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Carcinoma mamario: Classificacao molecular utilizando
a imuno-histoquimica

Breast carcinoma: Molecular classification using immunohistochemistry
Carcinoma de mama: clasificacion molecular mediante inmunohistoquimica

RESUMO

Objetivo: Classificar diferentes tipos histologicos para carcinoma mamario, do tipo invasivo, com auxilio da imuno-histoquimica.
Métodos: Selecionamos 3033 casos positivos, destes, 2433 do tipo invasivo que foram classificados em quatro grupos: Lumi-
nal A, luminal B, HER2-eriched e Basal like (triplo negativo). Realizamos um estudo retrospectivo observacional entre os anos
de 2011 e 2016Resultados: 2062 (84,4%) dos laudos revisados, foram referentes a CDI SOE, seguido pelos tipos em ordem
decrescente: CLI (11,3); carcinoma micropapilar invasivo (1,11%) e os demais tipos com incidéncia menor que 1 %. Conclusao:
Este estudo permitiu a diferenciagao histologica e caracterizacao do perfil IHQ do carcinoma mamario invasivo ocorridos em um
periodo de 6 anos no Distrito Federal.

DESCRITORES: Mama; Carcinoma, Cancer, Neoplasia, Imuno-histoquimica.

ABSTRACT

Objective: To classify different histological types for mammary carcinoma, invasive type, with the aid of immunohistochemistry.
Methods: We selected 3033 positive cases, 2433 of the invasive type, which were classified into four groups: Luminal A, luminal
B, HER2-eriched, and Basal like (triple negative). We conducted a retrospective observational study between the years 2011
and 2016.Results: 2062 (84.4%) of the related to CDI SOE, following the items in decreasing order: CLI (11.3); Invasive micropa-
pillary carcinoma (1.11%) and other types with incidence less than 1%. Conclusion: This study allowed a histological differentia-
tion and characterization of the IHQ profile of invasive mammary carcinoma over a 6 years in the Federal District.
DESCRIPTORS: Breast, Carcinoma, Cancer, Neoplasm, Immunohistochemistry.

RESUMEN

Objetivo: Clasificar diferentes tipos histolégicos del carcinoma de mama de tipo invasivo, con ayuda de inmunohistoquimica.
Métodos: Se seleccionaron 3033 casos positivos, de estos 2433 del tipo invasivo, los cuales fueron clasificados en cuatro gru-
pos: Luminal A, Luminal B, HER2-eriched y Basal like (triple negativo). Realizamos un estudio observacional retrospectivo entre
los anos 2011y 2016 Resultados: 2062 (84,4%) de los informes revisados estaban relacionados con CDI SOE, seguidos de los
tipos en orden decreciente: CLI (11,3); carcinoma micropapilar invasivo (1,11%) v los otros tipos con una incidencia inferior al 1%.
Conclusion: Este estudio permitié la diferenciacion histologica v caracterizacion del perfil IHC del carcinoma invasivo de mama
que se presentd en un periodo de 6 anos en el Distrito Federal.

DESCRIPTORES: mama; Carcinoma, cancer, neoplasia, inmunohistoquimica
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INTRODUCAO

cincer de mama representa um

dos principais problemas de saude

publica no mundo. Excetuando-se
a pele, ¢ a neoplasia mais comum entre as
mulheres. Em 2008, cerca de 13,7% dos
ébitos por cincer no mundo foram em
decorréncia de carcinoma mamadrio. (Ge-
brim’, 2015). No Brasil, essa neoplasia ¢
a principal causa de 6bito entre mulheres.
Em 2010, o Ministério da Satide estimou
aproximadamente 49.240 novos casos no
pais, sendo mais comum em pacientes pos
menopausa, com faixa etéria entre 50 e 69
anos. (Cintra®, 2012). Trata-se de uma do-
enca heterogénea com diferentes apresen-
tagoes histoldgicas, moleculares ¢ clinicas
(Vinay K, et al. '¥2010).

