela imunoistoquimica, e
assemelhados quanto aos métodos gendmicos, mas com histogenias, evolucbes e
necessidades terapéuticas diversas.

A completa sistematizacdo dos Triplo negativos parece requerer estudos mais
amplos, e métodos de caracterizacdo tumoral que considerem a morfologia, a
histofisiologia, o amplo campo gendmico-transcricional e o relacionamento, ou as
inUmeras interfaces que derivem dessas correlacfes. Montagna e colaboradores
(2013), descreveram a evolugcédo dos TTN levando em consideragcdo dois aspectos
fundamentais:

1. A heterogeneidade (exposta em todos os trabalhos que abordam o
assunto, mas bem exemplificada na triade de situacdes acima referida:
TTN “classicos” ou basais, X TTN mesenquimais, X TTN androgénio-

dependentes)
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2. As diferencas histopatologicas dentro do mesmo perfil.

Relataram que, dentre 781 tumores Triplo negativos acompanhados em média
por 5,7 anos, no Instituto Europeu de Oncologia em Mildo (ltalia), detectaram 693
(89%) ductais infiltrantes do tipo ndo especial, 29 (3,7%) apdcrinos (semelhantes aos
“claudin-low”), 18 (2,3%) lobulares, 10 (1,2%) adendides cisticos e 10 (1,2%)
metaplasicos (mesenquimais).
Relataram sobrevidas livres de doenca (SLD) e sobrevidas globais (SG)
diversas para esses subgrupos histolégicos de TTN, tratados da mesma forma:
e Ductais infiltrantes n&o especiais: 77% de SLD e 84% de SG
e Metaplasicos: 56% de SLD e 89% de SG
e Adenodides cisticos e medulares: 100% de SLD e 100% de SG

Chamaram a atencdo para a disparidade de eventos dentre diferentes tipos
histolégicos de um mesmo perfil molecular (56% x 100%), e ponderaram sobre a
necessidade de se identificarem os casos de bom e mal progndéstico. Sugeriram para
os primeiros (medulares e adenoides cisticos) o ndo uso de quimioterapia, se em
axilas livres. No outro extremo, 0s metaplasicos, que sdo menos comuns, estao ainda
na dependéncia de novas drogas que superem a resisténcia a QT. E concluiram que:
distintas implicacbes prognosticas derivam do tipo histologico especifico,
independentemente do perfil molecular ou genético; e que essa classificacdo
histol6gica deve fazer parte do algoritmo terapéutico (MONTAGNA et al, 2013).

Também visando separar, quanto a evolucdo e resposta terapéutica, 0s
diferentes TTN, foram desenvolvidos trabalhos para a identificacdo dos tumores de
alto e baixo grau. Geyer e colaboradores em 2017, denominaram de “doenca triplo
negativa”, a um amplo espectro de situagbes que vao desde lesdes pré-malignas
nitidamente relacionadas aos Triplo Negativos, até neoplasias de alta gravidade, e
prognéstico sabidamente ruim. Enfocaram principalmente o baixo grau, que
englobaria dois subgrupos:

e Uma “familia” de precursores ndo obrigatorios dos TTN, portadores do

complexo panorama gendmico dos mesmos, principalmente as
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inativacbes dos genes P53 e PI3K, mas com um potencial de
malignidade muito limitado. Podem evoluir a tumores de alto grau.

e Os tumores de mama assemelhados aos de glandulas salivares, que
sdo Triplo negativos, e ndo expressam 0 genoma destes, mas se
apoiam em fusdes de genes e mutacdes parciais. S&o a principio
pouco agressivos; mas também com possibilidade de dar origem a TTN
de alto grau.

Estabeleceram um paralelo entre os TTN de baixo e alto grau, estes ultimos
constituindo os TTN tradicionais; e como tal, neoplasias ductais infiltrantes de tipo ndo
especial, pleomorficas, com indices mitéticos elevados, necrose central e infiltracéo
linfocitica. Também de alto grau, alguns tumores do tipo especial: apdcrinos,
medulares, e de células acinares atipicos; metaplasicos, mucoepidermaides e outros,
gue tém evolucao varidvel ou mesmo muito ruim. Todos geneticamente classificaveis
como Triplo Negativos, apesar das singularidades clinicas.

A subdivisao proposta por esse grupo de autores € muito ampla, e se inicia em
lesBes pré-malignas triplo negativas, que constituiriam a “familia dos Triplo Negativos
de baixo grau”. A adenose microglandular (MGA), evoluiria a adenose microglandular
atipica (AMGA), dai a carcinomas acinares (ACC) e “carcinomas de baixo grau e boa
evolucédo, ndo obstante o genoma de TTN”. Ainda dentre os TTN de baixo grau
estariam os carcinomas mamarios “salivar - like”, cuja histopatologia é idéntica aos
carcinomas salivares, com genomas semelhantes aos mesmos e diferentes dos Triplo
Negativos. Incluem nesse grupo os carcinomas secretores, antes chamados de
carcinomas juvenis. Da&o importancia a todas essas formas raras, pelo fato de
significarem fases nao obrigatérias da “doenca triplo negativa”, rumo a cancerizacéo
de alto grau.

Concluem que o termo Tumores Triplo Negativos € apenas operacional, e se
refere a esse amplo espectro de situacdes que merecerédo abordagens e tratamentos
diversos. E que a morfologia das lesdes continua sendo o parametro fundamental de
avaliacao (GEYER et al, 2017).



71

1.8 — Propostas Terapéuticas para os Tumores Triplo Negativos

1.8.1-Os TTN e as categorias de risco:

A particularizacdo dos casos de Tumores Triplo Negativos se faz necessaria
para o melhor tratamento. As ferramentas de avaliacdo que buscam predizer os riscos
de recorréncias, em face as propostas terapéuticas, se prestam a avaliacdo do cancer
de mama como um todo, e principalmente as pacientes receptor de estrogénio
positivas, com tumores iniciais. Como ja dito auxiliam no dilema do super tratamento
por um lado, contra a perda de oportunidade de ganhos terapéuticos do outro. O
“Oncotype DX”, que parece ser o mais utilizado em nosso meio; o “HOX 13", e mesmo
o “Prosigna”, analisam tumores receptor de estrogénio positivos, quanto a
conveniéncia de tratamentos complementares a hormonioterapia; ou da extenséo
desta por um tempo maior. O “Mammaprint” pode ser utilizado em tumores RE
negativos, e constitui de fato um teste genémico de progndéstico, mais que de predi¢éo
como os demais. Categoriza as pacientes em baixo e alto risco, de acordo com a
chance de desenvolverem doenca a distancia em 10 anos. A limitagdo do uso parece
ser a necessidade do tecido fresco; e do custo.

Nesse aspecto hd pouco o que se aplique aos Tumores Triplo Negativos,
embora a subdivisdo istoquimica dos mesmos em epiteliais (basais), androgénio-
dependentes e sarcomatosos, ja constitua um norte terapéutico. A evolucdo e a
resposta a quimioterapia desses ultimos é sabidamente muito ruim, e os androgénio-
dependentes, de melhor prognéstico, respondem a bloqueadores hormonais
especificos.

Por outro lado, as decisdes terapéuticas se baseiam na avaliacdo de outros
fatores de risco como idade, tamanho do tumor, grau tumoral, estado das axilas,
estado pré ou pés menopausa, e comorbidades. Fatores de enorme importancia para
tumores como os Triplo Negativos, em que 0s antigenos tumorais, ou o perfil genético
gue os caracterizam, ainda nao constituem de fato, alvos para tratamentos definidos.
Ha metodologias de ampla utilidade e uso na particularizacdo dos casos, e que

consideram tais elementos clinicos na orientagdo terapéutica, como 0s programas:
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",

“Adjuvant! Online”; “National Comprehensive Network Guidelines”; “St Gallen expert
criteria”, dentre outros.

O “Notthingham Prognostic Index” tem importancia especial, por ser um modelo
clinico de avaliagéo do risco de morte por cancer de mama. Leva em consideragéo o
tamanho do tumor, o estado axilar e o grau tumoral, para predicdo prognéstica e
secundariamente terapéutica. Consiste de um valor numérico continuo, que se calcula
multiplicando-se o diametro tumoral por 0,2 e, adicionando-se o grau tumoral (1 a 3)
e estado axilar também com valores de 1 a 3. Produtos finais de até 3,4 sugerem um
bom progndstico e baixo risco de morte; acima de 3,4 moderado, e acima de 5,4 um
prognaéstico pobre, ou ruim Foi até certo ponto ignorado a principio, como recurso de
avaliacdo em TTN, porque se supunha que, o acometimento axilar nesses tumores
era menos frequente que em outros perfis, suposicao que ndo se confirmou na anélise
de séries maiores (BAUER et al, 2007; DENT et al 2007). Atualmente o NPI ja é
utilizado em Triplo Negativos (ALBERGARIA et al, 2011). O método sofreu
progressivas modificagbes e atualmente ha o denominado “NPI plus”, ja citado, que
além dos dados clinicos tradicionais, utiliza informacdes sobre o perfil molecular
obtidas por IHQ, e calculadas num algoritmo que adiciona dados de 6 a 7 perfis
tumorais para uma definicdo ainda mais acurada de risco (RAKHA et al, 2014). A
maior complexidade do NPI Plus talvez o torne pouco aplicavel no dia a dia, pelo custo
e dificuldades de associacdo dos dados obtidos com os aspectos clinicos
convencionais, mas em Tumores Triplo Negativos, carentes de métodos adequados
de avaliacao, talvez tenha um espaco maior.

Barrios, Buzaid, Rocha Cruz e Mayer, descrevem avaliacfes de risco utilizadas
no Hospital Sdo José em S&o Paulo, SP. Analisam a idade, o tamanho do tumor,
caracteristicas histologicas e o “Oncotype DX” para propor trés categorias, aplicaveis
a tumores infiltrantes do tipo nao especial:

e Risco baixo (risco de morte inferior a 10%; sem necessidade de QT
adjuvante): Consideram-se 0s receptores hormonais positivos
associados a aspectos clinicos favoraveis; ou a auséncia de fatores
prognosticos adversos, dentre os quais 0os RH negativos. Nao ha como

os TTN serem enquadrados nessa categoria.
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e Risco intermediario (risco de morte entre 10 e 20%): Em duas das trés
situagcOes descritas para essa categoria, os RH negativos significam
aspecto adverso, e impedem a manutengao do caso nesse grupo. Na
terceira situacdo passivel de figurar como de risco intermediario,
mencionam a necessidade de positividade dos RH. Da mesma forma,
Tumores Triplo Negativos, independendo de seu tipo histolégico,
tamanho ou idade da paciente, ndo serao considerados como de risco
intermediario

e Risco alto (risco de morte superior a 20%): em duas das trés possiveis
situacbes delineadas, encontra-se o fator de progndstico adverso,
representado por receptores hormonais negativos. (BARRIOS et al,
2012)

Nessa classificacdo, todos os TTN serédo considerados “a priori” de alto risco,
e passiveis de tratamento quimioterapico.

Os autores acima ressalvam que a proposta é arbitraria e sujeita a criticas, mas
é fato que, no caso dos TTN, essa classificacdo vem de encontro a inUmeras outras
observacdes que consideram a quimioterapia a pedra angular da adjuvancia para
TTN, e o unico recurso clinico confiavel e reconhecido para trata-los (BARRIOS et al,
2012; PALMA et al, 2015; OMARINI et al, 2018)

1.8.2 - Tratamento loco- regional:

O tratamento dos Triplo Negativos, ndo obstante a mencionada singularidade
do perfil, segue em principio as premissas classicas para a abordagem do cancer de
mama, relembradas na Reunido de Consenso de St Gallen de 2011. Leva em
consideracdo a extensdo da doenca ao diagndstico, aspectos da hospedeira,
preferéncias e expectativas da mesma, e aspectos econémicos e sociais, ai incluindo
0s meios disponiveis de terapia. Reconhecendo-se a maior agressividade desses

tumores e sabendo-se das recidivas mais frequentes e precoces, eram de se esperar
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condutas mais agressivas, mas os trabalhos tém mostrado que o0s parametros
tradicionais podem ser utilizados na selecdo do tratamento loco-regional. A terapia
sisttmica € que diferencia essa abordagem, das dos demais subtipos
(GOLDHIRHSCH et al, 2011).

Os TTN em geral sdo detectados com maiores tamanhos, e com alto grau
histol6gico, e em pacientes mais jovens, fatos que agravam o prognoéstico e poderiam
favorecer a indicacdo de operacdes mais amplas. Nao obrigatoriamente. Kim e
colaboradores (2016), em andlise retrospectiva de 1533 mulheres, Triplo Negativas
(n=321), e Nao Triplo Negativas (h=1212), encontrou de fato, tumores T2 em 37,4%
das TTN contra 21% das NTN; grau histolégico elevado (lll), muito superior nas
primeiras, 66,8% X 15,4%, mas estadiamentos axilares menores: NO em 86,9%
‘versus” 75,5% (p< 0,001). Todas as pacientes foram submetidas a cirurgias
conservadoras, e ndo houve diferenca nas taxas de sobrevida livre de doenca entre
os dois grupos. As Nao Triplo Negativas tiveram um resultado discretamente superior
em termos de sobrevida global em 5 anos, mas a diferenga néo foi significativa (96,2%
X 97,3%; p=0,72). Na analise multivariada o perfil Triplo Negativo tratado
conservadoramente, ndo se mostrou associado a piores evolucdes em termos de SLD
ou SG. Concluiram que as cirurgias conservadoras sao perfeitamente adequadas para
pacientes Triplo Negativas (KIM et al, 2016).

No mesmo sentido, Adkins et al (2011), analisaram 1325 casos com TTN,
comparando mastectomias as cirurgias parciais, realizadas entre 1980 e 2011, no
M.D. Anderson Cancer Center (Univ. do Texas, EUA). O tamanho médio dos tumores
foi de 2,5 cm, e a maioria (89%) tinha grau nuclear Ill. 651 pacientes (49%) se
submeteram a procedimentos conservadores e 674 (51%) a mastectomias.
Comparando se nos dois grupos as recorréncias locais em 62 meses, nao houve
diferenca significativa: 30% no grupo de mastectomias e 26% nas cirurgias
conservadoras (p=0,10), mas uma taxa mais alta de metastases a distancia nas
primeiras: 51% x 35% (p< 0,0001). A sobrevida global também foi superior para
pacientes tratadas conservadoramente, sendo que ao final do seguimento 35% destas
havia morrido, contra 50% do grupo de mastectomizadas (p= 0,032). Dentre as
limitacdes do trabalho os autores comentam que, além do fato de o grupo selecionado

para receber as mastectomias ser de doencas a principio mais avancadas, o0 que
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explicaria as piores evolugcbes, a maioria delas ndo recebeu radioterapia
complementar, que foi utilizada naquelas submetidas as operacdes conservadoras.
Questionam se, em se tratando de Triplo Negativas, com riscos maiores de
recorréncias e morte, a radioterapia ndo devesse ser utilizada rotineiramente, e
sobretudo se axilas positivas; mesmo apos cirurgias radicais, e em conformidade as
ponderacdes de outros autores (CLARKE et al, 2005). Concluem que o perfil TTN néo
€ por si so, indicacdo para intervencdes agressivas, e que as taxas de recorréncia
local tendem a declinar, se novos mediadores moleculares forem melhor estudados e
servirem de “alvos” para tratamentos mais eficazes (ADKINS et al, 2011).

A abordagem das axilas ndo é diferenciada em se tratando de Triplo Negativos.
Ha autores que relatam que o comprometimento axilar nesses tumores se mostra
menos significativo que em outros perfis (SOUZA SILVA et al, 2015; KIM et al, 2016),
mas ha grandes séries em que essa particularidade ndo se confirmou (DENT et al,
2016) Em axilas clinicamente negativas, a realizacéo do linfonodo sentinela se imp0oe,
e a linfadenectomia completa sera evitada caso se confirme a auséncia de doenca.
Ou mesmo em caso de comprometimento de um ou dois linfonodos sentinela, sem
extravasamento capsular; desde que complementado o tratamento com radioterapia
total da mama e adjuvancia sistémica (GOLDHIRSCH et al, 2011; GIULIANO et al,
2016).

