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RESUMO

Introducédo: O cancer de mama bilateral € uma doenca rara e pouco estudada
comparada ao cancer de mama unilateral. Com o avanco nos métodos de deteccao
precoce, melhora nos resultados de tratamento e o emprego de terapia alvo, esse
cenario vem se alterando, havendo necessidade de maior conhecimento sobre este
grupo especifico de doenca. Do ponto de vista molecular o cAncer de mama é uma
das neoplasias mais estudas na atualidade. Instabilidade de microssatélites tem sido
pouco relatada nas neoplasias mamarias, tanto unilaterais quanto bilaterais. A
instabilidade dos microssatélites € um fenoétipo associado as alteracdes na funcéo do
sistema de reparo do DNA (deficiency mismatch repair - dAMMR). A auséncia de
expressao imuno-histoquimica das proteinas associadas ao reparo do DNA
correlaciona-se com dMMR e portanto possivel instabilidade de microssatélites. Esta
técnica tem sido amplamente utilizada na selecéo inicial dos pacientes com estas
caracteristicas. Estas alteracdes estdo presentes em Varios tipos de céncer e as
pessoas que apresentam neoplasias com dMMR respondem melhor a terapia
imunoldgica, tornando-se um importante biomarcador na atualidade. O objetivo desse
estudo € avaliar a expressdo das proteinas associadas ao reparo do DNA pelo
método da imuno-histoquimica e investigar a presenca da dMMR nas pacientes
portadoras de cancer de mama bilateral, correlacionando com dados
epidemioldgicos, status dos receptores hormonais, HER2 e indice proliferativo (Ki67).
Foram investigadas 58 pacientes diagnosticadas com cancer de mama bilateral no
Hospital Erasto Gaertner (Parand, Brasil) no periodo entre 2005 a 2020. Foram
excluidos os casos em que as amostras nao tinham material suficiente para analise,
0s com tipo histolégico carcinoma in situ e 0s casos em que a resposta ao tratamento
foi completa ndo necessitando terapia complementar. Para determinar a presenca de
dMMR foram analisadas a expressédo das proteinas associadas ao reparo MLH1,
PMS2, MSH2 e MSH6 pela técnica da imuno-histoquimica utilizando-se amostras de
neoplasia contidas em blocos de parafina confeccionados com a técnica do
microarranjo tecidual (tissue microarray - TMA). Resultado: Das 58 pacientes, quatro
(6,9%) casos resultaram em auséncia parcial de expressdo. Em duas pacientes a
auséncia de expressdo ocorreu bilateralmente podendo representar defeito
germinativo e em duas pacientes a alteracdo foi unilateral podendo representar
defeito somatico. A alteracdo mais frequente foi a perda da expressao das proteinas
MLH1 e PMS2 que ocorreu nos dois casos bilaterais e em um caso unilateral. Em um
dos casos a perda da expressao foi unilateral e apenas da proteina PMS2. Nao houve
associacdo entre estas alteracbes e as caracteristicas epidemiologicas, status
hormonal, status do HER-2 e indice proliferativo (Ki67). Concluséo: Concluiu-se que
canceres de mama bilaterais apesar de raros podem apresentar-se com perda da
expressdo de proteinas relacionadas ao reparo do DNA e provavel dMMR. Assim,
esse grupo de pacientes podem se beneficiar com terapia imunolégica para aumento
de sobrevida, em especial dos casos avancados. A perda de expressao de proteinas
relacionadas ao reparo do DNA em cancer de mama bilateral ndo esta associado a
padrées especificos. Assim, nossa sugestdo € que todos os casos de céancer de
mama bilateral devam ser analisados individualmente quanto a expressao de
proteinas relacionadas ao reparo do DNA, pois a conduta terapéutica pode ser
diferente para essas pacientes.

Palavras chave: Instabilidade de microssatélites; Proteinas de reparo; Cancer de
mama bilateral; Cancer de mama; Imunoterapia



ABSTRACT

Introduction: Bilateral breast cancer is a rare and poorly studied disease compared
to unilateral breast cancer. With the advance in methods of early detection and
improvement in treatment results and the use of targeted therapy, this scenario has
been changing, requiring more knowledge about this specific group of diseases. From
a molecular point of view, breast cancer is one of the most studied neoplasms today.
Microsatellite instability has been little reported in breast cancer, both unilateral and
bilateral. The instability of microsatellites is a phenotype associated with changes in
the function of the DNA repair system (deficiency mismatch repair — dMMR). The
absence of immunohistochemical expression of proteins associated with DNA repair
is correlated with dMMR and therefore possible instability of microsatellites. These
changes are present in several types of cancer and people with neoplasms with these
characteristics respond better to immune therapy, making an important biomarker
today. The aim of this study is to evaluate the expression of DNA repair proteins by
immunohistochemistry and to investigate the presence of dMMR in patients with
bilateral breast cancer, correlating with epidemiological data, the status of receptors
hormones, HER2 and proliferative index (Ki67). 58 patients diagnosed with bilateral
breast cancer were investigated at Hospital Erasto Gaertner (Parana, Brazil) between
2005 and 2020. Cases in which the samples did not have enough material for analysis
were excluded, those with histological type carcinoma in situ and cases in which the
response to treatment was complete not needing complementary therapy. To
determine the presence of dMMR, the expression of repair proteins MLH1, PMS2,
MSH2, and MSH6 were analyzed by immunohistochemistry using neoplasia samples
contained in paraffin blocks made using the tissue microarray technique (tissue
microarray - TMA). Result: Of the 58 patients, four (6.9%) cases resulted in dMMR. In
two patients, dMMR occurred bilaterally, which may represent a germ defect, and in
two patients, the change was unilateral and could represent a somatic defect. The most
frequent alteration was the loss of MLH1 and PMS2 expression, which occurred in both
bilateral cases and one unilateral case. In one of the cases in which the dMMR was
unilateral, the loss of expression was only of the PMS2 protein. There was no
association between dMMR regarding epidemiological characteristics, hormonal and
HER-2 status, and proliferative index (Ki67). Conclusion: It was concluded that
bilateral breast cancers, although rare, can present with dAMMR, and therefore patients
can benefit from immunological therapy to increase survival. The dMMR in bilateral
breast cancer is not associated with specific patterns and, therefore, all cases must be
analyzed and thus patients have the chance of personalized therapy. Thus,
investigating the instability of microsatellites in bilateral breast cancer is necessary, as
the treatment approach may be different for these patients.