O diagnéstico e caracterizagio do cin-
cer de mama se inicia com a avaliagio mor-
folégica por histopatologia convencional.
Resumidamente, apds retirada do tecido
suspeito o mesmo ¢ processado ¢ cortado
em finas fatias de 3 a 5 micras, montados
em liminas que sao coradas com hematoxi-
lina e eosina. Essaslaminas sio examinadas
pelo médico partologista que define se hd
malignidade naamostra e, caso positivo, faz
a classificagao histoldgica da neoplasia. A
Organizagio Mundial de Satde (O.M.S.)
prevé varios tipos histolégicos de ciAncer de
mama (Lakhani SR, etal. 1°2012.), sendo o
mais comum o chamado carcinoma mama-
rio invasivo, sem tipo especial (carcinoma
ductal infiltrante, sem outras especificagoes
/ CDI-SOE) com cerca de 5080% dos ca-
sos. Em seguida temos o carcinoma lobular

infiltrante (CLI) que representade S a 15%
dos casos (Tabela 1).

Depois de concluido o exame histopa-
tolégico convencional, faz-se necessdrio a
pesquisa da expressao do Receptor de Es-
trogeno (RE), Receptor de Progesterona
(RP) ¢ da proteina do gene HER2/neu
(HER2). O método mais difundido para
esse fim ¢ a imuno-histoquimica (IHQ),

que permite determinar in situ, ou seja,
no proprio tecido, a expressao proteica no
contexto da morfologia tumoral. O uso
rotineiro da IHQ para andlise da expres-
sio do RE, RP e HER2 fornece informa-
¢oes criticas sobre fatores progndsticos e
preditivos para os carcinomas mamdrios e
guiard a terapia subsequente (Rakha EA,
etal.'2010).

TABELA 1 Prevaléncia de tipos histolégicos de carcinomas mamarios

reconhecidos pela O.M.S.

Prevaléncia (%) Prevaléncia (%)

Prevaléncia (%) Prevaléncia (%)

Tipo Histol6gico RAKHA LOUWMAN
ROSEN (2001)  ELLIS (2003) (2006,2008) (2007)

CDI-SOE 65-80 50-80 56.4 78
CLI 5 5-15 15 11.1
Ca. tubular <2 <2 L4 2.2
Ca.cribriforme <4 0,8-3,5 0,6 0.3
_Ca. m.lcropapllar <27 < ) _
invasivo
Ca. mucinoso <2 2 1.4 2.2
Ca. metaplasico <5 <1 - 0,2
Ca. com caracte- <5-7 1-7 26 1,1
risticas medulares
Ca. apocrino <1-4 <4 - -
Ca. com células e . _ . .
anel de sinete
Adenomioepitelio- B _ . B
ma com carcinoma
(Ea. gdenmde B 0,1 _ 01
cistico

Ca. com diferen-
ciacao neuroen- -
docina
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Ca. secretorio =
Ca. papilar invasivo =

Ca. de células
acinares

Ca. muco-epider-

moide

Ca. polimoérfico -
Ca. oncocitico -
Ca. rico em lipideos <1
(Ca. rico em glico-
génio

Ca. sebaceo -

<0,15 - -

1-3 . .

Rosen, PP, (2001); Ellis, P, Schnitt, S.J., Sastre-Garau, X, et al.(2003); Rakha, E.A, EI-Sayed, M.E.,, Menon, S,, Green, et al. (2008); Rakha,

EA., Putti, T.C, Abd EI-Rehim, (2006).

A partir dos anos 2000, os trabalhos
liderados por Perou e Sorlie (Perou CM,
et al.'* 2000); (Sorlie T, et al.’® 2001);
(Sorlie T, et al.' 2003) utilizando perfil de
expressio genica (PEG) identificou 5 sub-
tipos moleculares de carcinoma mamadrio:
luminal A, luminal B, normal breast-like,
HER2-enriched, ¢ basal-like. Posterior-
mente, foi verificado que cada classe mo-
lecular se correlaciona a diferentes sobre-
vidas e respostas a4 quimioterapia (QT).
Virias outras classificagdes foram propos-
tas, porém foram constantes 0s grupos
Luminal A, Luminal B, HER2-enriched
¢ Basal-like.

Em resumo, o subtipo molecular Lumi-
nal A (LumA), ¢ caracterizado pela simi-
laridade que células neopldsicas apresen-
tam com células normais encontradas nos
ductos mamarios. Esse subtipo representa
aproximadamente 60% dos tumores ma-
mirios, ¢ possui melhor prognéstico. Em
sua maioria, sio menores que os demais,
e caracterizados pela elevada expressio de
RE, com baixo indice proliferativo, ¢ baixo
grau histolégico. E o grupo com melhor
beneficio para terapia hormonal, e benefi-
cio limitado para QT (Cirqueira?, 2011).