As cirurgias parciais (quadrantectomias) com linfadenectomia seletiva
(sentinelas) serdo preponderantes, embora nas situa¢cdes em que o tamanho do tumor
se mostrar muito elevado em relacdo a dimensdo da mama, e nos casos de axilas
macicamente comprometidas, as mastectomias com linfadenectomia axilar completa
ainda sejam necessérias (GOLDHIRSCH et al, 2011).

A radioterapia tem um papel importante no tratamento loco-regional dos TTN,
e sera indicada na maioria absoluta dos casos. Devido a preferéncia ja mencionada
pelas cirurgias conservadoras, que por si s6 obrigam a essa complementacao; e pela
tendéncia a recidivas, precoces e mais frequentes. Wahba e El-Hadaad (2015),
comentam que a frequente associacéo do perfil triplo negativo com tumores basais, e
mutacdes do gene BRCAL, predispdem ao encontro de tumores muito indiferenciados

e com deficiéncia dos mecanismos de reparo do DNA, que os torna particularmente
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radio-sensiveis. Como em outras situacdes, a radioterapia seria capaz de esterilizar
os tecidos peritumorais, reduzindo a chance de recorréncias.

Em cirurgias conservadoras, a radioterapia reduz o risco de recorréncias em 10
anos, de 35% para 19,3%, e de morte em 15 anos, de 25,2% para 21,4%. Em
pacientes axilo-negativas, comuns entre TTN, essa reducao chega respectivamente a
queda de 31% para 15,6%, e de 20,5% para 17,2%. Conforme o relato de Darby e
colaboradores (2011), esses resultados ficam claros, em meta analise de 17 estudos
randomizados, envolvendo 10801 casos de cancer de mamas.

1.8.3 - Tratamentos Sistémicos:

Os tratamentos sistémicos, em particular a quimioterapia, tendem a ser mais
especificos para os Triplo Negativos. O desafio esta na selecdo das melhores drogas
e associacoes, jA que ha muita heterogeneidade e, doencas com sensibilidades
diversas, classificadas dentro do mesmo perfil. Barrios e cols (2011), reconhecem
esses aspectos, mas nao recomendam uma abordagem diferenciada para essas
pacientes, no que concerne a escolha dos regimes quimioterapicos adjuvantes. Sao,
como acima mencionado, enquadradas dentro da categoria de risco alto, e
preferencialmente tratadas com esquemas baseados em antraciclicos e taxanes.

Essa associagao parece ser aceita na maioria dos servi¢cos de oncologia, e foi
posteriormente complementada com drogas do grupo da cisplatina. Ampara-se em
aspectos ligados aos Triplo Negativos, principalmente a natureza altamente
proliferativa dos mesmos e, nos frequentes bloqueios aos reparos do DNA
intranuclear. Os tumores basais, que constituem a maior fragcdo dos TTN, exibem
esses aspectos: Os “basal-like 17, sdo ricos em genes do ciclo celular, e genes ligados
a respostas aos danos do DNA. Os primeiros condicionam a alta celularidade e boas
respostas a antimitéticos como os taxanes; enquanto as agressées aos reparos do
DNA predispbem a sensibilidade a agentes platinicos. Os “basal-like 2” carregam
adicionalmente, genes ligados ao EGFR, mas da mesma forma s&o sensiveis a
cisplatina. A maior parte das linhagens celulares com mutagdes reconhecidas nos
oncogenes BRCA 1 e BRCA 2 estdo relacionadas aos subtipos basais e sao

semelhantes no que tange a quimio-sensibilidade (STEFANSSON et al, 2009;
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LEHMANN et al, 2011; ISAKOFF et al, 2014). A proporcao de Triplo Negativos que é
concomitantemente basal varia segundo o0s autores, mas € sempre expressiva, razao
pela qual essas associacdes terapéuticas se mostram aplicaveis a maioria dos
mesmos. H& por outro lado uma menor fracdo (de TTN), que ndo se enquadra nos
subtipos basais ou BRCA relacionados, o que amplia a complexidade do assunto e
justifica o cuidado na selecdo dos casos (BRADY-WEST e Mc GROWDER, 2011).

Wahba e cols (2015) resumem a acgdo dos quimioterapicos a trés objetivos:
combater a proliferacdo celular rdpida, para o qual as antraciclinas bem se prestam;
atingir os sistemas de DNA danificados, sensiveis aos platinicos, e tratar os tumores
“P53 like”, para os quais os taxanes estariam particularmente indicados. Esses
objetivos eventualmente se contrapdem, em fungcédo da heterogeneidade intra e extra
tumoral, e dai a atencdo a subtipagem e a associacdo de drogas. Exemplo: a maioria
dos TTN tem mutacBes do gene P 53, o que condiciona respostas insatisfatérias as
antraciclinas, fato que é contornado com a associacdo de taxanes; se as mutacdes
séo dos genes BRCA 1, ha tendéncia a insensibilidade a esses ultimos, corrigivel pela
associacao da cisplatina. Essas e outras consideracdes visam predizer a resposta aos
agentes especificos, tanto em esquemas tradicionais de QT, quanto em combinacdes
futuras, para tratamentos-alvo (VERMA et al, 2011; WAHBA et al, 2015).

Uma extensa meta-analise sobre a evolucdo das portadoras de céancer
mamario tratadas com QT, e englobando cerca de 100000 mulheres, foi publicada
pelo grupo EBCCTG (Early Breast Cancer Trialists Colaborative Group), da
Universidade de Oxford (UK), em 2011. Englobou 123 ensaios randomizados,
comparando os resultados de diferentes regimes de poliquimioterapia, mas os autores
nao se detiveram nas classificacbes moleculares, embora tenham mencionado a
positividade ou ndo dos RE, e feito muitas observacdes sobre a importancia dos
mesmos. Compararam 0s esquemas mais utilizados: os baseados em antraciclinas,
0os de associacao de antraciclinas e taxanes, estes com o CMF (Ciclofosfamida,
Methotrexate e Fluorouracil), e a poliquimioterapia e ndo quimioterapia.

As conclusdes da meta-analise foram:

e Os regimes quimioterapicos 4 AC (Adriamicina/Ciclofosfamida) e CMF
(Ciclofosfamida/Methotrexate/Fluorouracil) tém eficacia equivalente

para o tratamento do cancer de mama. Os estudos mostram reducao
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das recorréncias em 2 anos a metade, e em 8 anos a um terco. E de 20
a 25% na mortalidade global.

¢ Regimes com doses menores que as doses-padrdao sdo menos eficazes,
independente da medicacdo administrada.

e Regimes em que é possivel a administracdo de doses superiores as
doses-padrdao de CAF (Ciclofosfamida/Doxorubicina/Fluorouracil), ou
CEF (Ciclofosfamida/Epirrubicina/Fluorouracil), ou mesmo em regimes
de 4 AC+ T (Taxanes: Paclitaxel ou Doxetacel), resultam em maior
beneficio e redugéo adicional de 15 a 20% na mortalidade.

e Em todas as comparacgdes feitas em uso “versus” ndo uso de QT, foi
constatada a vantagem da administracdo da mesma, com uma reducéo
média de 20 a 30% na mortalidade, chegando a 36% para os regimes
mais efetivos. A associacdo de AC + T se mostrou levemente superior
na maioria dos estudos, ao AC isolado, ou com outros citotoxicos.

e A reducédo proporcional na recorréncia e na mortalidade por cancer de
mama nos tratamentos quimioterapicos, independe dos receptores de
estrogénio, do tamanho do tumor, estado axilar, idade da paciente, grau
tumoral ou uso de TMX.

O trabalho reafirma achados de outros autores, e tem grande relevancia devido
ao numero de pacientes estudadas, e por serem estudos randomizados de diferentes
centros, em regime de colaboracao. A importancia dos esquemas de QT utilizados é
inconteste, e os resultados dos tratamentos melhoraram com 0s mesmos,
independentemente do perfil molecular. Os TTN respondem muito bem aos
tratamentos com base em antraciclinas, fato que é muito bem percebido nas
neoadjuvancias, nas quais a presenca do tumor permite a observagdo objetiva da
reducao e desaparecimento do mesmo. Sao muitas as publicagcdes que mostram uma
resposta melhor dos Triplo Negativos a esses esquemas, que a dos tumores luminais.
A resposta patolégica completa (RPC) a esquemas AC foi muito mais frequente em
TTN (85%) que nos luminais (47%), na experiéncia de Carey e colegas (2007). A
despeito dessa boa resposta inicial, os TTN (e HER2) tiveram piores taxas de
sobrevida livre de doenca (SLD) e sobrevida global (SG), que os luminais, fato que foi
chamado pela autora de “paradoxo dos Triplo Negativos” (CAREY et al 2007).
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1.8.4 Neoadjuvancia em Triplo Negativos:

A neoadjuvancia, realizada antes do tratamento cirdrgico, tem um espaco
especial dentre os recursos de tratamento dos TTN. Varios trabalhos demonstram
taxas de resposta patolégica completa (RPC) mais elevadas dentre Triplo Negativos,
quando comparadas as dos demais subtipos tumorais, o que é por sua vez preditivo
de boas evolugbes a longo prazo. A neoadjuvancia contorna por outro lado, as
dificuldades na selecao de drogas ou esquemas adequados, uma vez que informa a
sensibilidade aos mesmos, “in vivo”. O trabalho acima mencionado, de Carey et al,
demonstra que as pesquisas sobre neoadjuvancia em TTN se intensificaram nos
ultimos dez anos, e ja se dispbe de dados confiaveis sobre a mesma. Em andlise
retrospectiva avaliando esquemas com antraciclinas e taxanes, Wang e colaboradores
(2009) identificaram RPC significativamente melhores em TTN, quando comparados
a NTN, 38% X 12%. Outrossim que essas respostas completas também
proporcionaram sobrevidas livres de doenca (SLD) mais longas, quando comparadas
aguelas em que a reducédo dos tumores foi apenas parcial. De fato, os Triplo Negativos
gue respondem mal a QT primaria, sdo considerados de muito pior prognostico
(WANG et al, 2009; WAHBA et al, 2015).

Avaliando o efeito dos taxanes na neoadjuvancia, o projeto NSABP-27
comparou as respostas a curto e longo prazo dos seguintes tratamentos:

e AC por trés ciclos seguido da cirurgia (784 pacientes)

e AC por guatro semanas seguido de quatro ciclos de Doxetacel, e entédo
cirurgia (783 pacientes)

e Quatro ciclos de AC; cirurgia, e quatro ciclos de Doxetacel apds a
operagéao (777 pacientes).

A adicao do Doxetacel praticamente dobrou a RPC nos dois bragos em que foi
utilizado, de 12,9% e 14,4%, para 26%. Entretanto ndo houve ganho a longo prazo, ja
que as sobrevidas livres de doenca e global ndo experimentaram aumentos
significativos (RASTOGI et al, 2008).

Quanto aos platinicos, a principio ndo utilizados rotineiramente no tratamento

do cancer de mama, adquiriram importancia a medida que se conheceu melhor a
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biologia dos tumores hereditarios, com mutacdo do gene de suscetibilidade BRCAL.
Esse gene propicia os mecanismos de reparo e a recombinacdo dos filamentos
homélogos de DNA, mantendo a normalidade das transcricdes. A mutacdo e a
instabilidade do mesmo propiciam a perpetuacdo das atipias nucleares e a evolugao
da doenca. O bloqueio dessa via patogénica se faz melhor com agentes que
neutralizem esse DNA defeituoso, interrompendo o processo, como € ocaso da
cisplatina e da carboplatina. Devido a semelhanca histolégica dos TTN esporadicos
as linhagens celulares com mutacdes do BRCAL, essas drogas passaram a ser
utilizadas tanto em quimioterapias secundarias, quanto em primarias. Garber e
colaboradores utilizaram essa droga isoladamente no pré-operatorio de mulheres com
Triplo Negativos estadios Il e lll, e atingiram 22% de RPC, taxa considerada boa para
uma unica medicacdo. Associando-se outros agentes como a epirrubicina e o
paclitaxel a resposta clinica chegou a 65% (GARBER et al, 2006). Em 2010 Silver e
colaboradores publicaram os resultados de 28 pacientes portadoras de TTN basais,
classificados por grupamento hierarquico, e submetidas a neoadjuvancia com
cisplatina, e completando os tratamentos com cirurgia, radioterapia e adjuvancia
tradicionais. Obtiveram também 22% de RPC, e 64% de respostas clinicas completas
ou parciais, considerando no total, 50% de boas respostas pelo “score” de Miller-
Payne (“scores 3,4 e 5: respostas completas e quase completas). Concluiram que
uma parte consideravel dos TTN responde a cisplatina, e que essa resposta sera
inversamente proporcional a expressdo do gene BRCA 1. Os autores chamaram a
atencao para a importancia de outros biomarcadores na predi¢do dos resultados. Em
sua experiéncia, mutacoes e inativacdes do P53, e a expresséo de genes especificos
como o E2F3, bem como a menor idade das pacientes, otimizaram a acéo da
cisplatina (SILVER et al, 2010).

Percebe-se uma progressiva aceitagdo da cisplatina tanto na neoadjuvancia
quanto para adjuvancia nos casos considerados mais agressivos. E nas doencas
avancadas. Tomaz Byrski, Rebecca Dent e outros, publicaram em 2012 um estudo
fase 2, sobre o uso da cisplatina em cancer de mama metastatico BRCA 1 positivo.
Relataram 45% de respostas patolégicas completas e 35% de respostas parciais, e
respectivamente, 80%, 60% e 25% de sobrevida global em um, dois e trés anos.

Comentaram a boa tolerancia aos tratamentos (BYRSKI et al, 2012). Em 2014 Petrelli
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et al publicaram um revisdo sistematica e meta-analise sobre o valor dos agentes
platinicos na neoadjuvancia para TTN. Incluiram 28 estudos, dos quais seis eram
ensaios randomizados controlados, e 22 prospectivos ou retrospectivos. Concluiram
gque comparados aos regimes tradicionais, 0s esquemas contendo cisplatina ou
carboplatina apresentaram indices de RPC trés vezes superiores aqueles (RR 3.32,
95% Cl 2,39-4,61; p <0,001) (PETRELLI et al, 2014). Ainda assim persistem davidas
quanto & incorporacdo definitiva desses agentes, porque nao se dispde ainda de
dados de longo prazo sobre a evolugéo das mulheres tratadas (AGRAWAL e MAYER,
2014).

Ainda com relacdo a neoadjuvancia, o0 mesmo grupo de “trialists” acima
referido, do EBCTCG de Oxford, publicou em 2018 um estudo sobre dez “trials”
randomizados, englobando 4756 pacientes. Compararam resultados de longo prazo
da neoadjuvancia “versus” QT adjuvante, num “follow-up” médio de 9 anos. Como no
trabalho anterior, ndo houve um relato especifico para cada perfil molecular.
Relataram que a neoadjuvancia esteve relacionada a uma taxa superior de
recorréncias locais a longo prazo: 21,4% x 15,9% em 15 anos, sem diferencas
significativas para recorréncias a distancia (38,2% x 38,0%), ou mortalidade
especifica: 34,4% x 33,7%. Observaram gque a reducdo dos volumes tumorais pela
neoadjuvancia, e o uso alargado das cirurgias conservadoras propiciado por essa
reducao, talvez explique a maior frequéncia de recorréncias locais nessas pacientes.
A conclusao foi que a neoadjuvancia de fato propicia cirurgias menores, e prové
informacdes valiosas na selecdo de drogas, mas que nao parece propiciar ganhos em
termos de mortalidade pelo céancer de mama, bem como aumenta o risco da

recorréncia local, num periodo de pelo menos 10 anos (EBCTCG 2018)

1.8.5 - Ensaios com Tratamentos-Alvo:

Apesar de boas respostas as quimioterapias primaria e secundaria, persistem
tendéncias a recorréncias e metastases precoces, sobretudo pulmonares e cerebrais.
A quimiossensibilidade frequentemente se mostra como recurso de curta duracao, o

gue motiva a busca de componentes moleculares que permitam tratamentos-alvo,
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modificando a historia natural dos TTN, e os progndésticos de médio e longo prazos.
(BRADY-WEST e Mc GROWDER, 2011).