Keywords: Microsatellite instability; Repair proteins; Bilateral breast cancer; Breast
cancer; Immunotherapy
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1 INTRODUCAO

Globalmente, o cancer acomete 8,5 milhdes de mulheres e mata mais de 7
milhdes de pessoas, entre homens e mulheres, por ano. (SOUZA et al., 2017; Bray,
etal., 2018; IARC, 2020). A estimativa no Brasil para 2020, publicado no més de maio
deste mesmo ano, da incidéncia do cancer em homens foi de 309.750 e 316.280 em
mulheres (INCA, 2020).

Em 2018, s6 o cancer de mama foi diagnosticado em mais de 2 milhdes de
mulheres em todo o mundo, ocupando segundo lugar, de todos os canceres, perdendo
apenas para o cancer de pulmdo e a primeira posicdo entre 0s canceres que
acometem apenas as mulheres (SOUZA et al., 2017; Bray, et al., 2018; IARC, 2020).

No Brasil, € o tipo de cancer que mais matam as mulheres. Segundo o
Ministério da Saude (MS), no biénio 2018-2019, houve um risco estimado de 56,33
novos casos a cada 100 mil mulheres (SOUZA et al., 2017; INCA., 2018). A estimativa
da incidéncia s6 para o cancer de mama no Brasil em 2020 foi de 66.280
correspondendo a 29,7% de todos os canceres entre as mulheres. Em todas as
regides do Brasil a incidéncia do cancer de mama ocupa a primeira posicao,
entretanto, estimou-se que as regides que tiveram o maior risco foram Sudoeste e Sul,
com 81,06 e 71,16 por 100 mil mulheres, respectivamente. No Parana a taxa estimada
foi de 47,96 casos para cada 100.000 mulheres, o que corresponde a 3470 novos
casos. (INCA, 2020). O prognostico da doenca € dependente de multiplos fatores que
incluem o estadiamento, os métodos de tratamento neoadjuvante e adjuvante e as
caracteristicas da neoplasia (ABREU, KOIFMAN, 2002; HUIYAN, 2006; NAROD,
2014).

O céancer de mama bilateral € uma doenca rara. Estima-se que ocorra em
aproximadamente 7% das mulheres com cancer de mama, em um periodo de 10 anos.
O risco para as mulheres com cancer de mama de desenvolver uma segunda
neoplasia priméria é de 2 a 6 vezes maior do que o risco da populacdo em geral. Os
canceres bilaterais de mama podem ser subdivididos em sincrénicos, quando a
segunda neoplasia é detectada em até 12 meses a partir da primeira neoplasia, e
metacronico, quando a segunda neoplasia é detectada apds 12 meses do diagndstico

da primeira neoplasia (HUO et al., 2011). E imprescindivel realizar o diagndstico
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diferencial entre uma segunda neoplasia maméaria primaria de um cancer metastatico
para a mama. Neste sentido, caracteristicas morfoldégicas e imuno-histoquimicas
(IHQ) auxiliam no diagndstico diferencial (GONG, et al., 2007; NITA, et al., 2009; DIAZ,
et al., 2012; BAKER, et al., 2013; LIZARRAGA, et al., 2013).

Os fatores de risco para o cancer de mama bilateral incluem pacientes jovens,
tumores multicéntricos no primeiro diagnostico, nuliparidade, carcinoma lobular
invasivo, exposicdo a radiacdo, mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2 e historia
familiar de cancer de mama. Pacientes com mutacfes nos genes BRCA1 e BRCA2
tém um risco anual de 2 a 6% a mais de desenvolver um segundo cancer de mama e
um risco de 50-60% de ser acometido por um segundo cancer de mama até os 70
anos de idade. Além disso, estadio clinico e tumoral, tamanho do tumor e
acometimento linfonodal influenciam no risco de desenvolvimento de cancer de mama
bilateral. A terapia hormonal, por outro lado, esta associada a reducédo do risco de um
segundo cancer de mama (DIAZ et al., 2012; BAKER et al., 2013; LIZARRAGA et al.,
2013).

O diagndstico de cancer de mama é realizado a partir de exames de imagem
e anatomopatolégico. ApGs a confirmacéo, fatores prognosticos e preditivos devem
ser avaliados pelo exame de IHQ. A avaliagdo da expresséo do receptor hormonal
de estrogeno (RE), receptor hormonal de progesterona (RP), receptor de
crescimento epidérmico humano (HER2) e indice proliferativo (Ki67) sdo pré-
requisitos para indicacdo do tratamento (AJCC, 2017). A partir do resultado do
exame de IHQ, associado a evolucdo clinica da paciente, o tratamento é
direcionado. Existem outros biomarcadores, como o PDL-1, que também podem
auxiliar na escolha do tratamento nessas pacientes, porém nao é preconizado como
exame de rotina no cancer de mama. Outros tipos de canceres também possuem
biomarcadores que devem ser pesquisados, como no cancer colorretal. A avaliacéo
da instabilidade de microssatélites € indicada para todos os pacientes, pois quando
o tumor é instavel, o tratamento pode ser diferente do habitual (KAWAKAMI et al.,
2015).

A instabilidade de microsstélites (MSI) é caracterizada como sequéncias curtas
e repetidas de 1 a 6 nucleotideos e € o resultado do acumulo de muta¢cdes que levam
a inativacdo dos genes que realizam o reparo do DNA (mismatch repair system —

MMR). As instabilidades de microsatélites sdo encontradas esporadicamente no
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cancer colorretal e endometrial. Apesar de ndo serem frequéntes no cancer de mama,
estudos apontam que no cancer de mama bilateral a incidéncia pode ser maior
(DIETMAIER et al.,1997; KULIGINA et al., 2006; HAUSE et al., 2016). A MSI esta
intimamente correlacionada com a perda da expressdo das proteinas que fazem o
reparo do DNA. A perda da expressdo dessas proteinas pode ser diagnosticada pelo
método da imuno-histoquimica e determinar se o tumor é deficiente ou ndo,
denominando como deficiéncia das enzimas de reparo (AMMR) (DIETMAIER W, et al.
1997).