Os tumores do Luminal B (LumB),
3 semelhan¢a dos Luminais A possuem
expressio de RE. E se diferem daqueles
pelo alto indice proliferativo, ¢ associagio
com a expressio de HER2. Apresentam
um maior i{ndice de proliferagio, ¢ seu
progndstico ¢ pior se comparado com os
demais. Os tumores LumB apresentam
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uma maior taxa de recorréncia e menor so-
brevida. E esperada uma melhor resposta
a QT e pior resposta & hormonioterapia
(Cirqueira®,2011).

Como dito acima, os tumores Lumi-
nal A e Luminal B sdo caracterizados pela
expressao de receptores hormonais, prin-
cipalmente RE. Os outros tipos tumorais,
caracterizados pela auséncia de expressao
desses receptores sao os HER2-enriched
e Basal-Like. O HER2-enriched ¢é carac-
terizado pela elevada expressio do gene
HER2/neu e de outros genes relaciona-
dos. Geralmente esses tumores sao poucos
diferenciados ¢ possuem uma alta taxa pro-
liferativa, sendo associados a grande fre-
quéncia de metdstase cerebral. Pacientes
com essa classiﬁcagio possuem resisténcia
intrinseca as terapias enddcrinas, mas se
beneficiam com a terapia antiHER2 ¢ QT
tradicional (Cirqueira®2011).

Por tltimo, os tumores Basal-Like com-
preendem cerca de 13% a 25% dos tumores
mamidrios. Esse subgrupo apresenta negati-
vidade para receptores hormonais e HER2,
alto grau histoldgico, alta taxa de prolifera-
¢a30 ¢ estao associados a menor sobrevida
do paciente. Representam um grupo de
tumores sem tratamento especifico, porém
quimiossensivel (Vinay K'%, et al. 2010).

A contribui¢io de métodos que utiliza
perfil de expressio génica teve inigualdvel
importincia para o entendimento do car-
cinoma mamdrio, porém o emprego desses
métodos nao ¢ pritico do ponto de vista
econdmico nem técnico, necessitando de

laboratérios especializados de alto custo. Em
razdo disso, varios investigadores propuse-
ram que o painel de IHQ pode substituir os
métodos moleculares (Tang P; Tse GM17.
2015). Em 2013, a convencio de St. Gallen
recomendou uma classificagio molecular do
cancer de mama baseada em IHQ (Goldhir-
sh A, et al8. 2013). Essa classificagio utiliza
uma combinacio dos resultados para RE,
RP, HER2 ¢ Ki67 (Tabela 2).

O presente trabalho tem o objetivo de
correlacionar os subtipos histolégicos de
carcinomas mamdrios com os tipos mole-

culares definidos pela IHQ.

METODOS

Foi realizado um estudo retrospectivo
e observacional com revisio de 3.033 lau-
dos de IHQ de mama de um laboratério
de anatomia patoldgica de Brasilia-DF
(Laboratério Lamina) nos anos de 2011
a 2015. Foram excluidos da andlise casos
de neoplasia “in situ” a fim de preservar
apenas os casos de neoplasia invasiva, to-
talizando 2433 casos analisados.

Os casos foram morfologicamente ava-
liados por histomorfologia convencional
¢ a reacao de imuno-histoquimica foi re-
velada com o sistema livre de biotina NO-
VOLINK (LeicaBiosistems). Na pesquisa
dos receptores hormonais utilizou-se os
RE
clone 6F11 (LeicaBiosistems) na diluicio
de 1:400; RP o clone 16 (LeicaBiosistems)
na dilui¢io de 1:800. A gradacio dos re-

seguintes anticorpos monoclonais:

ceptores hormonais foi realizada usando-
-se 0 método de Allred (Allred DC, et al.
1998) O score de Allred avalia a propor-
¢ao de células positivas juntamente com a
intensidade da reaco. O score varia de 0
a 8, sendo que os casos maiores que 3 sio
considerados positivos.