- Anti angiogénicos:

Drrogas anti angiogénicas foram testadas, e o Bevacizumab, associado a
quimioterapia, mostrou bons resultados iniciais em tumores metastaticos, com
aumento do tempo livre de doenga. Entretanto nos ensaios de fase Il esses resultados
nao se confirmaram. Cameron e colaboradores relataram em 2013, os dados de um
estudo randomizado fase Ill, no qual 2600 pacientes Triplo Negativas foram alocadas
a partir de 360 sites, em 17 paises. E foram seguidas apds tratamentos com
quimioterapia isolada (n= 1290), ou QT + Bevacizumab (n= 1301). Numa primeira
analise realizada ap0s trés anos, a SLD foi de 82,7% no grupo de QT isolada, contra
83,7% no grupo de QT + Bevacizumab. Posteriormente, quando se atingiram 200
mortes, foi feita a avaliagdo da sobrevida global, que ndo detectou diferenca entre os
grupos, mas efeitos colaterais maiores, no segundo. Concluiram que o Bevacizumab
nao pode ser recomendado em pacientes nao selecionadas, e que “follow ups” mais
amplos séo necessarios para embasar sua indicagcdo (CAMERON et al, 2013). Outros
inibidores do VEGF (“Vascular Endothelial Growth Factor) foram tentados. O
Sorafenib e o Sutinib, que sdo em adicéo, inibidores do sistema tirosina-kinase, néo
demonstraram vantagens em estudos fase Ill (SLEDGE & WINNER, 2016).

- Inibidores do Sistema Enzimético PARP:

Outro grupo de drogas sugerido para terapias-alvo, tém sido o dos inibidores
do sistema PARP (Poli Adp Ribose Polimerase). Este € um amplo grupo de enzimas,
do qual se destaca a PARP 1, envolvidas no reparo da dupla hélice do DNA. E sabido
gue durante o ciclo celular os filamentos dos acidos nucleicos sofrem varias rupturas
e agressoes, promovendo alteragbes que, se persistirem, geram proteinas anémalas
gue podem induzir & malignidade. Nas células sadias, componentes proteicos e

enzimaticos do sistema PARP, identificam e programam os reparos, restaurando a
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conformacao da molécula do DNA. Ou desativam o sistema, e provocam a morte da
célula se necessario; evitando que um mecanismo protetor, seja transformado em
promotor (letalidade sintética).

Ha alguns ensaios em curso. Tutt e colaboradores (2010), publicaram estudo
fase Il sobre o Olaparib, em doencas avancadas de pacientes com mutacdes dos
genes BRCA 1 e 2. Obtiveram 41% de resposta global com a dose maxima da
medicacdo, e 22% com dose reduzida. 27 mulheres participaram de cada um dos
bracos dessa pesquisa. O Olaparib foi aprovado pela FDA (Food and Drug
Administration) nos Estados unidos, e no Brasil pela ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria), para tumores de ovario e mamas. Estudos fase Ill foram
anunciados para 2017, mas a sua indicagdo nos carcinomas de mama carece de
maiores informacoes.

O Shaughnessy e colaboradores (2014), testaram o Iniparib em pacientes TTN
estadio IV, e ou recidivas. Um total de 519 pacientes foi dividido em dois grupos, sendo
que 261 mulheres receberam Iniparib associado a Gencitabina + Carboplatina e, 258
as duas drogas, sem o Iniparib. O estudo foi randomizado e ao final de 18 meses, néo
foi identificada diferenca significativa em termos de progressdo da doenca ou
sobrevida total. Os autores sugerem um beneficio limitado para pacientes em segunda
e terceira linha de tratamentos, mas ressalvam que outros estudos seriam necessarios
para confirmacédo (O SHAUGHNESSY et al, 2014).

- Drogas anti EGFR:

O grupo de drogas anti EGFR tem sido avaliado com a mesma finalidade de
terapias-alvo. Este fator de crescimento epidérmico, também denominado HER 1, faz
parte da familia Erb B; um grupo de proteinas com a¢des na membrana celular e na
membrana nuclear, na qual se incorpora ao sistema tirosina-kinase. Internalizado,
ativa vias especificas de proliferacdo, mobilidade e imortalidade de células, e essas
acOes se realizam por sua vez, a custa de mecanismos de transcricdo do RNA e,
replicacdo e reparo do DNA. O gene do EGFR é frequentemente mutante, e
superexpresso em tumores de pulmao, colon, cabeca e pescoco, cérebro, pancreas e

mamas, nos quais promove a progressao tumoral e resisténcia a drogas. E mais
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frequente em TTN que em outros subtipos tumorais; e é reconhecido como fator de
mau prognostico (NAKAI et al, 2016).

Ha dois grupos de inibidores EGFR: Os que agem sobre as tirosina-kinases e
0s anticorpos monoclonais. Varios trabalhos avaliam os efeitos dessas substancias, e
os inibidores da tirosina-kinase tém sido inconvincentes tanto em uso isolado quanto
associados a QT. Em “trials” fase I, o Geftinib e Erlotnib demonstraram respostas
entre 0 e 3% em tumores metastaticos ou recorrentes. A associacdo do Erlotinib a
quimioterapia em estadios Il e IV também teve efeitos praticamente nulos. Resultados
igualmente ruins ocorreram com o Alfatinib (NAKAI et al, 2016).

Os anticorpos monoclonais foram objeto de estudo de Carey et al (2012), que
compararam o uso do Cetuximab isolado, com a associagédo Cetuximab+Carboplatina,
e detectaram taxas de resposta de respectivamente 6% e 16%, em doenca recorrente
e metastéatica. Os autores sugeriram a busca de outros recursos (CAREY et al, 2012).

Outras linhas de pesquisa buscam alvos e terapias de fato eficazes e aplicaveis
aos tumores Triplo Negativo. S0 muitos 0s genes (e suas vias enzimaticas e
proteicas), cujas agdes influenciam o surgimento e evolugdo dessa ampla gama de
tumores. O PTEN (“Phosphatase and Tensin homolog”) € um oncogene cuja funcao é
produzir proteinas que eliminem células em proliferacdo desordenada e excessiva. O
silenciamento do mesmo, frequente nos TTN, predispde por sua vez a ativacao da via
fosfatidil — inositol 3 kinase (“phosphatidilinositol 3-kinase”) ou PI3-k, que sinaliza, a
semelhanca das tirosina-kinases, para o crescimento e multiplicacdo celular. Ha
drogas para o blogueio dessa via, mas como em outros estudos, os dados ndo sao

conclusivos.

1.8.6 - Letalidade sintética e interacao de drogas:

Células e clones celulares com genomas instaveis, alterados no sentido da
multiplicacdo desordenada, devem ser inativados para que a doenca néao progrida. O
melhor exemplo dessa inativacdo € a provocada sobre os tumores BRCA 1 com
mecanismos de reparo da dupla hélice do DNA, por derivados platinicos, radioterapia
ou outros. A letalidade sintética ou programada € bem conhecida, e evoluiu para um

sistema terapéutico mais abrangente chamado de “propostas de alvos redundantes”,
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gue sugere que vias de efeitos semelhantes ou complementares, sejam tratadas
simultaneamente. Ou seja: se um determinado gene € inativado terapeuticamente, a
sua via patogénica é rapidamente substituida por outra, de gene “analogo”. E a
evolucado da doenca ou a resisténcia as drogas, prosperam. Se ambos 0s genes forem
bloqueados simultaneamente, a acdo patogénica de um ou ambos vai estar impedida,
e o efeito benéfico sera atingido. Os inibidores do EGFR s&o considerados capazes
de sensibilizar TTN aos inibidores do PARP, e bloquear a resisténcia tumoral aos
mesmos. Nowsheen e cols (2012), relataram a capacidade do Lapatinib, de provocar
uma deficiéncia transitéria no citado reparo do DNA em células de TTN, aumentando
a citotoxicidade do inibidor de PARP ABT-888 (Veliparib). O mecanismo dessa
sensibilidade aumentada, segundo os autores, derivou do bloqueio intranuclear dos
genes EGFR e BRCA 1, com o comprometimento dos reparos dos acidos nucleicos
das células tumorais, fazendo-as susceptiveis ao composto ABT-888. O experimento
foi realizado em camundongos e em cultura de células humanas, e se baseou na
capacidade do Lapatinib de bloquear a recombinacdo de homologos nas células
malignas, lesando de forma definitiva o maquinario de replicacdo das mesmas, e
precipitando a apoptose. Concluiram declarando que a descoberta da interacdo EGFR
/| BRCA 1, podera facilitar o tratamento-alvo de Triplo Negativos altamente agressivos
(NOWSHEEN et al, 2012).

Em outro ensaio DU et al (2016), promoveram o bloqueio da via patogénica do
gene ¢ — Met, o qual é muito frequente em TTN, permitindo da mesma forma, a acéo
dos inibidores do PARP. Embora como foi dito, esse grupo de drogas tenha acao
sobre os TTN, principalmente BRCA associados, é fato também que, isolados foram
pouco eficientes. Uma das razbes para os efeitos insatisfatorios dessas drogas, € a
rapida adaptacao tumoral e formacao de resisténcia, mediante vias do gene c-met. A
associacao de bloqueadores desse gene, Crisotinib ou Foretinib, potencializa a acao
dos inibidores PARP. Foram testados o Olaparib (AZD2281), o Veliparib (ABT-888) e
Rucaparib (AGO14699), e o principio do experimento foi 0 mesmo: inibir o reparo das
células malignas inviabilizando-as; e provocando apoptose (DU et al, 2016).

As letalidades sintética e interativa representam mais um dentre os inUmeros
esforcos para se obterem tratamentos-alvo eficazes em Triplo Negativos. Nao ha

consenso sobre o esquema ou droga adequada para tal. O que nédo impede que
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agueles sejam utilizados mediante criteriosa selecdo de casos, em servicos
especializados. Com controle igualmente cuidadoso das respostas e evolucdo das

pacientes.

1.8.7 - Imunoterapias em TTN:

Os inumeros antigenos tumorais, provocam igual namero de respostas
organicas da hospedeira, a maioria das quais visando o bloqueio do processo
morbido. A eclosédo do tumor ja evidencia o desequilibrio; a ser controlado mediante o
tratamento. Este pode visar diretamente as células malignas ou, indiretamente,
reforcar e reativar o sistema imune contido no estroma tecidual, e mesmo no tumoral.

Ha duas vias principais de imunoterapias em desenvolvimento para o cancer:

de mama:

e Blogueio de imuno-receptores: que sao moduladores, ou eventuais
inibidores naturais das células “T” citotoxicas. S&o os denominados
“‘Immune checkpoint blockade”.

e Infusdo de receptores de antigenos naturais ou quiméricos: CAR

(chimeric antigen receptors”); vacinas contra o cancer.

No primeiro grupo de tratamentos, intenta-se o bloqueio de antigenos
especificos de superficie celular, denominados “immune checkpoints receptors” (ICR).
Esses receptores tém a funcdo de modular a resposta imunol6gica em tecidos sadios,
evitando agressodes autoimunes. No tecido tumoral privilegiam o desenvolvimento da
neoplasia, porque inibem a acéo tumoricida dos linfécitos citotoxicos. A neutralizacao
dos “checkpoints” libera essas células supressoras, para que retornem a sua funcéo
normal, restaurando a imunidade do tecido. Um exemplo muito conhecido dessa
terapia é o blogueio dos moduladores (“checkpoints”) CTL 4, um grupo de antigenos
que inibem a acgdo dos linfocitos “T” em melanomas. Um anticorpo monoclonal anti-
Ctl 4, o ipilimumabe, foi utilizado ja em estudos fase Ill, em melanomas metastaticos,

proporcionando aumento de sobrevida (HODI et al, 2010).

A infiltracdo linfocitaria em canceres de mama, prevalente em TTN, costuma

ser interpretada como sinal de progndéstico favoravel, e facilitar tanto a acdo de
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quimioterapicos quanto de inibidores dos “immune checkpoints”. Niveis elevados de
infiltrac&o linfocitica, hoje mensuraveis, sdo indicadores de tumores receptiveis a essa
imunomodulacdo. Stanton, Adams e Disis, publicaram em 2016, revisdo sisteméatica
englobando trabalhos sobre infiltrados de células CD8+ e FOXP3, demonstrando que,
os Triplo Negativos exibem indices mais elevados de infiltracédo linfocitica: 20% em
meédia (4 - 37%) comparados a 6% dos tumores RH+ (3 - 12%). Interpretaram 0s
achados como indicadores de boas respostas as imunoterapias nesse perfil tumoral
(STANTON, ADAMS e DISIS, 2016). Ha ponderagcGes de outros autores quanto a
principal composicao desses infiltrados, que poderiam significar uma resposta imune
nao tao eficaz, se o acumulo de células representar mais linfocitos “T” reguladores,
que privilegiam o crescimento dos tumores, que dos “T” citotoxicos, eficazes no
combate aos mesmos. No céancer, a fixacdo de antigenos tumorais aos corpusculos
imunomoduladores (ICR) dos linfécitos T (“natural killers”) bloqueia implacavelmente
a acdo dos mesmos, permitindo aos tumores escapar da vigilancia imunologica e
eliminacdo. A grande producéo local de citocinas provocada pelo surgimento da
neoplasia, induz ao surgimento do PD 1(“Programmed Cell Death n°®1”), que se fixa a
célula supressora bloqueando sua acdo. A inativacdo das vias patogénicas
proporcionadas pelos ligantes PD-1 e PD-L1, através de anticorpos monoclonais, tem
mostrado efeitos modestos, mas promissores tanto em uso isolado quanto associados
a QT. Além disso esses dois ligantes sdo mais prevalentes em TTN, o que desperta
esperancas de mais uma via de tratamentos-alvo para os mesmos (WILLIAMS et al,
2018). Nanda e colaboradores (2016), descreveram o0 uso do inibidor PD-1
pendrolizumabe, em 111 pacientes com tumores Triplo Negativos avancados, e ja
submetidos a outros tratamentos. Destas, 58,6% eram PD-1 positivas e 33 foram
selecionadas para receber o anticorpo monoclonal citado. A taxa de resposta e o
bloqueio da atividade tumoral chegou a 18,5%, e o tempo médio de resposta chegou
a 17,9 semanas, o que levou os autores a concluirem, que o recurso € promissor para
TTN avancados. Relataram novos ensaios, com doses mais altas, jA em fase Il
(NANDA et al, 2016).

As vacinas se baseiam na exposicdo provocada a antigenos especificos,
provocando o seu reconhecimento e a memoria imunologica aos mesmos. O que

capacita aos organismos a futura identificacdo e a eliminacdo desse elemento
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antigénico, quando do contato ou a eventual invasdo. As vacinacdes, usadas ja
rotineiramente na prevencdo de doencas infecciosas, se estenderam ao cancer, a
principio visando elementos virais a ele relacionados, como o papiloma-virus humano
produtor do cancer de colo uterino. Antigenos precocemente produzidos nos
mecanismos de tumorigénese, também podem servir de alvos na prevencdo e

tratamento de outros tumores.

Os linfécitos T auxiliares, ao detectarem a presenca de células malignas no
organismo, frequentemente as fagocitam e identificam fragmentos peptidicos com os
quais formam os complexos de histocompatibilidade 1 e 2 (MHC 1 e 2: “Major
histocompatibility complex 1 and 2”). As células dendriticas também identificam os
antigenos tumorais formando os mesmos complexos, 0S quais por sua vez
(principalmente os MHC 1) acionam os linfécitos T citotoxicos para a eliminacao dos
clones celulares anormais. Inje¢c@es intramusculares desses fragmentos proteicos tém
sido tentadas para a inativagdo do HER2 e MUC1l (mucina 1). Entretanto h&
frequentemente a rapida degradacdo dessas proteinas, o que limita o alcance das
vacinas, que funcionam em um numero pequeno de pacientes. Ha tentativas de
injecdes de células do proprio tumor, que carreariam um espectro muito mais amplo
de antigenos, mas uma vez fagocitadas as células tumorais, ndo se consegue mais
individualizar tais substancias antigénicas, e em modelos animais, tém sido

percebidas inativacdes das mesmas nas cascatas de rea¢des tumorigénicas.

Tem-se tentado outrossim a insercdo de plasmideos em bactérias ou virus
modificados, que carreariam fragmentos de DNA para o interior das células tumorais,
visando a modificacdo do genoma das mesmas, e a apoptose, mas a eficacia desses
métodos ainda esta em estudo. Moléculas sintéticas denominadas de antigenos
qguiméricos (CAR: chimeric antigens receptors), mostraram-se capazes de redirecionar
as células T para os seus efeitos antitumorais. A administracdo desses antigenos em
tumores sélidos ainda ndo propiciou bons resultados, embora tenha sido altamente

eficaz em neoplasias sanguineas (WILLIAMS et al, 2018).