A dMMR no cancer de mama, e principalmente no bilateral, ainda é um assunto
pouco abordado e estudado. A incidéncia é baixa, porém acredita-se que com o
desenvolvimento de novas tecnologias, a tendéncia é diagndstico cada vez mais
precoce, assim como melhores tratamentos, aumentando a sobrevida dessas
pacientes, o que pode resultar no aumento da incidéncia do cancer de mama bilateral
e a MSI nesses tumores (BERNSTEIN et al., 2003). Esse é o primeiro estudo em
pacientes do sul do Brasil e tem como objetivo avaliar a expressao de proteinas
relacionadas ao sistema de reparo do DNA, que podem sugerir MSI, propor novos

estudos e direcionar novas possibilidades de tratamento para essas pacientes.
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2 JUSTIFICATIVA

Pacientes com cancer de mama bilateral quando diagnosticadas precocemente
podem ter uma taxa de sobrevida mais alta comparadas com as que Sao
diagnosticadas apos os sintomas. Com o avanc¢o de melhores tecnologias para sua
deteccdo precoce somados aos melhores tratamentos, a tendéncia € de termos um

aumento na incidéncia do cancer contralateral (BERNSTEIN et al., 2003).

Atualmente os receptores hormonais e HER2 s&o biomarcadores mandatérios
para direcionarem o tratamento ideal (FISHER et al.,, 1981). Existem outros
biomarcadores em estudo, incluindo as proteinas de reparo para pesquisa das
instabilidades de microssatéltes (FUSCO et al., 2018).

Estudos apontam que a instabilidade de microssatélites, apesar de ndo serem
frequentes no cancer de mama, podem ter incidéncia aumentada no cancer de mama
bilateral (DIETMAIER et al.,1997; KULIGINA et al., 2006; HAUSE et al., 2016). Em
2017 o tratamento com pembrolizumab, um inibidor de checkpoint, teve aprovacéo
pelo Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos (US Food and
Drug Administration FDA) em qualquer tumor que tenha MSI-H ou dMMR comprovada
por algum método de deteccao. Portanto, pacientes com cancer de mama bilateral
gue tenham MSI-H ou dMMR comprovada, podem se beneficiar com os inibidores de
checkpoint (FDA, 2017; LI, 2020).

Essa pesquisa tem como objetivo avaliar a expressdo das proteinas
relacionadas a dMMR no cancer de mama bilateral correlacionando com dados
clinicos, perfil hormonal, status do HER2 e indice proliferativo (Ki67). Tem como
proposta utilizar o método da IHQ para a deteccdo da expresséo das proteinas. A IHQ
€ um meétodo com bom custo beneficio e de facil acesso a populacdo por ser
encontrado em varios laboratorios de patologia e auxilia na selecdo de pacientes

elegiveis para o estudo molecular.

19



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a expressado das proteinas relacionadas ao reparo do DNA pelo
método da imuno-histoquimica, em mulheres que foram diagnosticadas com cancer

de mama bilateral no Hospital Erasto Gaertner de Curitiba-PR.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) analisar a expressao das proteinas relacionadas ao reparo do DNA - MLH1,
PMS2, MSH2, MSH6 - pelo método da imuno-histoquimica;

b) correlacionar os achados da expressédo com status hormonal, HER2 e Ki67,;

c) correlacionar os achados da expressao com idade;

d) correlacionar os achados da expressdo com os tipos histologicos do cancer de

mama
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4 CANCER DE MAMA NO MUNDO

O cancer de mama, em termos de incidéncia, ocupa a primeira posi¢céo global
(46,3 casos a cada 100.000 pessoas) (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH
ON CANCER, 2018) (gréfico 1).

Gréfico 1 - Taxas globais estimadas de incidéncia dos 10 principais tipos de cancer, ambos 0s sexos,

todas as idades, em 2018
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Colorectum
Cervix uteri
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Liver
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Data source: Globocan 2018
Graph production: Global Cancer ASR (World) per 100 000
Observatary (b odarchr)

Fonte: (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2018).

No ano de 2018, a incidéncia mundial de cancer de mama foi de 2,1 milhdes
correspondendo a 24,2 % do total de casos e atingiu 626.679 6bitos, sendo a causa
mais frequente de morte, correspondendo a 15% entre todos os tipos de cancer entre
as mulheres (WHO, 2020; INCA, 2020).

Em relacdo a taxa de mortalidade global para ambos os sexos, o cancer de
mama chegou a 13%, correspondendo a segunda posicao, ficando atras apenas do
cancer de pulméo (grafico 2) (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON
CANCER, 2018).
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Graéfico 2 - Taxas globais estimadas de mortalidade dos 15 principais tipos de cancer, ambos 0s
sexos, todas as idades, em 2018
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Fonte: INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2018).

As estimativas de novos casos de cancer de mama em relacdo aos continentes
em 2018, evidenciou que 0s continentes asiatico e europeu concentraram 1.433.527

(68,62%) dos casos de cancer de mama em todo o mundo (tabela 1).

Tabela 1 - Numero estimado de novos casos de cancer de mama, todas as idades, em 2018

Continente NUumero de casos
Asia 911.014

Europa 522.513

América do Norte 262.347

América Latina e Caribe 199.734

Africa 168.690

Oceania 24.551

Fonte: (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2018)
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O panorama mundial de incidéncia do cancer de mama, mostrou que 0s paises
com maiores incidéncias neste tipo de neoplasia, a cada 100.000 pessoas, no ano de
2018, foram: Bélgica (113,2), Luxemburgo (109,3), Holanda (105,9) e Franca (99,1).
Os paises gque apresentaram as menores incidéncias de cancer de mama foram:
Butéo (5,0), Republica da Gambia (6,9), Mongdlia (11,3) e Tajikistdo (14,8). No Brasil,
a incidéncia reportada foi de 62,9 casos a cada 100.000 pessoas (figura 1).