O anticorpo usado para evidenciar a
expressio de HER2 foi o SP3 (Epitomics)
na dilui¢ao de 1:500. A avaliagio da ex-
pressio do HER-2 seguiu as orientagdes da
associagio americana de oncologia clinica e
colégio americano de patologistas (ASCO/
CAP). (Wolff AC, et al*. 2013) Os casos
identificados na imunohistoquimica como
duvidosos foram encaminhados para pes-



quisa de amplificagdo genica por hibridiza-
¢do “in situ” por fluorescéncia (FISH).

O anticorpo utilizado para 0 Ki67 foi o
SP6 (Cell Marque) na diluigio de 1:500.
A leitura da reacio foi realizada manual-
mente com registro da propor¢io de célu-
las positivas para a marcacio.

Bascado nas informagoes contidas nos
laudos, cada caso recebeu uma classifica-
¢3o molecular baseada na proposta de St-
Gallen 2015 (TABELA 2).

Os subtipos histoldgicos foram entio
correlacionados com o subtipo molecular.

O software Microsoft Excel 2013 foi
utilizado para processamento dos dados.
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RESULTADOS

Do total de 3.033 laudos revisados,
2433 eram referentes a carcinoma invasi-
vo ¢ continham todas as informagées para
serem incluidos no estudo. O tipo histolé-
gico mais comum foi o Carcinoma ductal
infiltrante, S.O.E (CDI-SOE) (Carcino-
ma mamdrio invasivo sem tipo especial
na classificagio OMS 2012) totalizando
2062 casos (84,4%). Os demais tipos his-
tolégicos em ordem decrescente foram:
carcinoma lobular invasivo (11,3%), car-
cinoma micropapilar invasivo (1,11%) e
com prevaléncia menor que 1% observa-

TABELA 2.Classificacao molecular do cancer de mama baseado em IHQ.

Proposta do St Gallen International Expert Consensus on the Primary
Therapy of Early Breast Cancer (Coates AS, et al. 2015).

TIPO MOLECULAR
Luminal A (LumA)
Luminal B HER2- (LumB HER2-)
Luminal B HER2+ (LumB HER2+)
HER2-neu non-luminal (HER2 N/L)
Triple Negative Breast Cancer (TNBC)

CRITERIO
RE+ e /ou RP+ HER2 — Ki67% baixo*
RE+ e /ou RP+ HER2 — Ki67% alto*
RE+ e /ou RP+ HER2 +
RE -/ RP- HER2 +
RE- / RP- HER2 -

* Para a definicdo do ponto de corte para o Ki67, foi calculado a mediana da expressao nos casos positivos para RE (20%). VValores < 20%

foram considerados baixo, valores >20% foram considerados alto.

mos carcinoma mucinoso, carcinoma tu-
bular, carcinoma invasivo ductal e lobular,
carcinoma papilar invasivo, carcinoma
apocrino, carcinoma metaplasico, carci-
noma ttbulo-lobular, carcinoma adenoi-
de-cistico, carcinoma com caracteristicas
medulares, carcinoma ductal com dife-
renciagio neuro-enddcrina, carcinoma
secretor e carcinoma cribriforme.

A tabela 3 relaciona os tipos histo-
légicos com a respectiva classificacio
molecular por IHQ. Para os casos CDI-
-SOE, observa-se que graus histoldgicos
menores estavam relacionados a maior
propor¢ao de casos LumA. Por exemplo,
os casos CDI-SOE graul, apresentaram
propor¢ao de casos LumA de 92,7%, os
casos CDI-SOE grau 2 a propor¢io de
casos LumA foi de 54,9% e para o grau 3
apenas 6,9%. O carcinoma micropapilar
invasivo foi majoritariamente classificado
como LumB. O carcinoma mucinoso teve
83% dos casos classificados como LumA.
Carcinoma ttbulo-lobular e cribriforme
tiveram todos os casos classificados como
LumA. Carcinoma adenoide-cistico teve
todos os casos classificados como TNBC.
A maioria dos casos de carcinoma meta-
plésico foi classificado como TNBC.