Portanto, como exposto nos topicos acima, ha uma miriade de aspectos
envolvidos na terapéutica do cancer de mama. Alguns constituem recursos de maior

relevancia, ja aceitos e aplicaveis a quase todos 0s casos, outros mais especificos,
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que poderdo ser de grande valor para determinadas pacientes. Mostrou-se
particularmente importante, 0 momento de se iniciar o tratamento, ou em corolério, a
demora em inicia-lo; a despeito do tipo de conduta indicada. Bleicher e colaboradores
(2016), utilizando duas amplas bases de dados americanas, a “Surveillance,
Epidemiology and End Results, SEER”, e a “National Cancer Database, NCBD”,
analisaram a influéncia da intervencao cirdrgica em 30, 31-60, 61-90, 91-120 e 120-
180 dias apoés o diagndstico, e concluiram que o adiamento da cirurgia representou
um aumento de mortalidade de aproximadamente 11% para pacientes no estadio 1, e
10% para o estadio 2, apOs ajustes para aspectos demograficos, tumorais e
terapéuticos. Estudos andlogos avaliando o tempo de inicio da quimioterapia
adjuvante, também evidenciaram prejuizos nos adiamentos. Gagliato e colegas
estudaram em 6827 pacientes com cancer de mama, as diferencas na evolugao de
longo prazo nas QT iniciadas em até 30, 31 a 60, e mais de 60 dias ap0s a cirurgia.
Concluiram que o risco relativo de recidivas a distancia em 5 anos, aumentou em 20%
para pacientes do estadio Il; e o de morte, em 76% para pacientes do estadio Ill. E
que os TTN cujos tratamentos se iniciaram com mais de 60 dias, apresentaram piores
sobrevidas, quando comparados aqueles assistidos em até 30 dias apds a operacéo
(respectivamente: RR 3,09; 1,49-6,39 IC 95% e RR 1,54; 1,09-2,18, IC 95%)
(GAGLIATO et al, 2014). Achados semelhantes foram descritos por Zhan e cols, que
em revisao sistematica e meta-analise de 15 estudos independentes, concluiram que
o retardo em mais de 4 semanas no inicio de QT adjuvante j& significaria um aumento
no risco de recidivas de 14%, e de morte em 13%. Da mesma forma sublinharam que
essa piora nos resultados, € mais facilmente perceptivel em tumores Triplo Negativos
(ZHAN et al, 2017).
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2 — JUSTIFICATIVA

Devido a heterogeneidade dos carcinomas mamarios, ha necessidade de
individualizag&o dos casos para a eleicao da melhor conduta. Nesse trabalho buscou-
se separar as pacientes portadoras de Tumores Triplo Negativos das demais,
utilizando-se os meios disponiveis de classificacdo dos tumores, e observando-se até
gue ponto essas ferramentas taxonémicas nos auxiliam no dia-a-dia, e agregam

melhoras ao diagndstico e orientacao terapéutica.

Nossa formacgédo como cirurgido de mamas e ginecoldgico, e o contato diuturno
com o problema, motivaram a realizacdo desta pesquisa. Utilizamos informacdes de
uma coorte de mulheres portadoras de cancer de mama tratadas e acompanhadas
em nosso municipio, tanto no sistema publico de saldde como na medicina

complementar e privada

A andlise da sobrevida global e livre de doenca em cinco anos, e dos fatores
associados, na comparagao de pacientes com cancer de mama Triplo Negativo (TTN)
e Nao Triplo Negativo (NTN), poderéao fornecer informac¢des importantes para o fito do
estudo. Modelos de regresséo foram utilizados com o propésito de responder se, a
identificacdo desse perfil € fator isolado de progndstico e predicdo terapéutica; e se a
evolucdo e a resposta aos tratamentos nessa coorte, seguem os padrdes descritos

alhures.

Limitamos a analise aos cinco primeiros anos de acompanhamento, porque
nos interessa conhecer em particular a evolucdo das pacientes nesse periodo; que é
sabidamente o mais importante e peculiar, no que tange aos TTN. As recorréncias
nesse grupo tumoral tendem a se mostrar mais precoces, ocorrendo sobretudo nos
trés anos subsequentes ao diagnostico e tratamento (DENT et al, 2007; BLOWS et
al, 2010; van ROOZENDAAL et al, 2016). Alem disso, pelo fato de o controle de
cinco anos ser tradicional e institucionalizado, as informag8es concernentes a SLD

nessa fase, se tornam mais acessiveis e confiaveis
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3 - OBJETIVOS

Geral:
Comparar os aspectos clinico-epidemiologicos dos Tumores Triplo Negativos
em relacdo aos Nao Triplo Negativos em coorte de mulheres com cancer de mama

assistidas em centros oncologicos de referéncia de Juiz de Fora, Minas Gerais.

Especificos:

A) Descrever as caracteristicas sociodemograficas, tumorais e evolutivas na
populacao de estudo.

B) Analisar a sobrevida livre de doenga em cinco anos e fatores associados.

C) Analisar a sobrevida global em cinco anos e fatores associados.

4 — METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Estudo de coorte ndo concorrente de base hospitalar, composta por 447
mulheres portadoras de cancer invasivo de mama ndo metastatico, diagnosticadas
entre 2003 e 2005, tratadas e acompanhadas no Instituto Oncolégico e Hospital 9 de
Julho. Séo centros de alta complexidade em oncologia de Juiz de Fora, que atendem
respectivamente a pacientes do Sistema Unico de Satide (SUS) e da medicina privada
e convénios. O municipio € polo de oito microrregides de saude, as quais englobam
94 cidades da regiao sudeste do estado de Minas Gerais.

. As pacientes foram divididas em dois grupos conforme o subtipo tumoral:
Tumores Triplo Negativos (TTN) com 87 casos, e Nao Triplo Negativos (NTN) com

360 casos.
4.2 Obtencéo dos dados
A identificacdo dos casos baseou-se no registro de cancer de base hospitalar

das duas instituicdes. A coleta dos dados foi realizada nos prontuéarios das pacientes,

por especialistas em oncologia e mastologia, em fichas padronizadas; e as
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informacGes foram complementadas sempre que necessario, mediante o registro
hospitalar de cancer, por contato telefénico com as pacientes ou familiares residentes
no mesmo domicilio. Reavaliacdo de prontuarios e contato com os médicos
assistentes também foram efetivadas.

Foram feitas consultas ao Sistema de Informacdes sobre Mortalidade (SIM) do
estado de Minas Gerais ou ao CPF (Cadastro de Pessoas Fisicas) para atualizacéao
do “status” vital nos casos em que esse dado ndo constasse no prontuario e nem nas

fichas de seguimento das mulheres selecionadas.

4.3 - Selecao das pacientes

No periodo compreendido entre janeiro de 2003 e dezembro de 2005 foram atendidas
nesses hospitais 601 mulheres portadoras de cancer de mama. Trinta e oito delas
foram cadastradas apenas para condutas parciais, como cirurgia ou radioterapia, e
nado realizaram o tratamento completo nas instituicdes acima. Foram excluidas da

pesquisa.

12) etapa: estudo e selecado dos perfis desconhecidos

As 563 pacientes incluidas na coorte, foram divididas conforme a
classificacdo imunoistoquimica, em Triplo Negativas ou N&o Triplo Negativas. As
primeiras, ndo expressavam receptores de estrogénio (RE), nem de Progesterona
(RP), nem o antigeno Her2. Todas as demais situa¢des constituiram o grupo de Nao
triplo Negativas.

Houve necessidade de estudo caso-a caso porque 86 mulheres foram a
principio classificadas como perfis desconhecidos ou parciais. Tratavam-se na
maioria, de analises incompletas ou dubias dos marcadores do antigeno Her 2. Como
nos interessava apenas separar as Triplo negativas de todas as demais, reavaliamos

os 86 “perfis desconhecidos”, e encontramos:
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- 48 tumores duplo positivos (RE+ / RP+)
- 6 tumores mono- positivos (RE+ / RP-) 56 NTN (incluidos)
- 2 tumores progesterono- positivos (RE- / RP+)

- 17 tumores duplo negativos (RE- / RP-)
- 13 tumores que em que nao foi realizado estudo istoquimico [ 32 (exclusao)

- 2 pacientes com prontuérios incompletos

Os tumores duplo-positivos, mono-positivos e progesterono-positivos (56 no
total), obviamente ndo poderiam ser classificados de nenhuma forma como Triplo
Negativos, e foram aproveitados no estudo; incluidos no grupo NTN. Os 17 casos
duplo-negativos poderiam ou ndo ser TTN. Como nédo dispomos de informac¢des que
permitam essa separacdo, foram excluidos. Da mesma forma foram excluidos 13
outros casos em que ndo foi realizado o estudo istoquimico. Na maioria eram
pacientes que chegaram aos hospitais com tumores muito avan¢ados, ou estado geral
comprometido, necessitando de intervencdes imediatas, que ndo permitiam sequer a
espera pela melhor caracterizacdo do subtipo tumoral. Duas outras pacientes foram
excluidas nessa fase, devido a prontuarios incompletos e informagées insuficientes.
Portanto, das 86 pacientes a principio descritas como “perfil desconhecido”, que
representavam 15,3% das 563 recrutadas, foi possivel aproveitar 56, reduzindo de 86

para 32, 0s casos a serem excluidos; 5,7% do total.

22) Etapa: Estudo e exclusao dos carcinomas “in situ”:

A classificagdo molecular dos canceres de mama é recomendada para 0s
tumores infiltrantes, pela “American Cancer Society on Clinican Oncology” e pelo
“College of American Pathologists” (ANDERSON et al, 2014). Os carcinomas “in situ”
da mama constituem um capitulo especial dentro da mastologia e recebem
interpretacdo e tratamentos diversos dos invasivos. A maioria dos trabalhos sobre
perfil imunoistoquimico os exclui, e optamos por seguir essa orientagdo (HUDIS et al,
2007; PICCART-GEBHART, 2015). Foram excluidos 45 casos de carcinomas “in situ”.
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3?) Etapa: Estudo e exclusdo da doenca metastatica (estadios 1V):

Na maioria das pesquisas, o cancer de mama metastatico, que compromete
orgaos a distancia, € estudado em separado dos demais. As pacientes com
metastases tém mecanismos de progressao diversos, determinados por outras
condi¢des que nao somente o perfil molecular do tumor inicial, embora a positividade
dos receptores hormonais ainda possa guardar alguma importancia prognostica
(DHODAPKAR et al,1996; RODRIGUES et al, 2010). Sdo casos de alto risco com
indicacdo precipua de QT, nos quais a presenca dos marcadores (HER 2, RE, RP),
apenas orientam a associa¢ao de recursos especificos a mesma (BARRIOS, BUZAID,
ROCHA CRUZ & MAYER, 2012). Outros determinantes como os sitios de metastases,
o tempo livre de doenca e a carga tumoral, bem como tratamentos prévios e
“‘performance status” sdo mais importantes para prognostico e resgate terapéutico
(MAUTONI et al 2005; KAO et al, 2015).

A preponderéncia do tratamento quimioterapico a despeito de
subclassificacfes tumorais, e a relevancia das demais avaliacdes citadas, explica a
razdo de, em algumas mulheres dessa coorte, sequer ter sido realizada a
caracterizacao do fenétipo. A prépria urgéncia em se iniciar tais tratamentos, também
foi causa de néo classificacgdes.

Por essas razdes, foram excluidas 39 pacientes com doenca metastatica.

43) Etapa: Constituicao final dos grupos a serem estudados:

Apés as inclusbes e exclusdes referidas, restaram 447 pacientes que
constituiram nossa populacdo de estudo. Com base na classificacdo
imunoistoquimica, essas pacientes foram divididas em dois grupos: TTN quando,
conforme ja dito, os receptores para estrogénio e progesterona, bem como do CERDb
B2 (HER 2) estavam negativos, e NTN em quaisquer outras situacdes (portanto aqui
englobando os Luminais A e B e os HER 2 superexpresso). Foram identificadas 87
mhlheres na primeira situacao (Triplo Negativas), e 360 na condicdo de N&o Triplo
Negativas (NTN).
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4.4 - Anélises de Imunoistoquimica

A andlise imunoistoquimica foi realizada em laboratorio credenciado pelos
hospitais, nos blocos de parafina e laminas que continham os tumores previamente
utilizados na histopatologia. Seguiu a sequéncia de: desparafinizacdo do tecido,
recuperacdo de antigenos pelo uso de calor umido e tampdes; blogueio da peroxidase
enddgena e, colocagcdo dos anticorpos especificos: SP1 e SP2 para estrogénio e
progesterona; e SP3 ou 4B5 para HER2 (diluicdo: 1 / 250). Leitura pelo sistema
streptavidina-biotina, considerando-se como positivos para estrogénio e
progesterona, os tumores com mais de 10% dos nudcleos fortemente corados. Para o
HER 2 considerou-se como positiva a coloragdo da membrana celular de 3+ (score 0
a 3+), considerando-se como negativo o “0”, e enviando-se 0s casos + / ++ para o
teste de hibridizagao “in situ” (FISH “fluorescence in situ hibridization”). Casos em que
esses testes ndo foram esclarecedores (positivo / negativo), foram excluidos do

estudo.
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SELECAO DE PACIENTES - JAN/2003 A DEZ/2005
Coorte de cancer de mama, Juiz de Fora/MG - Brasil
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Figura 6 - Selecao de Pacientes
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4.5 - Variaveis analisadas

Foram avaliadas variaveis sociodemograficas, caracteristicas do tumor e

aspectos dos tratamentos, comparando-se 0s dois grupos de estudo: TTN e NTN.

Sociodemodgraficas:

Idade média em anos, ao momento do diagnostico
Cor da pele: branca e ndo branca. Foi considerada a principio a
anotacdo que constava no prontuario, e se ausente, a auto referéncia
mediante o contato com a paciente ou familiar residente nho mesmo
domicilio.
Escolaridade: - alta: curso secundario completo ou superior

- média: curso primario completo

- baixa: curso primario incompleto ou analfabetas
Historia familiar de cancer de mama: - méae e ou irmas com cancer de
mamas
Servico de saude: - publico - Sistema Unico de Saude (SUS)

- privado - Sistema Complementar e privado

Variaveis ligadas ao tumor:

Tamanho: estratificado em igual ou menor que 2cm, e maior que 2cm
conforme descricdo do exame anatomopatolégico, em que se leva em
consideragdo o componente invasivo da neoplasia. Na falta desse
detalhamento, o tamanho especificado em exames de imagem, de
preferéncia ecogréfico; e se necessario a complementacdo ou a
descricao clinica constante no prontuario.

Linfonodos comprometidos: positivo ou negativo para acometimento
linfonodal

Estadiamento clinico- patoldgico |, Il, lll segundo a UICC (Gradishar et
al: NCCN Clinical Practice Guidelines in Oncology, 2016)

Tipo histologico: ductal infiltrante, lobular infiltrante ou outros
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Grau tumoral: I, II, Ill, conforme a classificagcdo de Scarf, Bloom e
Richardson, modificada por Elston e Ellis (Elston & Ellis, 1991)

Infiltrado Linfocitario: presente ou ausente conforme descricdo no exame
anatomopatologico da peca operatoria.

Ki 67: estratificado em: igual ou menor que 25% e, igual ou maior que
26%.

Utilizamos esses pontos de corte porque, embora disponhamos da
mensuragao do marcador em 82% das pacientes, a titulagao original foi
estipulada em: negativa (poucos casos, 2,1% para NTN e 1,3% em
TTN). A seguir: até 25%; 26 a 50%; 51 a 75 e, maior que 75%. Embora
0 ponto de corte ideal seja para a maioria dos autores em torno de
14/15%, ndo h& uma definicdo. E as informacdes trazidas por outras
titulacdes sdo consideradas um robusto parametro progndstico para o
cancer mamario (GOLDHIRSCH et al, 2011; INWALD et al, 2013)

P53: estratificado em: igual ou menor que 25% e, igual ou maior que
26%. Rakha e cols (2006) deram um valor progndstico restrito as
titulacdes do P53 quando comparadas aos demais parametros do NPI:
tamanho, grau tumoral e axilas; Kim e seu grupo (2015) consideraram o
marcador como importante fator preditivo de RPC em neoadjuvancias.
Utilizaram o ponto de corte de = 25%, ou > 25% (RAKHA et al, 2006;
KIM et al, 2015).