Figura 1 - Estimativa mundial das taxas de incidéncia do cancer de mama, todas as idades, em 2018

ASR (World) per 100 000

269.0
51.4-69.0
B 390.4-514

26.3-39.4 B Notapplicable
<263 No data

Fonte: (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2018)

Os continentes asiatico e europeu, concentraram 448.284 (71,53%) dos casos

de dbitos por cancer de mama (tabela 2).

Tabela 2 - Namero estimado de mortes por cancer de mama, todas as idades, em 2018

Continente NUumero de mortes
Asia 310.577

Europa 137.707

América do Norte 74.072

Ameérica Latina e Caribe 52.558

Africa 46.963

Oceania 4.802

Fonte: (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2018)
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Os paises que apresentam as maiores taxas de mortalidade por cancer de
mama em 2018, foram: Fiji (36.9), Barbados (33.1), Somalia (29.1), Bahamas (27.9) e
Republica Dominicana (26.1). No Brasil, a taxa de mortalidade reportada pela
International Agency For Research On Cancer foi de 13,00 (figura 2).

Figura 2 - Taxas mundiais de mortalidade por cancer de mama, todas as idades, em 2018

ASR (World) per 100 000
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Fonte: (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2018)

A Sociedade Americana do Cancer estimou que em 2019, nos Estados Unidos,
foram detectados 268,600 novos casos de cancer de mama, correspondendo a 30%

de todos os casos de cancer no sexo feminino (figura 3) (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2019).
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Figura 3 - Estimativa de novos casos de cancer de mama, nos Estados Unidos, em 2019

Estimated New Cases

Male
Prostate 174,650
Lung & bronchus 116,440
Colon & rectum 78,500
Urinary bladder £1,700
Melanoma of the skin 57,220
Kidney & renal pelvis 44120
Non-Hedgkin lymphoma 41,080
Oral cavity & pharynx 35140
Leukemia 35,920
Pancreas 29,940
All sites 870,570

0%
13%
9%
(k]
(k.
5%
5%
4%
4%
3%

Female

Breast
Lung & bronchus 111,711 13%
Colon & rectum 67,100 5%
Uterine corpus 61,880 5%
Melanoma of the skin 39,260 55
Thyraid 37,810 4%
Non-Hodgkin lymphoma 33,110 4%
Kidney & renal pelvis 29700 35
Pancreas 26,830 3%
Leukemia 25,860 3%
All sites £91,480

Fonte: (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019)

Em relagéo a estimativa de Obitos por cancer de mama, a Sociedade Americana

do Cancer, estimou que em 2019, nos Estados Unidos, tiveram 41.760 mortes por

cancer de mama entre as mulheres, correspondendo a 15% de todos os tipos de
cancer (figura 4) (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

Figura 4 - Estimativa de casos de mortes por cancer de mama, nos Estados Unidos, em 2019

Estimated Deaths

Male
Lung & bronchus 16,650
Prostate 31620
Colon & rectuim 27,640
Pancreas 23,800
Liver & intrahepatic bile duct 21,600
Leukemia 13,150
Esophagus 13,020
Urinary bladder 12870
Mon-Hodgkin lymphoma 11,510
Brain & other nervous system 9,910
All sites 321,670
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Uterine corpus

Liver & intrahepatic bile duct
Leukemia
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Brain & other nervous system
All sites

10,180
9,690
8,460
7,850

285,210

Fonte: (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019)
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5 CANCER DE MAMA NO BRASIL

O cancer de mama € o tipo da doenca mais comum entre as mulheres no

mundo e no Brasil, depois do de pele ndo melanoma, correspondendo cerca de 25%

dos casos novos a cada ano (INCA, 2018). O INCA estimou para 2018, que no Brasil,

seriam diagnosticados 59.700 novos casos de cancer de mama e que € o tipo de

cancer mais frequente nas mulheres, correspondendo um total de 29,5% entre outros

tipos de cancer (figura 5).

Figura 5 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes, por sexo, exceto pele
nao melanoma, no Brasil, estimados para 2018

Localizagao Primaria

Prostata

Traqueia, Bronquio e Pulméao
Colon e Reto

Estomago

Cavidade Oral

Esdfago

Bexiga

Laringe

Leucemias

Sistema Nervoso Central

68.220
18.740
17.380
13.540
11.200
8.240
6.690
6.390
5.940
5.810

Homens

Mulheres

Localizacao Primaria

Mama Feminina
Célon e Reto
Colo do Utero
Traqueia, Bronquio & Pulméao
Glandula Tireoide

Estomago

Corpo do Utero

Ovério

Sisterna Nervoso Central
Leucemias

Casos

12,530
8.040
7.750
6.600
6.150
5.510
4.860

59.700

29,5%

8,1%
6,2%
4,0%
3,8%
3,3%
3,0%
2,7%
2,4%

Fonte: (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2018)

Os numeros representaram um risco de 56,33 casos novos a cada 100 mil

mulheres (INCA, 2018). Para esse ano de 2020, estimam-se 66.280 mil novos casos

de céancer de mama, correspondendo a 29,7% de outros tipos de cancer no sexo

feminino (figura 6).
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Figura 6 - Distribuicao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes por sexo, exceto pele ndo
melanoma, no Brasil, estimados para 2020

Localizacao Primaria Casos % Localizacao Primaria Casos

Prostata 65.840  29,2% Homens Mulheres ~ Mama feminina £6.280

29.7%

Colon e reto 20.520 9,1% Colon e reto e 700

Traqueia, brénquio e pulméo 17.760 7,9% Colo do ttero 16.590 7.4%
Estdmago 13.360 5,9% Traqueia,bronquio e pumao ~ 12.440 5,6%

(Cavidade oral 11.180 5,0% Gléndula tireoide 11.950 5,4%

Estfago 8.690 3,9% Estimago 7.870 3.5%

Bexiga 7.590 3,4% Ovério 6.650 3,0%

Linfoma ndo Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do ttero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma ndo Hodgkin 5.450 2.4%

Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

*Nimeros arredondados para mdltiplos de 10.