TABELA 3

Tipo Histologico LumA
CDI-SOE 975 (47,3%)
grau 1 280(92,7%)
grau 2 647(54,9%)
grau 3 48(6,9%)
CLI-SOE 213(76,6%)
Ca. micropapilar invasivo 5(18,5%)
Ca. mucinoso 20(83%)
Ca. invasivo ductal e lobular 3(33.3%)
Ca. tubular 9(100,0%)
Ca. papilar invasivo L(66,7%)
Ca. Apocrino 1(16,7%)
Ca. Metaplasico 0

Ca. Tabulo-lobular 3(100,0%)
Ca. Adenoide-Cistico 0

Ca. com caract. medulares 0

WER2  HERs.  MERENA
492 (23,9%) 186 (9%) 143 (6,9%)
11(3,6%) 7(2,3%) 1(0,3%)
297(25,2%) 110 (9,3%) 62(5,3%)
266(38,1%) 81(11,6%) 83(11,9%)

53(19,1%) 7(2,5%) 0
16(59,3%) 3(11,1%) 1(3,7%)
3(12,5%) 1(4,2%) 0
3(33.3%) 1(11,1%) 1(11,1%)

0 0 0
2(33,3%) 0 0
1(16,7%) 0 1(16,7%)
1(14,3%) 0 0

0 0 0

0 0 0
1(50,0%) 0 0

TNBC Total (%)
266 (12,9%) 2062 84,44%
3(1,0%)
63(5,3%)
221(31,6%)
5(1,8%) 278 11,38%
2 (7,4%) 27 1,11%
0 24 0,98%
1(11,1%) 9 0,37%
0 9 0,37%
0 6 0,25%
3(50,0%) 6 0,25%
6(85,7%) 7 0,29%
0 3 0,12%
3(100,0%) 3 0,12%
1(50,0%) 2 0,08%
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Ca. com dif neuroendocrina 2(66,6%)
Ca. Secretor 0
Ca. Cribriforme 2(100,0%)

1(33,3%) 0 0
1(100,0%) 0
0 0 0

Figura 1 Distribuicao dos tipos histologicos de acordo com a classificacao

molecular. A espessura da linha indica a proporcao de casos relacionados a

determinada classificacao

Ca. Cribriforme
Ca. Tubular
Ca. Tabulo-lobular
Ca. mucinoso
CLI-SOE
CDI-SOE
grau 1
grau 2
grau 3
Ca. micropapilar invasivo
Ca. Apécrino
Ca. com caracteristicas
medulares
Ca. Metaplasico

LumA

LumB HER2-

LumB HER2+

Ca. Adendide-Cistico

DISCUSSAO

Correlacionamos neste estudo vérios
tipos histoldgicos de carcinoma mamé-
rio com sua classificagio molecular, por
meio de imuno-histoquimica. A avalicio
do tipo histolégico associada & pesquisa
de expressio de receptores hormonais,
HER2 e Ki67 sio fatores progndsticos
e preditivos levados em consideragio no
gerenciamento de terapias mais adequadas
para cada tipo tumoral.

O tipo histolégico mais comum obser-
vado neste estudo foi o carcinoma duc-
tal infiltrante, sem outras especificagoes
(CDI-SOE) (Carcinoma mamério invasi-
vo sem tipo especial na classificagio OMS
2012). Constatamos o fato de que esses tu-
mores ndo sao um grupo homogéneo, mas
que podem ser melhores classificados de
acordo com o grau histolégico. Os CDI-
-SOE grau 1 foram majoritariamente clas-
sificados como LumA. O CDI-SOE grau
2, se comportou como o tipo histolégico
mais heterogéneo da amostra. Metade dos
casos (54,9%) foram classificados como

3867 saidecoletiva = 2020; (10) N.58

LumA, sendo os casos restantes distribu-
idos pelos grupos LumB(34,5%) HER2
N/L(5%) e TNBC(5%). Carcinomas do
tipo CDI-SOE grau 3 tiveram baixa pre-
valéncia de casos

LumA sendo a maioria dos casos distri-
buidos entre LumB, HER2 N/L e TNBC.
Esse fato demonstra que o grau histoldgi-
co ¢ capaz de sintetizar fatores da biologia
tumoral, acarretando em diferentes classi-
ficacdes moleculares.