Multifocalidade: presente ou ausente conforme descricdo no exame
anatomopatoldgico da peca operatoria.

Multicentricidade: também presente ou ausente, conforme acima.

Variaveis ligadas aos tratamentos e evolucdo das pacientes:

Cirurgias: radicais: mastectomias totais, com estudo de axilas.
Conservadoras: quadrantectomias, setorectomias ou tumorectomias,
acompanhadas de estudo axilar.

Quimioterapias: realizadas ou néo

Recorréncias: presentes ou ausentes, em até cinco anos de

seguimento
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e Tempos de recorréncia: até 24 meses (precoces); 25 a 36 meses
(intermediarias) 37 a 60 meses (tardias).

e Sobrevida global em 5 anos: 6bitos e nao obitos.

4.6 - Seguimento das pacientes

O seguimento dos casos foi de no maximo 60 meses para cada paciente;
realizado por meio de consulta aos prontuérios, e complementado na medida do
necessario, por buscas no Sistema de Informagédo sobre Mortalidade (SIM), no
Cadastro de Pessoas Fisicas (CPF) e por contato telefénico.

Foram censuradas as pacientes que permaneceram vivas até 31/12/2010, data
final do seguimento. Para aquelas com perda de acompanhamento, foi considerada
a ultima informacao disponivel.

Na analise da sobrevida global considerou-se como inicio, a data do
diagnéstico (laudo histopatologico) e como desfecho, o 6bito por qualquer causa. Para
andlise da sobrevida livre de doenca, inicio na data do primeiro tratamento e, como
desfecho, a recorréncia, definida como a recidiva loco-regional, metastases ou 6bito
por qualquer causa (HUDIS et al, 2012, QIU et al, 2016).

4.7 - Andlise estatistica

Foi realizada analise descritiva dos dados, com média e desvio-padrao para as
variaveis gquantitativas e porcentagens para as qualitativas. As diferencas na
distribuicdo das caracteristicas entre os grupos TTN e NTN, foram avaliadas por testes
“t” independente para as variaveis quantitativas e, teste Qui-Quadrado, para as
qualitativas. As funcdes de sobrevida foram calculadas pelo Método Kaplan-Meier, e
o teste de Log-Rank foi utilizado para comparar as curvas de sobrevida. Os fatores
prognosticos de sobrevida global e sobrevida livre de doenca foram analisados pelo
Modelo dos Riscos Proporcionais de Cox, sendo calculados os “hazard-ratios” (HR)
com os respectivos intervalos de confianca de 95% (IC 95%). As variaveis que
apresentaram valores de p<0,25 no modelo de Cox univariado foram incluidas no

modelo multivariado. O pressuposto de proporcionalidade dos riscos foi validado pela
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analise dos residuos de Schoenfeld. Para as variaveis com dados ausentes (grau
tumoral, Ki 67 e P53), foi feito estudo comparativo, considerando como dependentes,
o perfil tumoral, recorréncias, metastases e 6bitos. Ndo foram detectadas diferencas
significativas entre os grupos (com dados faltantes x demais pacientes), confirmando
0 carater aleatério das perdas, e permitindo a inclusédo das variaveis citadas na
pesquisa. Todas os calculos foram feitos no IBM SPSS Statistics 21 (IBM Corp.,

Armonk, NY), sendo adotado nivel de significancia de 5%.

O estudo foi autorizado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal de Juiz de Fora (N° 151.219 de 22/11/2012)

5 - RESULTADOS

5.1 Aspectos demograficos e clinico patolégicos

Das 447 pacientes, 87 eram Triplo Negativas: 19,5% do total. A idade média
ao diagnostico foi de 57,7 (£ 13,7) anos, e pouco diferiu entre 0s dois grupos.

Foram detectadas diferencas significativas em aspectos étnicos e sociais,
como cor da pele e escolaridade; com maior proporcéo de ndo brancas dentre as TTN
(32,1%), quando comparadas as NTN (16,3%). Na escolaridade, mulheres com baixa
e média instrucdo se acumularam dentre as Triplo Negativas, somando (baixa e
meédia) 72,2% X 55,7% nas NTN. O uso do servi¢o publico de saude (SUS) foi mais
frequente dentre as Triplo Negativas, mas o dado nao alcancou significancia
estatistica.

Foi observado maior percentual de tumores maiores que 2cm ao diagnaostico,
no grupo TTN: 67,4% (X 56,5%; p=0,07) e de estadiamento Il (38,4% X 27,5%;
p=0,09). E diferencas significativas no grau tumoral, com 35,8% de TTN exibindo o
grau lll, contra 16,3% dos NTN (p< 0,001). O infiltrado linfocitario se mostrou mais
presente dentre os Triplo Negativos (55,7% X 40,8%; p=0,02) assim como a
multifocalidade (p=0,04). Bem como indices elevados de P53 (p=0,04) e Ki67 (p=
0,09).
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5.2 - Tratamento e evolucao

Os TTN exibiram percentuais significativamente maiores de cirurgias radicais
e uso de quimioterapia. 61,6% dos mesmos foram tratados mediante mastectomias
radicais, o0 que ocorreu em 46,1% dos Nao Triplo Negativos (p=0,01). A quimioterapia
foi realizada em 83,9% dos TTN, contra 65,3% dos NTN (p=0,001).

Em relacdo aos desfechos, 102 pacientes morreram (22,3% do total), durante
o periodo de seguimento, até 31 de dezembro de 2010; sendo 33 TTN e 69 NTN, que
representaram respectivamente 37,9% e 19,2% de cada grupo (p<0,001). Foram
detectadas 126 recorréncias (28,5%), e as Triplo Negativas apresentaram maior
frequéncia das mesmas: 42,5% contra 24,7% (p<0,001), além de recorréncias
precoces proporcionalmente mais comuns. Em até 24 meses de seguimento,
ocorreram 67,5% das recorréncias de Triplo Negativas, contra 40,4% das demais; no
outro extremo, de recorréncias tardias (37 a 60 meses), locaram-se 33% das N&o

Triplo Negativas, e apenas 6% das TTN (p=0,02; tabela 1).

5.3 - Fatores Progndsticos

A andlise univariada de fatores prognosticos (Teste de Cox) demonstrou que
no grupo TTN o risco de recorréncias foi 2,23 vezes maior (HR 2,23: 1,52-3,28; IC
95%) e o risco de Obitos 2,97 vezes superior (HR 2,97:1,96—-4,50; IC95%), em relacdo
ao grupo NTN.

Os fatores progndsticos associados com a sobrevida livre de doenca (Tabela
2) e sobrevida global (Tabela 3) foram diferentes dependendo do subtipo de tumor.
No grupo NTN, o risco de recorréncias aumenta nas pacientes com menos de 40 anos,
nao brancas, com menor escolaridade, tumor >2cm, grau tumoral e estadiamento lll,
gue fizeram quimioterapia, com presenca de linfonodos comprometidos e P53 e KI67
elevados. No grupo TTN, apenas presenca de linfonodos comprometidos e o
estadiamento, mostraram-se associados as recorréncias (Tabela 2).

Em relacdo a sobrevida global, no grupo NTN, o risco de 6bito aumenta nas
pacientes ndo brancas, com menor escolaridade, oriundas de servico publico de

saude, tumor >2cm, grau tumoral e estadiamento Ill, presenca de linfonodos
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comprometidos, metastases e Kl67 elevado. J&, no grupo TTN, o risco foi maior nos
pacientes com linfonodos comprometidos, com estadiamento Ill, e que tiveram
metastases (Tabela 3).

Pelo método de Kaplan-Meyer, a probabilidade estimada de sobrevida global
acumulada em 5 anos foi de 77%; e a de sobrevida livre de doenca foi de 72% para a
populacao total. A probabilidade de sobrevida global em cinco anos do grupo NTN, foi
de 81%, superior aos 62% dos TTN. A probabilidade estimada de sobrevida livre de
doenca em 5 anos foi de 75% para o grupo NTN e de 57% para o TTN.
(log-rank: p < 0,001).

Na tabela 4 estdo apresentados os resultados do modelo multivariado. No
grupo NTN, o risco de recorréncias (SLD) foi maior para pacientes de escolaridade
baixa ou média e ou linfonodos comprometidos. No grupo TTN, a multicentricidade foi
0 Unico fator progndstico significante para a SLD. O risco de 6bitos, no grupo NTN foi
maior em pacientes de pele ndo branca, com estadiamentos Il e 1ll. No grupo TTN, 0s
fatores progndsticos de sobrevida global (SG), foram o comprometimento dos

linfonodos axilares e a multicentricidade.
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Tabela 1 - Distribuicao das variaveis segundo o subgrupo tumoral
(Juiz de Fora - MG, 2003 - 2005)

SUBTIPO TUMORAL
VARIAVEIS TOTAIS TTN NTN P-VALOR
n % n %
Numero de pacientes 447 87 (19,5) 360 (80,5)
[dade ao diagnéstico (média + dp) 447 57 (£ 13) 58 (+ 14) 0,49
Cor da pele 422 0,001
Branca 340 57 (67,9) 283 (83,7)
Nao Branca 82 27 (32,1) 55 (16,3)
Escolaridade 404 0,007
Alta 166 22 (27,8) 144 (44,3)
Média 68 21 (26,6) 47 (14,5)
Baixa 170 36 (45,6) 134 (41,2)
Histéria familiar de cancer 416 0,3
Presente 120 19 (24,1) 101 (30)
Ausente 296 60 (75,9) 236 (70)
Servico de Saude 447 0,14
Publico 220 49 (56,3) 171 (47,5)
Privado 227 38 (43,7) 189 (52,5)
Tamanho do tumor 438 0,06
>2cm 257 58 (67,4) 199 (56,5)
<2cm 181 28 (32,6) 153 (43,5)
Linfonodos comprometidos 437 0,64
Positivo 198 40 (47,6) 158 (44,8)
Negativo 239 44 (52,4) 195 (55,2)
Estadiamento 446 0,09
Estadio | 124 18 (20,9) 106 (29,4)
Estadio Il 190 35 (40,7) 155 (43,1)
Estadio Il 132 33 (38,4) 99 (27,5)
Tipo Histolégico 446 0,21
Ductal infiltrante 352 73 (83,9) 279 (77,7)
Lobular infiltrante 56 6 (6,9) 50 (13,9)
Outros 38 8 (9,2) 30 (8,4)
Grau tumoral 337 <0,001
Grau | 111 10 (14,9) 101 (37,4)
Grau ll 158 33 (49,3) 125 (46,3)
Grau lll 68 24 (35,8) 44 (16,3)
Infiltrado linfocitario 427 0,02
Presente 186 44 (55,7) 142 (40,8)

Ausente 241 35 (44,3) 206 (59,2)
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Tabela 1 - Distribuicdo das variaveis segundo o subgrupo tumoral
(Juiz de Fora - MG, 2003 - 2005)

SUBTIPO TUMORAL
VARIAVEIS TOTAIS TTN NTN P-VALOR
n % n %

Ki 67 349 0,09
<= 25% 94 15 (19,5) 79 (29)
>= 26% 255 62 (80,5) 193 (71)

P53 336 0,04
<= 25% 230 37 (57,8) 193 (71)
>= 26% 106 27 (42,2) 79 (29)

Multifocalidade 423 0,04
Presente 35 11 (14,1) 24 (7)

Ausente 388 67 (85,9) 321 (93)

Multicentricidade 422 0,25
Presente 21 6 (7,7) 15 (4,4)

Ausente 401 72 (92,3) 329 (95,6)

Cirurgias 442 0,01
Radicais 217 53 (61,6) 164 (46,1)
Conservadoras 225 33 (38,4) 192 (53,9)

Quimioterapia 447 0,001
Sim 308 73 (83,9) 235 (65,3)

Nao 139 14 (16,1) 125 (34,7)

Recorréncia 447 0,001
Presente 126 37 (42)5) 89 (24,7)

Ausente 321 50 (57,5) 271 (75,3)

Tempos de recorréncia 126 0,02
Até 24 meses 61 25 (67,5) 36 (40,4)

25 a 36 meses 26 6 (16,2) 20 (22,5)
37 a 60 meses 39 6 (16,2) 33 (37,1)

Sobrevida global em 5 anos 447 <0,001
Obitos (em até 5 anos) 102 33 (37,9) 69 (19,2
Nao dbitos (em até 5 anos) 345 54 (62,1) 291 (80,8)

* Totais variam em funcéo dos dados faltantes
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SOBREVIDA GLOBAL - KAPLAN-MEIER
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Figura 7: Sobrevida global em pacientes Triplo Negativas (TTN) e pacientes Nao
Triplo negativos (NTN). Pacientes TTN apresentam pior sobrevida global do que as
NTN, pelo teste log-rank. (Juiz de Fora - MG, 2003 - 2005)
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SOBREVIDA LIVRE DE DOENCA - KAPLAN MEIER
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Figura 8: Sobrevida livre de doengca em pacientes com cancer de mama Triplo
negativos (TTN) e Nao Triplo negativos (NTN). Pacientes TTN apresentam pior
sobrevida livre de doenca do que as NTN, pelo teste log-rank. (Juiz de Fora - MG,
2003 - 2005)
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Tabela 2- Modelo univariado dos Riscos Proporcionais de Cox e intervalo de
confianca de 95% para o tempo de sobrevida livre de doenca em cinco anos, de
447 mulheres com diagndstico cancer de mama. (Juiz de Fora - MG, 2003 - 2005)

NTN TTN 0
Caracteristica HR IC95% p HR IC95%
Idade
(<40a vs. 240a) 191 1,10-3,34 0,02 1,15 0,28-4,77 0,85
Cor da pele
(N&o brancas vs. brancas) 191 1,16-3,16 0,01 1,47 0,76-2,88 0,26
Escolaridade
(Baixa-Media vs. Alta) 1,92 1,19-3,10 0,01 1,55 0,67-3,58 0,30
Servico de Saude
(Publico vs. Privado) 1,40 0,92-2,12 0,12 1,16 0,60-2,24 0,66
Quimioterapia
(Sim vs. N&o) 1,74 1,08-2,82 0,02 0,90 0,38-2,17 0,82
Tamanho do Tumor
(>2cm vs. £2cm) 258 159-4,19 <0,001 1,40 0,67-2,90 0,37
Linfonodos
comprometidos
(Positivo vs. Negativo) 2,28 1,47-3,53 <0,001 2,15 1,07-4,31 0,03
Grau tumoral
(Hvs. 1=11) 2,23 1,28-3,89 0,005 0,88 0,42-1,82 0,73
Estadiamento
(Hvs. 1=11) 3,89 256-590 <0,001 1,89 0,98-3,64 0,05
P53
(Médio-Alto vs. Baixo) 1,88 1,16 —3,05 0,01 1,07 053-2,16 0,86
KI67
(Médio-Alto vs. Baixo) 2,06 1,08 -3,94 0,03 091 0,39-2,11 0,83
Multifocalidade
(Sim vs. Nao) 1,62 0,81-3,22 0,17 1,53 0,63-3,68 0,34
Multicentricidade
(Sim vs. Nao) 1,70 0,74-3,90 0,21 246 087-7,010 0,09
Infiltrado Linfocitario
(Presente vs. Ausente) 1,00 0,65-1,54 0,99 1,47 0,74-292 0,27

(HR: Risco Proporcional).
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Tabela 3- Modelo univariado dos Riscos Proporcionais de Cox e intervalo de confianca
de 95% para o tempo de sobrevida global em cinco anos, de 447 mulheres com
diagnostico cancer de mama. (Juiz de Fora - MG, 2003 - 2005)

NTN TTN 0
Caracteristica HR IC 95% p HR IC 95%

Idade
<40anos vs. 240anos 1,65 0,87 -3,15 0,13 1,06 0,25-4,43 0,94
Cor da pele
N&o brancas vs.brancas 2 41 1,41 -4,12 0,001 1,51 0,75-3,04 0,25
Escolaridade

Baixa-Média vs. Alta 2,05 1,17-3,61 0,01 1,66 0,68—-4,08 0,27
Servico de Saude

Publico vs. Privado 1,82 1,13 -2,46 0,01 1,42 0,70-2,89 0,33
Quimioterapia

Sim vs. Nao 1,34 0,79-2,25 0,27 0,75 0,31-1,81 0,52
Tamanho do Tumor

>2cm vs. <2cm 3,29 1,82 -5,94 <0,001 1,37 0,63-2,95 0,43
Linfonodos. Compr.
Positivo vs. Negativo 2,25 1,36 - 3,73 0,002 2,72 1,27-5,82 0,01
Metastase

Presente vs. Ausente 14,75 8,42-25,83 <0,001 13,5 5,36-34,03 <0,001
Grau tumoral

Mvs. =1l 2,87 1,55-5,29 0,001 1,01 0,47-2,19 0,98
Estadiamento

Mvs. =1l 3,93 2,44-6,32 <0,001 2,18 1,09-4,37 0,03
P53

Médio-Alto vs. Baixo 151 0,86-2,63 0,15 1,06 0,50-2,23 0,88
KI67

Médio-Alto vs. Baixo 2,12 1,00 - 4,50 0,05 0,98 0,40-2,40 0,97
Multifocalidade

Sim vs. Nao 0,81 0,29-2,22 0,68 151 0,62-3,68 0,37
Multicentricidade

Sim vs. Nao 1,79 0,72 -4,45 0,21 2,67 0,93-7,65 0,07
Infiltrado Linfocitario
Presente vs. Ausente 1,01 0,50-1,35 0,82 157 0,75-3,28 0,23

(HR: Risco Proporcional).
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Tabela 4 - Modelos multivariados dos Riscos Proporcionais de Cox para sobrevida livre
de doenca e sobrevida global em cinco anos, segundo grupos tumorais (NTN e TTN),
de 447 mulheres com diagndéstico cancer de mama. Juiz de Fora - MG, Brasil, 2003 - 2005

Variaveis

Sobrevida Livre
de Doenca

HR IC 95%

Sobrevida Global

HR IC 95%

NTN

Cor da Pele
N&o Branca vs. Branca

Escolaridade
Baixa - média vs. Alta

Linfonodos Compr.