Fonte: (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2020)

Se contextualizarmos a incidéncia do cancer de mama por estados brasileiros
nesse ano, o estado de S&o Paulo ocupa o primeiro no ranking com 27,57%, seguido
do estado do Rio de Janeiro e Minas Gerais, com 13,80% e 12,44%, respectivamente.
Ja Roraima é o estado com a menor incidéncia no Brasil, com 0,09%. O Parana fica

em quinto lugar, com 5,23% (tabela 3).

Tabela 3 - NUmero de casos novos de cancer, por Estado, estimativa em 2020

Traqgueéia,

Estadns Prostata F;%‘? F::;La E';';'; = Bronquio & | Estbmapo L'I;nrlt':rg'}

Pulmao
Acre
Amapi 100 70 20 50
Amazonas 480 450 210 320 3aon 580 100
Para 930 T 470 ] aso TED 220
Ronddnia 310 220 130 180 120 130 B0
Roraima 70 30 30 30 50 20
Tocantins TE0 2 170 220 100 220 B0
Alagoas Bo0 230 250 160 300 190
Bahia 6130 3480 1.430 1170 1.150 1.090 750
Ceard 3.330 2.510 1.0390 12280 1.270 1.010 640
Maranh&o 1.850 B4 450 470 440 B0 170
Paraiba 1.740 1.120 440 L] 430 290 3B0
Pernambucao 2630 2350 960 1120 a3o T30 550
Piaui 1.370 S 330 330D 180 300 130
Rio Grande do Morie 1.570 1.130 470 A0 4350 310 300
Sengipe 1.060 530 310 230 180 240 190
Distrite Federal B40 730 490 A0 240 260 150
Goids 2.240 1.620 1.160 Qui 550 590 460
Mato Grosso 1.030 S0 330 320 220 200 150
Mato Gmsso do Sul 1.240 850 240 L] 310 270 220
Espirito Sanio 1.360 790 320 530 390 240 300
Minas Gerais 6420 B. 250 4000 2000 2 460 1270 1.620
Rio de Janeino 6440 9150 2070 2930 1.660 1.640 1.560
S5a0 Paulo 13.650 15280 14 670 G0 4380 2250 4 300
Parana 3.560 % 2480 19030 1.330 990 910
Rio Grande do Sul 3960 b 2.540 3740 1.090 r20 BEO0

Santa Catarina 1.720 3.370 2350 1,770 1.290 a70 1.050
65.840 66280 40.990 30.200 16.590 15.190

*Mimemos amedond ados para madltplos de 100

Fonte: (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2020)
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Em relacdo & mortalidade do cancer de mama no Brasil, estimou-se que em
2017, foi o principal responsavel por casos de ébitos (16.724 casos), representando

16,1% do total de casos de cancer (tabela 4).

Tabela 4 - Mortalidade conforme a localizagao primaria do tumor, em mulheres, no Brasil, em 2017

Localiza¢&o Primaria Obitos %
Mama @ 16,1%
Traqueia, Brénquios e Pulmbes 11.792 11,4%
Codlon e Reto 9.660 9,3%
Colo do utero 6.385 6,2%
Péancreas 5.438 5,2%
Estdmago 5.107 4,9%
Localizagdo priméaria desconhecida 4.714 4,6%
Figado e Vias biliares intra-hepéticas 4.292 4,1%
Sistema Nervoso Central 4.401 4,2%
Ovario 3.879 3,7%
Todas neoplasias 103.583 100,0%

Fonte: (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2018).

A partir desses dados € possivel entender o impacto que essa doenca atinge

as mulheres ndo s6 no Brasil, mas em todo o mundo.

6 CANCER DE MAMA BILATERAL

O cancer de mama bilateral € uma doenca rara. A incidéncia em mulheres ao
longo de sua vida varia de 0,5 a 1,0% (SAMANT, 2001). Estima-se que ocorra em
aproximadamente 7% das mulheres que ja foram diagnosticadas com céancer de

mama, dentro de um periodo aproximadamente de 10 anos. O risco para as mulheres
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com cancer de mama de desenvolver uma segunda neoplasia primaria € de 2 a 6
vezes maior do que o risco da populacdo em geral e a chance desse segundo tumor
ser contralateral é de 30 a 50% (SOERJOMATARAM et al, 2005; GONG et al., 2007;
NITA et al., 2009; DIAZ et al., 2012; BAKER et al., 2013; LIZARRAGA et al., 2013;
DIAZ et al, 2012). A incidéncia do tumor contralateral pode reduzir em 30 a 50%
quando o tratamento do primeiro tumor foi com tamoxifeno, porém se a paciente foi
submetida a radioterapia, essa incidéncia pode aumentar ao longo de 10 anos
(RUTQVIST, 1991; HARTMAN et al. 2005). E imprescindivel realizar o diagnostico
diferencial entre uma segunda neoplasia mamaria primaria de um cancer metastatico
para a mama. Neste sentido, caracteristicas morfoldgicas e imuno-histoquimicas
auxiliam no diagnéstico diferencial (SOERJOMATARAM et al., 2005; GONG et al.,
2007; NITA et al., 2009; DIAZ et al., 2012; BAKER et al., 2013; LIZARRAGA et al.,
2013).

Huo et al., analisaram 30.617 pacientes com cancer bilateral durante um
periodo de 17 anos e mostraram que devem ser considerados como tumores
sincrénicos quando o diagnostico do contralateral € realizado em até 12 meses e
metacronico, acima de 12 meses (HUO et al., 2011). Os tumores sincrénicos sao
menos frequentes comparados aos metacronicos. Os tumores metacronicos sao
diagnosticados ao longo do acompanhamento das pacientes que tiveram o primeiro

diagndstico de cancer de mama (DIAZ et al., 2012).