O segundo tipo histoldgico mais co-
mum, carcinoma lobular infiltrante, foi
classificado  predominantemente como
LumA. Alguns tipos histologicos tiveram
todos os casos classificados no mesmo gru-
po molecular. O carcinoma adenoide-cisti-
co teve todos seus casos classificados como
TNBC. J4 os carcinomas cribriforme, tu-
bular e tibulo-lobular foram todos classifi-
cados como LumA. Os casos de carcinoma
micropapilar invasivo foram predominan-
temente do tipo LumB. Os carcinomas mu-
cinosos foram predominantemente LumA
(83%) mas um pequeno grupo foi classifi-
cado como LumB HER2- (12,5%).

3 0,12%
1 0,04%
2 0,08%

Em uma abordagem semelhante, que
usou THQ para classificagio molecular dos
subtipos histoldgicos, Alvarenga e cols.
(Alvarenga CA, et al. 2012) chegaram a
resultados semelhantes aos apresentados
aqui. Estudando um grupo previamente
selecionado de subtipos especiais, foi ve-
rificado que o subtipo tubular pertencia
A classificagio LumA. O subtipo muci-
noso se distribuiu em LumA ¢ LumB. Os
subtipos metapldsicos ¢ medulares foram
predominantemente do padrio basal-like
(TNBC na classificacio do presente estu-
do). Por fim, o subtipo micropapilar apre-
sentou um padrio LumB predominante.

Weigelt e cols” (2008), em um estudo
envolvendo a andlise imunohistoquimica
¢ transcriptdmica de vdrios subtipos mo-
leculares, verificaram que alguns subtipos
histolégicos constituem entidades especi-
ficas com padroes proprios de expressio
molecular ¢ atividade transcricional. Foi
verificado que em nivel transcriptémico, os
subtipos histoldgicos sao mais homogéneos
entre si do que os CDI-SOE ¢ CLI-SOE.
Os subtipos histolégicos tubular e mucino-
so demonstraram um padrio luminal claro
enquanto o adenoide-cistico, medular ¢ me-
tapldsico expressaram um fenétipo basallike.
No presente estudo foi possivel reproduzir
esse achado, caracterizando o subtipo CDI-
-SOE, principalmente o grau 2, como uma
classe de tumor heterogénea, com ampla dis-
tribuicao pelos tipos moleculares.

A Figura 1 apresentam resumo das cor-
relagoes entre os subtipos histolégicos e
moleculares observados neste estudo, que
reproduz os achados da literatura. Temos
que os tumores de baixo grau (Carcino-
ma cribriforme, tubukar, ttibulo-lobular,
mucinoso, CLI-SOE ¢ os CDI-SOE grau
1) sdo classificados predominantemente
como LumA. O carcinoma micropapilar
invasivo ¢ fortemente relacionado ao tipo
molecular LumB. Viérios tipos especiais
se classificam como TNBC (Carcinoma
apécrino, com caracteristicas medulares,



metapldsico e adenoide-cistico). Os CDI-
SOE graus 2 ¢ 3 siao muito heterogéncos,
mas a propor¢io de casos LumA decresce &
medida que se aumenta o grau histoldgico.

CONCLUSAO

De uma maneira geral, este trabalho de-
monstrou a grande prevaléncia, em pacien-
tes do sexo feminino, do carcinoma mamdrio
invasivo sem outras especificagdes (CDI-

-SOE), seguido pelo carcinoma lobular infil-
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trante sem outras especificagdes (CLI-SOE)
assim como, os demais tipos histolégicos que
também apresentaram resultados semelhan-
tes aos jd descritos na literatura.

Neste contexto a utilizagao rotineira da
imuno-histoquimica permitiu de forma
prética e econdmica, a partir da expressao
do RE, RP ¢ HER2, a classificagio mole-
cular conforme proposta por St. Gallen
em 2013. Também foi possivel demons-
trar a heterogeneidade da doenca, ¢ que o
conhecimento acerca de fatores prognds-

ticos e preditivos, implica diretamente no
gerenciamento de terapias mais adequa-
das, com menores efeitos adversos.
Através desse trabalho podemos perce-
ber a importincia da IHQ em diagnosticar
o subtipo molecular, proporcionando o co-
nhecimento necessdrios para tratamentos
individualizados, baseados em novos co-
nhecimentos moleculares, entretanto, novos
estudos s3o necessrios afim de determinar
futuros alvos terapéuticos nos diferentes ti-
pos histoldgicos do carcinoma mamdrio. m
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