Sim vs. Nao

Estadiamento Il

Estadio Il vs. |

Estadiamento Il

Estadio Il vs. Estadio |

TTN

Linfonodos Compr.

(Sim vs. N&o)

Multicentricidade

(Sim vs. Nao)

191 1,14-3,22

1,81 1,14-2,90

2,28 1,12-457

0,01

0,01

0,02

201 1,17-3,45

3,06 1,16-8,05

8,36 3,27- 21,36

2,80 1,26-6,25

4,11 1,17 -14,36

0,01

0,02

< 0,001

0,012

0,027

(NTN: tumores néo triplo-negativos; TTN: tumores triplo-negativos)

(HR: hazard ratio; IC 95%: Intervalo de confianca de 95%).

Todos os modelos foram ajustados para idade ao diagnéstico, no formato continuo
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6 - DISCUSSAO

6.1 - As pacientes e seus tumores

. A prevaléncia de 19,5% de Tumores Triplo Negativos parece condizente com a
constituicdo de nossa populagéo, sabidamente miscigenada e com forte participacao
de afrodescendentes. No limite dos 12 a 20% calculados para as varias populacdes
mundiais, mas distante dos 26 a 39% relatados dentre AA residentes nos estados de
Atlanta e da Califérnia (EUA), incluidas no “Carolina Breast Cancer Study”. A idade
média das portadoras de TTN foi de 57 anos, ndo se verificando aqui a precocidade,
nem as diferencas nas faixas etarias de Triplo e N&o Triplo Negativos mencionadas
em muitas publicacfes. Foulkes et al (2010), relataram idades médias inferiores a 50
anos nos tumores basais, e Bauer e colaboradores (2007), encontraram idades
médias de 54 anos para TTN, e 60 para os demais. E possivel que a idade reflita certo
grau de atraso em nossos diagndsticos, 0 que é coerente com a baixa proporcéao de
estadios | em ambos grupos de estudo. Nao foram detectadas diferencas significativas
quanto a paridade, amamentacéo, estado reprodutivo e histéria familiar.

O acumulo de mulheres ndo brancas, com baixa escolaridade e mais
dependentes dos servicos publicos de saude dentre as TTN, coincide com o maior
encontro desse subtipo especifico em populacdes socialmente desfavorecidas. Varios
autores relataram maior frequéncia de perfis tumorais mais agressivos, como os Triplo
Negativos basais, em negras e latinas, e com piores evoluc¢des; apesar da menor
incidéncia da doenca como um todo, nesses grupos (CAREY et al 2006; PATEL et al,
2010). Em nosso trabalho a etnia também se mostrou relacionada a maior frequéncia
do perfil Triplo Negativo em ndo brancas, o que coincidiu com evolugdes ruins. O
aspecto se manteve presente nos modelos de regresséo para analise de riscos (em
SLD e em SG para TTN), refletindo a importancia dessa caracteristica, tanto na
incidéncia dos tumores quanto na evolucado das pacientes.

Esse achado é merecedor de reflexdes, num pais continental como o Brasil,
em que persistem claras disparidades socioecondmicas dentre grupos étnicos, e
mesmo dentre as diferentes regides geograficas. Os dados do CBCS demonstraram

a importancia dos aspectos biolégicos no determinismo de piores evolugdes, 0s quais
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se somam as implicacfes de ordem social. Cabe aqui arguir dois aspectos propostos
para 0 combate de cancer no Brasil: a busca de informacbes de natureza
epidemioldgica visando delimitar as populagfes de risco e, o planejamento das ATS,
visando a detecgao precoce. Se em 20% das mulheres brasileiras portadoras de
cancer de mama, o perfil € sabidamente mais agressivo, regionalizado, e sem
tratamento especifico, ha que se incrementar o rastreio dessa populacdo e
conscientiza-la dos maiores riscos. Na Inglaterra foi proposta uma reorganizacdo dos
registros de cancer a partir de 2012, visando exatamente um maior aproveitamento
dos dados epidemiolégicos no controle da doenca. Foram priorizados os aspectos
clinicos e de progndstico, dentre os quais os RH e subtipos moleculares do cancer
mamario. Os TTN, que representaram um risco de morte ajustado de 2,00 (1,84-2,17;
IC 95%) entre as mulheres inglesas, mereceram especial atencdo, sendo mais
rastreados e encontrados nas negras (Moller et al, 2016). No boletim “Cancer
Statistics Registrations, England: 2012”, no sub-iten “Use and users of Cancer
statistics” é literalmente grafado:

“The Department of Health uses cancer statistics to brief
parliamentary ministers, and as part of the evidence base to inform cancer

policy and programmes, for example in drives to improve survival
rates”. (Office for National Statistics, UK: 2012).

Foi percebida a maior gravidade dos casos de TTN, ja ao diagndstico. Quase
65% foram identificados com mais de 2cm, e no estadiamento, 38,4% dos mesmos
eram estadio Ill. Comparados aos NTN, 72,5% destes se encontravam em estadios |
e IlI; contra menos de 62% de TTN. O acometimento axilar foi elevado, mas
semelhante nos dois grupos, e se manteve significativo nas andlises de risco para a
SLD e SG, tanto em TTN quanto em NTN

Em ambos os grupos predominou o tipo histolégico ductal infiltrante nao
especial (84% e 78%). Criscitiello e colaboradores (2012), sugeriram que a parcela
nao constituida por ductais infiltrantes, (16% dos TTN), seria a dos subtipos mais
raros, como tumores metaplasicos, medulares, adenoides cisticos e apocrinos. Quase
sempre Triplo Negativos. Os metaplasicos (mesenquimais) tém evolucdes
reconhecidamente piores, e o0s demais, evolucdo variavel, tendendo a

comportamentos menos agressivos. Esses autores citam a subdivisdo dos TTN,
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proposta por Lehmann e colaboradores (2011), jA mencionada nesta pesquisa, e
sugerem esforcos para a separacao das pacientes em pelo menos dois grupos, que
grosseiramente identificam como “aquelas que serdo curadas pela conduta loco-
regional”, e as que “dependerdo da terapia adjuvante”. E sugerem aspectos a serem
considerados na selecéo de tratamentos.

A reduzida parcela de lobulares infiltrantes encontrada neste trabalho, foi
composta principalmente por NTN, como era de se esperar. Raramente carcinomas
lobulares exibem o perfil Triplo Negativo (WEIGELT et al, 2010).

A multifocalidade e a multicentricidade foram elementos de diferenciacéo entre
Triplo e N&o Triplo Negativos, tendo sido detectadas respectivamente em 14,1% X 7%
e, 7,7% X 4,4%. Embora os percentuais parecam reduzidos, sdo aspectos importantes
de histologia e morfologia, e se mantiveram significativos tanto no teste de riscos
proporcionais de Cox, quanto na analise multivariada. A multifocalidade néo é achado
comum nos TTN. A maioria dos mesmos tende a ser unifocal, com area central circular
de células atipicas, onde focos de necrose sao frequentes. E com bordas menos
densas, que nao infiltram, e em geral empurram os tecidos circunjacentes. Ishitha e
colaboradores (2016), relataram o encontro de bordas nao infiltrantes (“pushing
borders”) em 37.8% dos TTN; e ainda, taxas iguais de 31,1% para bordas infiltrantes
ou mistas (ISHITHA et al, 2016).

A morfologia tem sido revalorizada, e utilizada nas muitas tentativas de se
separar os TTN de pior prognostico, em geral ligados aos subtipos mesenquimais,
daqueles gque responderdo melhor aos tratamentos, com possivel resposta patologica
completa & QT. As bordas lisas, digitiformes, e principalmente a area central de
necrose, chamada de CAZ (“Central Acellular Zone”), sdo relacionadas aos subtipos
mesenquimais.

Ishikawa e colaboradores (2011), também propuseram uma subdiviséo,
separando os carcinomas Triplo Negativos ductais convencionais, de outros subtipos
especiais, de pior prognostico, classificados como A, B, C, e D. Os subtipos A e B
foram denominados de carcinomas medulares atipicos, sendo que o “B” se
caracterizaria por ampla CAZ, e evolucao claramente desfavoravel. Os dois subtipos
(A e B) teriam apenas um pequeno componente ductal, e a zona central acelular seria

resultante de um amplo infarto das células tumorais, tanto ductais quanto estromais,
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causado pela isquemia resultante do crescimento muito rapido do tumor. A esse
rapido crescimento, se adiciona a metaplasia das células epiteliais (ductais), em
mioepiteliais, formando “ninhos” e clones celulares, muito propensos a metastatizagéo
por via hematogénica (ISHIKAWA et al, 2010).

A multicentricidade, em nossa populacdo de estudo se destacou. Mostrou
significancia na analise de riscos para os TTN, na SLD e na SG, e manteve-se com
significancia estatistica no modelo multivariado para a sobrevida global. A relevancia
desse aspecto como fator progndstico € reconhecida ha tempos, e foi melhor descrita
em 1984, por McDivitt, que ressaltou a sua importancia, estimando a ocorréncia em
mais de 25% dos canceres de mama (McDIVITT,1984). Publicacbes mais recentes
ressaltam a multicentricidade como fator prognostico especificamente em Tumores
Triplo Negativos, coincidente com alta atividade proliferativa e tendéncia ao precoce
comprometimento axilar (MOON et al, 2013; NERI et al, 2018). Em meta-analise
publicada em 2014, Vera-Badillo e cols, reviram 67.557 casos de carcinomas
mamarios e identificaram multifocalidade ou multicentricidade em 9,5% dos mesmos.
Na andlise multivariada realizada por esses autores, que incluiu os fatores prognéstico
classicos, a multicentricidade mostrou taxas significativamente piores de sobrevida
global (HR: 1,65; p=0,02). Kanumuri e cols encontraram a multifocalidade em 6,4%
dos tumores e, em andlise multivariada esta caracteristica se manteve como preditora
independente da positividade linfonodal. Consideraram os tumores multicéntricos,
mais que os multifocais, doencgas biologicamente distintas e mais agressivas (VERA-
BADILLO et al, 2014; KANUMURI et al, 2015). Reiterando o que citamos acima, foi
detectada multicentricidade respectivamente em 7,7% e 4,4% de TTN e NTN em
nosso estudo.

Ainda com relacdo a morfologia, 0 aspecto mais expressivo da analise
descritiva dos dois grupos, foi o grau tumoral, jA que 35,8% dos Triplo Negativos
exibiram grau Ill, contra 16,3% dos demais. Essa € uma das caracteristicas
histol6gicas mais importantes dos Triplo Negativos, mencionada em quase todas as
publicacdes. E de importancia capital, porque € orientadora do tratamento. Ja em
2002, Amat, Penault-Llorca e outros, relataram os resultados de trabalho prospectivo
com 431 pacientes, realizado em Clermont-Ferrand, Franca, em que o grau tumoral

foi identificado mediante biopsia de agulha, antes da QT e depois do tratamento
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completo, nos espécimes cirdrgicos. Comprovaram uma resposta melhor a
neoadjuvancia dos tumores grau lll, quando comparados aos de grau | (AMAT et al,
2002). O grau tumoral talvez venha a ser um dos mais importantes critérios na
indicacdo de neoadjuvancias, cuja aplicacdo, como ja foi demonstrado, aumenta a
SLD, mas com efeitos ainda discutiveis a longo prazo, para a sobrevida global (WANG
et al, 2009; EBCTCG, 2018).

Associando-se ao expressivo encontro de graus tumorais elevados, esteve o Ki 67,
cuja titulagéo superior aos 26% ocorreu em quase 81% dos TTN. No consenso de St
Gallen, 2011, foi proposta a titulacdo sisteméatica do mesmo em todos 0s casos; como
marcador de proliferacéo epitelial e provavel boa resposta a QT. E um ponto de corte
de 11%. Inwald e outros (2013), deram o0 mesmo valor ao Ki 67, sugeriram o “cut off”
de 14%, e comentaram que ndo ha ainda valor universalmente aceito para 0 mesmo
(INWALD et al, 2013).

A titulacdo do P53, que da mesma forma € interpretado como fator de
proliferacdo, foi coerentemente bem mais significativa dentre os TTN. Dookeran e
colegas valorizaram esse achado como um preditor independente de sobrevida,
principalmente em afrodescendentes. Estudaram 331 afro-americanas de baixo
“status” socioecondmico, tratadas e acompanhadas durante em média 41 meses; e
demonstraram na analise multivariada, que o P53 se manteve como fator prognéstico
para evolu¢cbes desfavoraveis (HR: 1,63; 1,01-2,59, IC 95%), mesmo apOls ajustes
para idades, estadios, graus e subtipos tumorais (DOOKERAN et al, 2010).

6.2 - Resposta aos tratamentos, evolucéao e fatores prognosticos

Conforme exposto em “resultados”, as pacientes TTN foram submetidas em
maiores proporc¢des a cirurgias radicais e quimioterapias. Mesmo assim a sobrevida
global e livre de doenca em cinco anos, foram menores. Trinta e oito por cento dos
casos de TTN morreram durante 0s cinco anos de seguimento, 0 que representou
quase o dobro do observados entre os casos de NTN. As recorréncias foram
igualmente mais frequentes nos TTN, chegando a quase 43%; em comparacao a
menos de 25% nos NTN. O perfil Triplo Negativo implicou em um risco de recorréncias

em cinco anos, 2,23 vezes maior; e 0 risco de oObitos, foi trés vezes superior. A
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precocidade das recorréncias dentre os TTN chamou a atencéo, sendo que 67,5%
das mesmas se deu nos primeiros dois anos apés o diagnostico, e 83,7% em trés
anos; contra respectivamente 40% e 63% dentre os NTN.

Qiu e colaboradores comparando mulheres chinesas com cancer de mama
Triplo e Nao Triplo negativas, observaram recidivas ou metastases em cinco anos, em
27,5% das TTN e, 13,4% das NTN. Comparamos a populacdo estudada por esses
autores com a nossa, na busca de explicagdo para a discrepancia nos indices de
recorréncia. As diferencas parecem se dever ao fato que, em nossa amostragem,
38,4% das pacientes foram ja diagnosticadas no estadio Ill, enquanto na populacao
estudada por Qiu e seu grupo, apenas 27,5% estivessem nesse estadio. Com relacéo
a sobrevida global em cinco anos, os achados de Qiu foram mais préximos dos
nossos: 72% para TTN e 86,6% para NTN (neste trabalho: respectivamente, 62,1%
e 80,8%).