Os fatores de risco para o cancer de mama bilateral incluem pacientes jovens
e tumores multicéntricos no primeiro diagndéstico, nuliparidade, carcinoma lobular
invasivo, exposicdo a radiacdo, mutacdes nos genes BRCALl e BRCA2 e histéria
familiar de cancer de mama. Pacientes com mutac¢des nos genes BRCA1 e BRCA2
tém um risco anual de 2 a 6% a mais de desenvolver um segundo cancer de mama e
um risco de 50 a 60% de ser acometido por um segundo cancer de mama até os 70
anos de idade. Além disso, estadio clinico e tumoral, tamanho do tumor, acometimento
linfonodal tratamento com radioterapia influenciam no risco de desenvolvimento de
cancer de mama bilateral. A terapia hormonal e a quimioterapia, por outro lado, estao
associadas a reducado do risco de um segundo cancer de mama (HOONING et al.,
2008; DIAZ et al., 2012; BAKER et al., 2013; LIZARRAGA et al., 2013). No estudo do

Vaittinen e Hemminki (2000) mostraram estatisticamente que a idade jovem, com
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relagdo aos outros fatores de risco, € o0 mais consistente para o desenvolvimento do
cancer contralateral (VAITTINEN et al, 2000).

Hartman et al (2005) avaliaram 138.372 pacientes no periodo de 30 anos que
tiveram o diagnostico de cancer de mama. Esse estudo teve como objetivo mostrar a
incidéncia do cancer de mama bilateral correlacionando a idade e o tempo desde o
diagnostico do primeiro cancer. No resultado, mostraram que pacientes na prée-
menopausa (abaixo dos 45 anos) tiveram uma incidéncia maior do que as mulheres
apos a menopausa. Nenhum marcador clinico foi encontrado nos tumores
contralaterais, porém histérico familiar, idade jovem no primeiro diagnostico, tipo
histoldgico lobular invasor, foram fatores que influenciaram no aumento do risco. Com
relacdo aos tumores metacrdnicos, na pré-menopausa, concluiram que o as mutacoes
genéticas pudessem ter influéncia, impactando negativamente, diferente nos tumores
sincronicos, que foram encontradas em muheres mais idosas, onde as mutagdes
esporadicas podem estar mais relacionadas (HARTMAN et al, 2005). A deteccéo
precoce, ou seja, antes do aparecimento dos sintomas do cancer contralateral é de
extrema importancia visto que pode impactar significativamente na sobrevida dessas
pacientes. O acompanhamento rotineiro com exame de mamografia é indicado, na
tentativa de se detectar precocemente os contralaterais ( LU W. et al., 2009.; LU WL.
et al., 2009).

Nia et al. (2009), num estudo retrospectivo de 89 casos, descreveram que no
carcinoma sincrénico a idade média de aparecimento foi aos 62 anos e a forma de
apresentacao clinica mais comum foram ndédulos palpaveis em 77% dos casos. Em
pacientes com carcinomas metacrénicos, a idade meédia de inicio do primeiro tumor
foi de 48 anos, com um intervalo médio entre o diagndstico do primeiro e do segundo
tumor de 102 meses, e a forma de apresentacédo clinica como nodulo palpavel em
68% dos casos (NITA et al., 2009).

Diaz et al. (2012), num estudo retrospectivo, longitudinal, dos casos de cancer
de mama bilateral em hospital universitario na Espanha, afirmaram que a histéria
natural do cancer de mama bilateral € mal compreendida e ndo encontraram relagéo
do tratamento hormonal do primeiro tumor com o aparecimento do segundo tumor.
Entre 3757 pacientes tratados por cancer de mama na Instituicdo, identificaram 3,2%
casos de cancer bilateral de mama, sendo 2,4% metacronicos, e 0,8% sincronicos.

bY

Apés andlise do historico evolutivo, chegaram a conclusdo de que as diferencas
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morfolégicas ndo foram significativas, entretanto descreveram que o cancer de mama
sincrénico foi menos frequente, porém foi observado em uma populagdo mais idosa e
com historico familiar de cancer de mama. Um periodo menor do que 5 anos a partir
do primeiro tumor, negatividade para RE e neoplasias com grau histolégico 3 foram
considerados como fatores progndsticos ndo favoraveis. Nao foram encontradas
diferencas com relag&o a sobrevida entre os tumores sincronicos e metacronicos, e
sugeriram que métodos de imagens das mamas contralaterais devem fazer parte do
acompanhamento para deteccdo, diagndstico e tratamento precoce (DIAZ et al.,
2012).

Segundo Lizarraga et al. (2013), a incidéncia de carcinoma de mama bilateral
diminuiu tanto nos Estados Unidos como na Europa nos ultimos 30 anos, e isso é
atribuido, pelo menos em parte, aos avanc¢os na terapia adjuvante do cancer primario.
O risco anual para a mulher na p6s-menopausa com cancer de mama RE positivo é
estimado em 0,1% a 0,4%. A idade, o status dos receptores hormonais, a historia
familiar e o tratamento adjuvante afetam o risco, e ndo esta claro exatamente como
todos esses fatores interagem para influenciar nas chances de uma mulher
desenvolver doenca contralateral. Além disso, ndo parece que o risco de vida de uma
mulher permaneca constante, mas pode ser atenuado pelo tempo, especialmente
quando o cancer é diagnosticado em pacientes jovens (com menos de 50 anos de
idade). Relataram ainda que na ultima década observou-se aumento nas taxas de
mastectomia e aumento de mastectomia profilatica contralateral. Muitos fatores
influenciam nesta decisao, incluindo a percepcéo de que uma melhor simetria pode
ser obtida com a mastectomia bilateral associada a reconstrucao imediata, o desejo
de evitar futuras mamografias e bidpsias, e a preocupacdo de que o0 cancer se
desenvolva na mama oposta. As duas ultimas razdes sao frequentemente declaradas
pelos pacientes como um desejo de "nunca ter que passar por iSso novamente”
(LIZARRAGA et al., 2013).

A melhora da expectativa de vida ap0s o tratamento do cancer de mama e o
uso rotineiro de mamografia contralateral resultaram em aumento do nimero de casos
de cancer bilateral de mama, em especial nas formas mais precoces. Estudos das
caracteristicas clinicas e morfoloégicas desta entidade podem contribuir na

identificacdo de fatores associados e das caracteristicas que indiguem maior risco ao
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surgimento da segunda neoplasia maméaria (INTRA et al., 2004; BAYKARA et al.,
2012; PADMANABHAN, 2015).