Lin e colegas encontraram igualmente sobrevida global maior em mulheres
taiwanesas com tumores N&o Triplo Negativos, quando comparados a Triplo
Negativos, sobretudo com linfonodos acometidos. Analisando mulheres americanas
portadoras de TTN, Hernandez-Aya et al, relataram 80% de sobrevida global em cinco
anos, em pacientes com axilas livres, caindo a 65% nos casos com comprometimento
de até trés linfonodos axilares. Quando comparamos a sobrevida global em cinco anos
de nossas pacientes Triplo Negativas com axilas livres e acometidas, essa queda foi
ainda mais significativa, caindo de 77,3% para 50% (p=0,004; figurall)

Outras casuisticas brasileiras também demonstram diferencas na sobrevida
segundo os subtipos tumorais. Duarte Cintra e colaboradores (2012), relataram 67,8%
de sobrevida global em cinco anos para TTN, inferior as taxas de 86,4% e 91,4%,
referentes a tumores luminais A e B. Eisenberg, Vitral Pinto e Koifman (2013),
constataram em pacientes com tumores de mama Triplo Negativos sem
comprometimento de ganglios axilares, 69% de sobrevida global em cinco anos,
tendendo a posterior estabilizagdo, com taxa de 61,6% em 10 anos. Dentre os tumores
NTN, encontraram sobrevidas de 82,2% e 70,1% em cinco e 10 anos
respectivamente. Ressaltaram a importancia dos parametros clinicos, principalmente
do comprometimento cutaneo, e do grau histolégico, assim como do Ki 67, como

elementos de prognostico e predigao.



118

Em nossa pesquisa, é provavel que o tipo histolégico, grau tumoral, o Ki 67 nao
tenham se mantido significantes no estudo multivariado devido aos dados faltantes, o
que constitui uma limitagdo da mesma. O infiltrado linfocitario se mostrou presente
em quase 56% dos TTN, e em apenas 40% dos NTN, e o dado teve significancia
estatistica no estudo descritivo, sendo mais um fator de diferenciacao entre os grupos.
N&do se manteve na analise multivariada, mas mostrou significativo no estudo
univariado, como fator de risco para a sobrevida em Triplo Negativos.

Nos parece que a relevancia detectada na multicentricidade dos TTN neste
nosso trabalho € um achado a ser valorizado, uma vez que representou fator
prognéstico independente. Soma-se as informacdes de outras pesquisas ja citadas,
como elemento de individualizagéo dos casos, e para o planejamento terapéutico.

A miscigenacao racial da nossa populacdo ndo parece particularizar os
tumores Triplo negativos que nela incidem. As pacientes foram oriundas tanto do
sistema publico de saude quanto da medicina privada, e 0 pequeno nimero de casos
estudados constitui uma limitacdo deste trabalho, mas os achados séo coerentes aos
de outras publica¢cdes nacionais e estrangeiras. Conforme ressaltado por Palma et al,
a heterogeneidade dos Triplo negativos € inter e intra tumoral, e o estudo das
diferentes etnias e das mdltiplas casuisticas, ainda nao forneceu um ponto, ou uma
alteracdo Unica, que indiscutivelmente possa servir de alvo terapéutico para o
tratamento da doenca (PALMA et al, 2015).

6.3 - Consideracbes

Retornamos ao inicio: cirurgides e oncologistas quando tratam de canceres de
mama, necessitam de informacdes que indiguem com a maior aproximagao possivel,
a natureza bioldgica do caso que estdo abordando, a provavel evolugéo e, a possivel
resposta as opc¢bes de tratamento. No tocante aos Tumores Triplo Negativos,
percebem-se tentativas de aperfeicoamento das classificacbes, mediante a
conjugacao dos aspectos moleculares, anatdmicos e histologicos, na busca da
individualizac&o das pacientes. Informacdes de simples aquisi¢cao e baixo custo, como
as citoqueratinas basais e o0 EGFR, devem fazer parte dos estudos ja rotineiros de

imunoistoquimica, porque auxiliam, com razoavel acuracia, a identificacdo dos
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tumores basais. Descricdes da histo-morfologia passiveis de otimizacdo, como:
bordas e nucleos tumorais, acelularidade e necrose central (“CAZ”), multifocalidade,
multicentricidade e infiltrado linfocitario graduado, sé@o indicativas de resposta (ou n&o)
a QT, principalmente se afastados aspectos de metaplasias sarcomatosas,
secundarias aos fenbmenos de transicao epitélio mesenquimal, ja suficientemente
identificados e reconhecidos. O dialogo das equipes multidisciplinares que tratam do
cancer de mama, certamente sera ampliado quando se solicitarem aos patologistas
maior detalhamento desses aspectos, com o fito de evitar tratamentos citotdéxicos em
tumores que nao responderdo, ou o fardo de forma efémera. Ha por outro lado, uma
parcela de TTN para a qual ndo se tem o tratamento-alvo, e os recursos de adjuvancia
conhecidos também n&o funcionam. Ildentificar essas mulheres ainda na fase de
planejamento terapéutico é til, até porque talvez sejam casos que exigirdo cirurgias
mais amplas e radicais; e eventualmente, sem o uso de QT. Dados adicionais auxiliam
o encaminhamento das condutas, e dao aos profissionais seguranca para o dialogo

com a paciente e familiares.

7 - CONCLUSOES

A) Nesta pesquisa as portadoras de Tumores Triplo Negativos apresentaram
diferencas sociodemograficas marcantes em relacao as Nao triplo Negativas, ja que
houve significativo acimulo de pacientes ndo brancas e predominio de baixa e média
escolaridade dentre as mesmas. Demonstraram uma dependéncia maior dos servicos

publicos de saude.

B) Os Tumores Triplo Negativos, na populacéo estudada, mostraram-se mais
graves ao diagndstico, com dimensdes proporcionalmente maiores, axilas mais
comprometidas e estadiamento mais avancado. O grau tumoral elevado (lll) foi muito
mais frequente que nos NTN, bem como outros indicadores de agressividade tumoral
como o Ki 67, o P53 elevado e a multifocalidade. O infiltrado linfocitario se mostrou
frequente e, na analise univariada, representou fator de risco para a sobrevida dos
TTN.
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C) A sobrevida global, foi significativamente inferior nas portadoras de Tumores
Triplo Negativos, apesar de tratamentos cirdrgicos mais radicais, e maior propor¢cao

de tratamentos quimioterapicos utilizados.

D) A sobrevida livre de doenca foi significativamente inferior nas portadoras de
tumores Triplo Negativos. As recorréncias, além de mais comuns nas pacientes TTN,

foram precoces, 70% delas ocorrendo em até 24 meses apos o tratamento.

E) A classificacdo molecular por meio da imunoistoquimica foi capaz de
selecionar, na populacdo estudada, uma parcela de portadoras de Tumores Triplo
Negativos, que se mostraram como nheoplasias especiais, de pior prognéstico,

candidatas a tratamentos diferenciados.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To analyze the clinical, pathological, and sociodemographic aspects between triple-negative breast cancer (TNBC) and non-
TNBC in a Brazilian cohort and identify potential prognostic factors.

METHODS: This hospital-based retrospective cohort study included 447 women with breast cancer treated at referral centers in Southeast-
ern Brazil. Overall and disease-free survival were compared; prognostic factors were evaluated.

RESULTS: Triple-negative breast cancer corresponded to 19.5% of breast cancer diagnosis and was more prevalent among nonwhite and
less educated women. The patients with TNBC tended to present with stage Ill cancer, high p53 expression, lymphocytic infiltration, and
multifocality and treated with radical surgery and chemotherapy. The 5-year overall and disease-free survival were 62.1% and 57.5% for
TNBC and 80.8% and 75.3% for non-TNBC, respectively (P<.001). The TNBC recurrence was associated with multicentricity, whereas
lymph node involvement increased the risk of both recurrence and death. Non-TNBC worse clinical course was associated with nonwhite
ethnicity, lower education level, lymph node involvement, and advanced stage.

CONCLUSIONS: Triple-negative breast cancer exhibited a more aggressive behavior, earlier and more frequent recurrence, and worse sur-
vival compared with non-TNBC. While biological and social variables were associated with poorer prognosis in non-TNBC, only lymph node

involvement and multicentricity were correlated with worse clinical outcomes in TNBC.
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Introduction

The high heterogeneity of breast cancer explains in part the
differences in the morbidity and mortality of this disease. In
that sense, molecular and genetic profiling of breast tumors, as
well as their classification, has led to a greater diagnostic accu-
racy, better prediction of patients’ clinical evolution, and more
appropriate treatment strategies.!?

Triple-negative breast cancer (TNBC) is a specific subset of
tumors characterized by the absence of the 3 most commonly
targeted biomarkers considered for breast cancer treatment:
estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR), and
human epidermal growth factor receptor (HER2).3 The
TNBC accounts for 15% to 20% of all breast cancer diagnoses
and usually has a more aggressive clinical course, with worse
evolution within the first 3 to 5years after diagnosis; early and
higher rates of distant recurrences, typically visceral; and poor
survival.3® There are differences in the natural history and
prognosis within TNBC. Recent studies, using next-
generation sequencing, for instance, have shown that TNBC is

actually a group of distinct tumors displaying different clinical
and biological features.®

It has been proposed to classify TNBC into subgroups:
basal-like 1 and 2, mesenchymal, and luminal androgen recep-
tor.® Novel targets, such as the epithelial growth factor receptor,
have emerged as a new drug target. BRCA1 mutation studies
have raised expectations for the use of DNA-damaging agents
and androgen receptors in the management of TNBC.
However, the response to therapy varies considerably, making it
difficult to establish a treatment that covers all cases, as a single
target has not yet been identified.t-#

Anthracycline and taxane-based chemotherapy has tradition-
ally been the mainstay of TNBC therapy in clinical practice.’
Therefore, part of the patients, notably those with initial tumors,
receives aggressive treatment without significant improvement in
overall survival but rather a worsening quality of life. This scenario
highlights the need to research drugs capable of overcoming
chemoresistances and reduce the damage of cytotoxic therapy.”1°
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Identifying TNBC with a high probability of responding to
traditional chemotherapy poses a challenge in current clinical
practice. The role of cell proliferation markers, especially the
nuclear antigen Ki67, has been emphasized as a prognostic
marker and predictor of response to chemotherapeutic regi-
mens, although an optimal cutoft point has not yet been
defined.”13 Lymphocytic infiltration has also been found to
be a prognostic and predictive marker of response to both neo-
adjuvant and adjuvant therapies.!#16

Therefore, studies are needed to enhance the understanding
of the TNBC spectrum, to improve current management and
patient outcome. It is possible that tumor grade, histological
type, lymphocytic infiltration, and cell division markers would
have some interface with the complex information of genetic
and molecular assays, thus providing estimates of clinically rel-
evant TNBC subgroups.'¢-'® How these parameters occur in
TNBC and their relation to survival and disease relapse have
been inadequately investigated in Brazil. This study thus aimed
to identify clinical and pathological features in a cohort of
Brazilian women diagnosed with breast cancer, comparing
TNBC with non-TNBC tumors, and to assess possible asso-
ciations of the parameters with recurrence and survival.

Patients and Methods
Study population

This hospital-based retrospective cohort study comprised
women diagnosed with breast cancer between 2003 and 2005.
They were assisted at a public and a private referral center for
cancer care in the city of Juiz de Fora, state of Minas Gerais,
Brazil. The patients were identified through the Hospital
Registry of Cancer, and data were obtained through a stand-
ardized form from the medical records of both cancer and
breast specialists.

A total of 563 patients were initially identified. Women
diagnosed with carcinoma in situ were excluded (n=45), as
well as those with distant metastasis at diagnosis (n=39). In
addition, 32 patients were excluded because of missing infor-
mation on the immunochemistry profile. The final cohort con-
sisted of 447 patients, who were classified into 2 groups:
TNBC, when tumors were negative for ER, PR, and HER2
(n=87),and non-TNBC, for all other cases (n=360).

The immunohistochemical analysis was performed in the
hospitals” accredited laboratory following standard criteria. It
started with tissue deparaffinization, followed by antigen
recovery using wet heat and buffers. Blockage of peroxidases
was performed, and specific antibodies were added: SP1 and
SP2 for estrogen and progesterone and SP3 or 4B5 for HER2
(dilution: 1/250). The bound antibodies were displayed by the
streptavidin-biotin system. A tumor was classified as positive
tor ER and PR when >10% of tumor cell nuclei expressed these
antigens. For HER2, a positive score of 3+ for membrane stain-
ing was required, whereas those with scores of + and 2+ were
sent to fluorescence in situ hybridization. This approach meets

the American Society of Clinical Oncology 2007 and 2013

recommendations. All laboratory reports were revised.

Study variables

The following sociodemographic variables were analyzed: age
at diagnosis (in years); ethnicity (white or nonwhite); education
level (high [secondary school or higher], moderate [primary
school], or low [incomplete primary school or illiterate]). The
nature of the oncology service (public or private) was also ana-
lyzed. Variables related to tumor characteristics included
anatomopathological tumor size (<2.0 and >2.0cm), histo-
logical type, lymph node involvement, staging according to
TNM classification,' lymphocytic infiltration (presence or
absence), Ki67 (low <25% and high/moderate =26%), p53,
multifocality, and multicentricity. Treatment variables were
surgery type (radical or conservative) and additional therapy

(chemotherapy).

Follow-up

A 5-year follow-up of each patient was conducted based on
the consultation of medical records and was complemented
by search in the Brazilian Mortality Information System
(SIM) of Minas Gerais, telephone contact, consultation of
the National Health Registry, and Brazilian individual regis-
tration number (CPF).

The diagnosis date (corresponding to the date of the histo-
pathological disease report) was considered the starting point
for the analysis of overall survival, and all-cause mortality was
used as failure in this case. Disease-free survival was defined as
the interval between the first treatment and recurrence (locore-
gional recurrence, metastasis, or death from any cause).?
Patients who remained alive until December 31,2010 (the end
of follow-up), were censored. The date of the last contact was
used to define the end point for loss to follow-up.

Data analysis

Differences in the distribution of study variables between
TNBC and non-TNBC were evaluated by y? test. Survival
functions were calculated using the Kaplan-Meier method, and
the log-rank test was used to compare the survival curves.
Prognostic factors of overall survival and disease-free survival
were analyzed by the Cox proportional hazards model, and the
hazard ratios (HRs) were calculated with a 95% confidence
interval (CI). Variables that presented P values of <.25 in the
univariate Cox model were included in the multivariate model.
The risk proportionality assumption was validated by the
Schoenfeld residue analysis. For variables with missing data
(tumor grade, Ki67, and p53), a comparative study was per-
formed, considering tumor profile, recurrence, metastasis, and
death as dependent variables. No significant differences were
found between patients with missing data and other patients,
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showing that data losses were random, which made the analysis
of those variables possible. A 5% level of significance was used
for all tests. The IBM Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) 21 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) was used for all
statistical analyses.

The study design was approved by the Ethics Committee of
Universidade Federal de Juiz de Fora (protocol no. 151.219 of
November 22, 2012). The need for informed consent was
waived owing to the noninterventional design of the survey
and full data protection.

Results

The TNBC accounted for 19.5% of the 447 patients. The
mean age at diagnosis did not differ between the groups, and
significant differences were identified for ethnicity and educa-
tional level, with TNBC being more prevalent in nonwhite
women and those with moderate and low education level. The
TNBC tended to present at diagnosis with lymphocytic infil-
tration (P=.02), multifocality (P=.04), tumor size of >2cm
(P=.06), and stage III tumors (P=.09), and to express high
levels of p53 (P=.04) and Ki67 (P=.09). The patients with
TNBC showed significantly higher percentages of radical sur-
gery and chemotherapy. When outcomes were compared, the
TNBC group presented a higher frequency of early recur-
rences, defined as up to 24 months (P=.02), and death in 5 years
(P<.001) (Table 1).

The 5-year overall and disease-free survival rates for the
entire patient population were 77% and 72%, respectively.
Overall survival was 62% for TNBC and 81% for non-TNBC,
and disease-free survival was 57% for TNBC and 75% for non-
TNBC (log-rank P<.001; Figure 1). The median survival time
was 46 months (95% CI: 42-51) for TNBC versus 55 months
(95% CI: 54-57) for non-TNBC, and the median disease-free
interval was 43 months (95% CI: 38-48) and 53 months (95%
CI: 41-54), respectively.

Overall survival: TNBC, 62.7% (95% CI: 51.9-71.2); non-
TNBC, 81.1% (95% CI: 76.3-84.5); log-rank test P<.001.

Disease-free survival: TNBC, 57.5% (95% CI: 46.4-67.1);
non-TNBC, 75.3% (95% CI: 70.5-79.4); log-rank test P<.001.

Univariate Cox regression analysis showed that the risk of
recurrences (HR: 2.23; 95% CI: 1.52-3.28) and risk of death
(HR: 2.97; 95% CI: 1.96-4.50) were higher in TNBC com-
pared with non-TNBC. In non-TNBC patients, the risk of
recurrence was higher among patients aged <40years, of non-
white ethnicity, with lower education level, and with tumors
larger than 2cm, of grade III and at stage III. Lymph node
involvement, p53, Ki67, and chemotherapy treatment were also
associated with higher recurrence in this group. In patients
with TNBC, only lymph node involvement and staging were
associated with recurrence (Table 2).

Overall survival in TNBC was negatively associated with
lymph node involvement, stage III, and metastasis during the
course of the disease. For the non-TNBC group, poorer sur-
vival was observed in patients of nonwhite ethnicity, with lower

education level, who were attended in the public health sector,
with tumors larger than 2cm, of grade III and at stage III,
lymph node involvement, elevated Ki67, and metastasis during
the course of the disease (Table 3).

The multivariate analysis revealed that lymph node involve-
ment appears to increase the risk of recurrence and mortality in
patients with TNBC. Multicentricity was also associated with
a higher risk of death in this group. In non-TNBC patients, the
risk of recurrence was higher in those with lower education
level and lymph node involvement, and survival was worse in
nonwhite women and those with advanced-stage tumors
(Table 4). For all multivariate models, the proportional hazards
assumption was confirmed overall and separately for each vari-

able by the scaled Schoenfeld residual test.

Discussion

This study described the clinical, pathological, and sociodemo-
graphic characteristics of patients with TNBC and non-TNBC
in a medium-size city in Southeastern Brazil, which is a
regional reference for cancer care. The TNBC prevalence in
this study is in accordance with the literature, as it accounts for
10% to 20% of all breast cancers.2>2!1 The TNBC was more
likely to be found in nonwhite women than non-T'NBC, which
is expected because TNBC is more common in women of
African ancestry or Hispanic ethnicity.?>?3 Despite lower inci-
dences of breast cancer in black and Hispanic women, studies
have persistently shown that these women are more commonly
affected by tumors with increased severity and worse
outcomes.22-25

Although TNBC is frequently diagnosed in younger
patients,>>?! the mean age at diagnosis in our study cohort was
57years, which may partly reflect late diagnosis or difficult
access to health care services. The higher percentage of TNBC
in women with lower education level and assisted in the public
health sector is consistent with the higher occurrence of TNBC
in socially disadvantaged populations.?»?¢ Other demographic
variables such as parity, breastfeeding, reproductive status, and
family history did not seem to differ in the 2 groups.

Similar to findings in other studies, the 5-year overall and
disease-free  survival were worse in women with
TNBC.245212227 About 38% of patients with TNBC died
during the 5-year follow-up, compared with only 19% of non-
TNBC patients. Recurrences were observed in 43% of patients
with TNBC, compared with 25% in non-T'NBC patients. Not
only were recurrences more prevalent in the TNBC group but
they also occurred earlier in the course of the disease. In the
patients with TNBC, 67.5% of recurrences were found within
the first 2 years and 83.7% within the first 3 years after diagno-
sis, whereas in the non-TNBC group, these values were 40.4%
and 62.9%, respectively. These recurrence rates were higher
than those observed in a Chinese cohort (2016), in which the
5-year recurrence was 27.5% in the patients with TNBC and
13.4% in non-TNBC patients; the 5-year overall survival rates
were 88.5% and 95.5%,%8 respectively, higher than those found
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Table 1. Distribution of variables according to breast cancer subtype (Juiz de Fora, Brazil, 2003-2005).

VARIABLE BREAST CANCER SUBTYPE
TNBC, NO. (%) NON-TNBC, NO. (%) P VALUE
No. of patients 447 87 (19.5) 360 (80.5)
Age at diagnosis 447 57 (+13) 58 (+14) 49
Ethnicity 422 .001
White 340 57 (67.9) 283 (83.7)
Nonwhite 82 27 (32.1) 55 (16.3)
Education level 404 .007
High 166 22 (27.8) 144 (44.3)
Moderate 68 21 (26.6) 47 (14.5)
Low 170 36 (45.6) 134 (41.2)
Family history of cancer 416 .3
Positive 120 19 (24.1) 101 (30)
Negative 296 60 (75.9) 236 (70)
Health service 447 14
Public 220 49 (56.3) 171 (47.5)
Private 227 38 (43.7) 189 (52.5)
Tumor size, cm 438 .06
>2 257 58 (67.4) 199 (56.5)
<2 181 28 (32.6) 153 (43.5)
Lymph node involvement 437 .64
Positive 198 40 (47.6) 158 (44.8)
Negative 239 44 (52.4) 195 (55.2)
Staging 446 .09
I 124 18 (20.9) 106 (29.4)
I 190 35 (40.7) 155 (43.1)
1 132 33(38.4) 99 (27.5)
Histological type 446 .21
Invasive ductal 352 73 (83.9) 279 (77.7)
Invasive lobular 56 6 (6.9) 50 (13.9)
Other 38 8(9.2) 30 (8.4)
Tumor grade 337 <.001
I 11 10 (14.9) 101 (37.4)
Il 158 33 (49.3) 125 (46.3)
1l 68 24 (35.8) 44 (16.3)
Lymphocytic infiltration 427 .02
Positive 186 44 (55.7) 142 (40,8)

Negative 241 35 (44.3) 206 (59.2)
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Table 1. (Continued)

VARIABLE BREAST CANCER SUBTYPE
TNBC, NO. (%) NON-TNBC, NO. (%) P VALUE

Ki67 349 .09
<D25% 94 15 (19.5) 79 (29)
=26% 255 62 (80.5) 193 (71)

p53 336 .04
<25% 230 37 (57.8) 193 (71)
=26% 106 27 (42.2) 79 (29)

Multifocality 423 .04
Positive 35 11 (14.1) 24 (7)
Negative 388 67 (85.9) 321 (93)

Multicentricity 422 .25
Positive 21 6(7.7) 15 (4.4)
Negative 401 72 (92.3) 329 (95.6)

Surgery 442 .01
Radical 217 53 (61.6) 164 (46.1)
Conservative 225 33 (38.4) 192 (53.9)

Chemotherapy 447 .001
Yes 308 73 (83.9) 235 (65.3)
No 139 14 (16.1) 125 (34.7)

Recurrence 447 .001
Yes 126 37 (42.5) 89 (24.7)
No 321 50 (57.5) 271 (75.3)

Time to recurrence, mo 126 .02
Up to 24 61 25 (67.5) 36 (40.4)
25-36 26 6 (16.2) 20 (22.5)
37-60 39 6 (16.2) 33 (37.1)

5-y overall survival 447 <.001
Dead 102 33 (37.9) 69 (19.2)
Alive 345 54 (62.1) 291 (80.8)

Abbreviation: TNBC, triple-negative breast cancer.
Total varies due to missing data.

in our study (62.1% in TNBC and 80.8% in non-I'NBC).
These differences are probably due the fact that 28% of TNBC
and 14% of non-TNBC were diagnosed at stage I1I (advanced
stage) in the Chinese cohort, whereas in our study, these rates
were 38% and 28%, respectively. In a Taiwan cohort study,
worse survival was also observed in the patients with TNBC,
but disease-free survival had no difference when compared

with non-TNBC patients.?

Survival rates in this study were also similar to those found
in another Brazilian cohort, in which TNBC women without
lymph node involvement had a survival rate of 69% in 5years
and 61.6% in 10years. Among non-TNBC patients, the sur-
vival was 82.2% and 70.1% in 5 and 10years, respectively. In
that study, skin involvement, histological grade, and Ki67 were
identified as prognostic and predictive factors.”” In another

Brazilian study, the 5-year survival was 67.8% in TNBC, which
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Figure 1. Overall and disease-free survival in patients with triple-negative breast cancer (TNBC) and non-TNBC (Juiz de Fora, Brazil, 2003-2005).

Table 2. The 5-year disease-free survival estimated by univariate Cox analysis for 447 women diagnosed with breast cancer (Juiz de Fora, Brazil,
2003-2005).

VARIABLE NON-TNBC

95% Cl P VALUE 95% ClI P VALUE

Age at diagnosis, y

<40 vs =40 1.15 0.28-4.77 .85 1.91 1.10-3.34 .02
Ethnicity
Nonwhite vs white 1.47 0.76-2.88 .26 1.91 1.16-3.16 .01

Education level
Low/moderate vs high 1.55 0.67-3.58 3 1.92 1.19-38.10 .01

Health services

Public vs private 1.16 0.60-2.24 .66 1.4 0.92-2.12 12
Chemotherapy
Yes vs no 0.9 0.38-2.17 .82 1.74 1.08-2.82 .02

Tumor size, cm

2 vs <2 14 0.67-2.90 .37 2.58 1.59-4.19 <.001
Lymph node involvement

Positive vs negative 215 1.07-4.31 .03 2.28 1.47-3.53 <.001

Tumor grade

vs I-11 0.88 0.42-1.82 .73 2.23 1.28-3.89 .01
Staging

Mvs I-l 1.89 0.98-3.64 .05 3.89 2.56-5.90 <.001
p53

Moderate/high vs low 1.07 0.53-2.16 .86 1.88 1.16-3.05 .01
Kie7

Moderate/high vs low 0.91 0.39-2.11 .83 2.06 1.08-3.94 .03
Multifocality

Yes vs no 1.53 0.63-3.68 .34 1.62 0.81-3.22 A7
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Table 2. (Continued)

VARIABLE NON-TNBC

95% Cl P VALUE 95% ClI P VALUE

Multicentricity

Yes vs no 2.46 0.87-7.01 .09 1.7 0.74-3.90 .21
Lymphocytic infiltration

Positive vs negative 1.47 0.74-2.92 .27 1 0.65-1.54 .99

Abbreviations: Cl, confidence interval; HR, hazard ratio; TNBC, triple-negative breast cancer.

Table 3. The 5-year overall survival estimated by univariate Cox analysis for 447 women diagnosed with breast cancer (Juiz de Fora, Brazil, 2003-
2005).

VARIABLE NON-TNBC

95% ClI P VALUE 95% ClI P VALUE

Age at diagnosis, y

<40 vs =40 1.06 0.25-4.43 .94 1.65 0.87-3.15 A3
Ethnicity
Nonwhite vs white 1.51 0.75-3.04 .25 2.4 1.41-4.12 .001

Education level
Low/moderate vs high 1.66 0.68-4.08 .27 2.05 1.17-3.61 .01

Health services

Public vs private 1.42 0.70-2.89 .33 1.82 1.13-2.46 .01
Chemotherapy

Yes vs no 0.75 0.31-1.81 .52 1.34 0.79-2.25 .27
Tumor size

>2vs <2cm 1.37 0.63-2.95 43 3.29 1.82-5.94 <.001

Lymph node involvement

Positive vs negative 2.72 1.27-5.82 .01 2.25 1.36-3.73 .002
Metastasis
Positive vs negative 13.5 5.36—34.03 <.001 14.75 8.42-25.83 <.001

Tumor grade

Mvs I-11 1.01 0.47-2.19 .98 2.87 1.55-5.29 .001
Staging

I vs I-11 218 1.09-4.37 .03 3.93 2.44-6.32 <.001
p53

Moderate/high vs low 1.06 0.50-2.23 .88 1.51 0.86-2.63 15
Ki67

Moderate/high vs low 0.98 0.40-2.40 .97 212 1.00-4.50 .05
Multifocality

Yes vs no 1.51 0.62-3.68 .37 0.81 0.29-2.22 .68

(Continued)
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Table 3. (Continued)

VARIABLE

95% ClI

P VALUE

NON-TNBC

95% ClI P VALUE

Multicentricity

Yes vs no 2.67 0.93-7.65
Lymphocytic infiltration
Positive vs negative 1.57 0.75-3.28

.07 1.79 0.72-4.45 .21

.23 1.01 0.50-1.35 .82

Abbreviations: Cl, confidence interval; HR, hazard ratio; TNBC, triple-negative breast cancer.

Table 4. The 5-year disease-free and overall survival estimated by multivariate Cox analysis for 447 women diagnosed with breast cancer (Juiz de

Fora, Brazil, 2003-2005).

DISEASE-FREE SURVIVAL

95% Cl

OVERALL SURVIVAL

P VALUE 95% ClI P VALUE

VARIABLE HR

TNBC

Lymph node involvement

Positive vs negative 2.28 1.12-4.57
Multicentricity

Yes vs no — —
Non-TNBC

Ethnicity

White vs nonwhite — —
Education level

Low/moderate vs high 1.91 1.14-3.22
Lymph node involvement

Positive vs negative 1.81 1.14-2.90
Staging Il

ITvs | — —

Staging Ill

s | — —

.02 2.8 1.26-6.25 .012
— 411 1.17-14.36 .027
— 2.01 1.17-3.45 .01
.01 — — _

.01 — — _

— 3.06 1.16-8.05 .02
— 8.36 3.27-21.36 <.001

Abbreviations: Cl, confidence interval; HR, hazard ratio; TNBC, triple-negative breast cancer.

All models were adjusted for age at diagnosis, in continuous format.

was lower compared with non-TNBC subtypes (86.4% for
luminal A tumors and 91.4% for luminal B tumors).30

Here, lymph node involvement was a prognostic factor for
both mortality and recurrence in the TNBC group, represent-
ing a nearly 3 times risk of mortality. The same was observed in
an American cohort, in which a 5-year overall survival of 80%
was reported for the patients with TNBC without lymph node
involvement, compared with 65% in those with up to 3 positive
lymph nodes.3! The 5-year survival in this study decreased
from 77.3% to 50% (P=.004) in the patients with TNBC in
the case of positive lymph node involvement.

Our study confirms recent findings on the prognostic role of
multicentricity in TNBC, which has been related to higher cell
proliferation indexes and tendency to early axillary involve-
ment.3233 A recent meta-analysis including 67557 patients
with breast carcinoma identified multifocality or multicentric-
ity in 9.5% of them. On multivariate analysis, multicentricity
was associated with worse overall survival (HR: 1.65; P=.02),3*
which is similar to the findings of our study. It seems, therefore,
that due to its relevance and independent prognostic value,
multicentricity should be considered in the individual manage-
ment and treatment of patients with TNBC.%
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In the non-T'NBC group, lymph node involvement was asso-
ciated with more frequent recurrence and advanced-stage tumors
were related to worse survival. The mortality in patients with
non-TNBC diagnosed at stage I1I was 8 times higher compared
with that at stage 1. In addition to biological variables, sociode-
mographic variables such as ethnicity and education level were
associated with poorer outcomes in non-I'NBC, which has also
been identified in several studies.??-242¢ Those variables possibly
did not remain statistically significant on multivariate analysis in
TNBC due to the smaller sample size of this group. However, it
remains unclear as to what extent the prognosis of TNBC can be
attributable to sociodemographic and biologic variables,3
although this study’s findings support the second one.

The small sample size, its retrospective design, and per-
forming this study in only one city were major limitations.
However, the standardized method of data collection, the use
of stratified multivariate models, and the analysis of data from
both private and public sectors probably resulted in less likely
bias. The statistical analysis showed that data losses were ran-
dom, partially overcoming the missing data limitation. Finally,
the miscegenation of the Brazilian population needs to be con-
sidered when comparing the results with other populations. It
is noteworthy that despite this factor, patients with TNBC and
non-I'NBC patients still presented markedly different charac-
teristics, which were generally similar to other population
groups. The heterogeneity of TNBC is inter- and intratumoral,
and different population studies have yet to provide a common
factor that could be used in the therapy of this disease.

Conclusions

The TNBC exhibited distinct sociodemographic and tumor
characteristics, as it was more prevalent in nonwhite and less
educated women and was diagnosed at a later stage of the
disease. This tumor subtype tended to display a worse clini-
cal course, with earlier and more frequent recurrence and
worse 5-year survival, compared with non-TNBC. A more
aggressive behavior was notably seen in patients with TNBC
with lymph node involvement and multicentricity, important
clinical features to be considered in the management of these
patients.
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