O tratamento realizado inicialmente nas pacientes com cancer de mama, pode
ser um fator de risco importante para o desenvolvimento do tumor contralateral. Ha&
pelo menos duas classes de quimioterapicos utilizados para tratar outros tipos de
cancer que podem promover a perda da funcdo das proteinas de reparo do DNA,
como a 06-metilguanina e tiopurina metiltransferase. Pacientes com diagndstico de
leucemia mieloide e alguns tumores cerebrais, podem se beneficiar recebendo
tratamento quimioterpico com essas classes, porém apds o tratamento podem
evoluir com a instabilidade de microssatélite. Pacientes com diagnostico de linfoma de
Hodgkin, que recebem tratamento com a radioterapia podem evoluir com um cancer
primario de pulmdo. (ALLAN, 2005) Ainda ndo ha estudos que comprovem a
associacao do tratamento inicial do cancer de mama com o tumor contralateral, porém
partindo de que cada vez mais o tratamento do cancer de mama tem evoluido e cada
vez mais as mulheres estdo tendo uma sobrevida maior, a chance de desenvolver o
contralateral se torna, consequentemente mais alta e essa associacdo de
quimioterapicos e radioterapia evoluindo com um segundo tumor primario, deve ser

considerada e estudada.

7 RASTREAMENTO DO CANCER DE MAMA

A incidéncia do cancer de mama tem aumentado na maioria das regides do
mundo. Entretanto, nos paises altamente desenvolvidos, atingiu uma estabilidade
seguida de queda na ultima década. Ainda nesses paises, as taxas de mortalidade
apresentaram um declinio desde o final da década de 1980 e inicio de 1990, refletindo
uma combinacdo de melhoria na deteccdo precoce, por meio de rastreamento

populacional, e intervencdes terapéuticas mais eficazes (STEWARD, 2014).

O diagnodstico do cancer de mama acontece em estagios variados, porém
guando sdo diagnosticados nos estagios avancados da doenca, aumenta a morbidade
relacionada ao tratamento, comprometendo a qualidade de vida e reduzindo a
sobrevida dos pacientes. No intuito de modificar esse cenario, o controle do cancer de

mama tem sido uma das prioridades na agenda da Politica Nacional de Saude no
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Brasil. Assim, o Ministério da Saude, por meio da populagédo “Diretrizes para a
Detecgdo Precoce do Céncer de Mama no Brasil”, recomenda a identificagdo da
doenca em estagios iniciais por intermédio das estratégias de deteccdo precoce,
pautadas nas acfes de rastreamento e diagnodstico precoce. A mamografia bienal para
as mulheres na faixa etaria de 50 a 69 anos é a estratégia de rastreio indicada,
enquanto o diagnostico precoce € formado pelo tripé: populacdo em alerta para os
sinais e sintomas suspeitos; profissionais de salude capacitados para avaliar os casos
suspeitos; e sistemas e servicos de salude preparados para garantir a confirmacéo
diagnostica oportuna e com qualidade (INTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE DE
ALENCAR GOMES DA SILVA, 2015).

O Brasil adota as recomendacfes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
para o rastreamento do cancer, nos quais 0s Unicos tipos de cancer com
recomendacdes e orientacdes para a deteccéo precoce sao: cancer de mama, cancer
do colo do utero, cancer de célon e reto e cancer de cavidade oral (BRASIL, 2019)
(figura 7).

Figura 7 - Recomendacdes para deteccdo precoce e rastreamento segundo a localizagdo do cancer

Recomendagdes para detecgdo precoce
Localizagdo do cancer

Diagndstico precoce Rastreamento
Colo do dtero Sim Sim
Colon e reto Sim Sim®
Cavidade oral Sim Sim
Pulmao Nao Mo
Prostata Sim MNEo
Estdmago Sim MEo
Pele (melanoma e ndo melanoma) Sim MEo

Fonte: (BRASIL, 2019)

Politicas publicas, facil acesso as informagdes sobre o cancer, neste caso o cancer
de mama, e conscientizagdo da populagdo sobre a importancia do diagndstico

precoce sao pontos importantes para maior sobrevida das pacientes.
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8 DIAGNOSTICO DO CANCER DE MAMA

Para o diagnéstico do cancer de mama, quando € detectado um ndédulo
suspeito, seja pela propria paciente ou pelo médico durante o exame fisico, a
recomendacdo do ministério da saude é a realizacdo de exame de imagem, seja
ultrassonografia, ressonancia magnética ou mamografia. A confirmacdo é feita por
bidpsia, que consiste na retirada de um fragmento do tumor, que € a analise do tecido,
e puncao aspirativa por agulha fina (PAAF), que € a analise das células. O material €
estudado pelo patologista que faz a confirmacgéo diagnéstica (INCA, 2019).

As principais manifestacdes clinicas do cancer de mama séao: nodulo fixo e
geralmente indolor (90%), alteracao da coloracéo e textura da pele, podendo as vezes
ter sinais de retracéo, saida de secrecao pelo mamilo e nédulos na axila (INCA,2019).
Esses sinais e sintomas podem variar e dependem do grau de evolugcéo do tumor,

podendo ser assintomatico no estagio inicial.

O estadiamento do céancer de mama baseia-se no tamanho do tumor e no
sistema TNM (tumor, n6dulo e metastase). Tumores com até 2,0 cm entram no estadio
I, de 2,0 a 5,0 cm estadio I, maiores do que 5,0 cm estadio Il e quando h& metastase

para outros 6rgaos o estadio é IV (quadro 1).

Este sistema tem como base a avaliacdo de trés componentes: tumor (T),
nodulo (N) e metastase (M) (INCA, 2004):

e T: extensdo do tumor primario;
e N: auséncia ou presenca de metastase em linfonodos regionais;
e M: auséncia ou presenca de metastase a distancia.

O objetivo do estadiamento TNM é fornecer uma descricdo do cancer que pode
ser facilmente comunicada a outros profissionais. Além disso, pode auxiliar nas
decisfes de tratamento e servir como um indicador de prognéstico. Também é til na
comparacao de casos, principalmente, no que diz respeito aos resultados associados
a diferentes opcdes terapéuticas. Na pratica clinica, o estadiamento TNM é utilizado
combinando as caracteristicas clinicas do paciente e, em alguns casos, com as
caracteristicas moleculares do proprio tumor, com a intencdo de orientar a avaliagdo

prognostica e a definicdo do tratamento (AJCC, 2018).
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Quando o cancer de mama é diagnosticado, fatores prognésticos e preditivos
devem ser avaliados pelo exame de IHQ. A avaliagdo da expressao dos receptores
hormonais de estrogeno (RE), progesterona (RP) e HER2 sdo fundamentais para
indicacéo do tratamento (AJCC, 2018).

A oitava edicdo da American Joint Committee (AJCC), classifica o cancer de
mama segundo a classificagdo do tumor priméario (quadro 1), classificacdo do
envolvimento regional dos linfonodos (quadro 2) e classificacdo de metastases (AJCC,
2018) (quadro 3).

Quadro 1 - Classificagédo do tumor primario, oitava edicdo do TNM (AJCC) (continua)

T: Tumor primério clinico e patolégico

TX O tumor primério ndo pode ser avaliado

TO Nenhuma evidéncia de tumor primario

Tis (DCIS) Carcinoma ductal in situ

Doenca de Paget do mamilo sem associagcdo com carcinoma invasivo e/ou
carcinoma in situ (CDIS) no parénquima mamario subjacente. Carcinoma no
Tis (Paget) parénquima mamario associados a Doenca de Paget sdo categorizados pelo
tamanho e caracteristicas da doenga do parénquima, embora a presenca da
Doenca de Paget devera mesmo assim ser mencionada.

T1 Tumor < 20 mm na maior dimensao

Tl mi Tumor < ou igual a 1 mm na maior dimensao

Tumor > 1 mm e iigual ou <5 mm na maior dimens&o (aproximadamente qualquer

Tla medida de 1,0-1,9 mm a 2 mm).
T1b Tumor >5 mm e igual ou < 10 mm na maior dimenséo
Tlc Tumor > 10 mm e igual ou < 20 mm na maior dimenséo
T2 Tumor > 20 mm e igual ou < 50 mm na maior dimenséao
T3 Tumor > 50 mm na maior dimenséo
Tumor de qualquer tamanho com extensao para parede toracica e/ou pele
T4 (ulceracéo ou nédulos macroscoépicos); apenas invasao da derme ndo qualifica

como T4

Fonte: (AJCC , 2018)
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Quadro 2 - Classificacdo do envolvimento regional dos linfonodos, oitava edicdo do TNM (AJCC)

N: envolvimento regional dos linfonodos, patolégico

pNXx Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
pNO Sem metastase de linfonodos regionais ou apenas células tumorais isoladas
pNO(i+) Apenas células tumorais isoladas (agrupamentos de células malignas ndo maior
do que 0,2 mm) no linfonodo regional
pNO(mol+) Achados moleculares positivos pela transcriptase reversa (RT-PCR); células
tumorais isoladas ndo detectadas
Micrometéstase; ou metastase em 1 a 3 linfonodos axilares; e/ou ndédulos
N1 mamarios internos negativos clinicamente com micrometastase ou biopsia de
linfonodo sentinela com macrometéastase
N1 mi Micrometéstase (aproximadamente 200 células ou medida maior do que 0,2 mm e
menor do que 2.0 mm)
Nia Metastase em 1 a 3 linfonodos axilares com uma metastase com pelo menos 2,0
P mm
N1ib Metastastase em linfonodo sentinela mamaio interno ipsilateral, excluindo células
P tumorais isoladas.
pN1lc pNla e pN1lb combinado
N2 Metastases em 4 a 9 linfonodos axilares; ou linfonodo mamario interno positivo
ipsilateral pela imagem e auséncia de metastase em linfonodo axilar
N2a Metastases em 4 a 9 linfonodos axilares (pelo menos 1 depésito tumoral maior do
que 2,0 mm)
N2b Metastase detectado clinicamente em linfonodo mama@rio interno com ou sem
confirmagdo microscépica; com linfonodos axilares negativos patologicamente
Metastases em mais de 10 linfonodos axilares; ou linfonodo infraclavicular (nivel
3); ou linfonodo mamario interno positivo pela imagem e a presenca de um ou
N3 mais linfonodos do nivel |, Il positivo; ou mais de 3 linfonodos axilares e
micrometéstase ou macrometastase pela biépsia do linfonodo sentinela
clinicamente negativo em linfonodo mamario interno
N3a Metastases em mais de 10 linfonodos axilares (com uma metastase com pelo
menos 2,0 mm); ou metastase em linfonodo infraclavicular (nivel 3)
N3b pNla ou pN2a na presenca de N2b (linfonodo mamario interno positivo pela
imagem)
N3c Metastase em linfonodo supraclavicular ipsilateral

Fonte: (AJCC , 2018)
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Quadro 3 - Classificacdo de metastases, oitava edicdo do TNM (AJCC)

M: Metastase distante

MO Sem metastase distante

M1 Metéastase distante presente

Fonte: (AJCC , 2018)

Ao final de todos os laudos anatomopatoldgicos, insere-se o estadiamento
patolégico, o que auxilia o0 mastologista e o oncologista na determinacdo do melhor

tratamento para a paciente.

Apbs a confirmacgédo do diagnostico de cancer pelo exame anatomopatoldgico,
€ necessaria a avaliacao progndstica e preditiva através do exame de IHQ na amostra.
Avaliam-se os receptores hormonais de estrégeno (RE), progesterona (RP), receptor
de crescimento epidérmico humano (HER2) e indice proliferativo (Ki67). A partir do
resultado do exame de IHQ o tratamento para a paciente € direcionado. O beneficio
do tratamento hormonal em pacientes com receptores RE e RP positivos ja é
estabelecido na literatura e corresponde a maioria dos cénceres de mama
(HAMMOND, et al, 2010). A oncoproteina HER2 é um receptor de crescimento
epidérmico humano e faz parte da familia do receptor de fator de crescimento
epidérmico (EGFR). Tem expressédo elevada e amplificacdo em 15 a 30% dos
canceres de mama, observado em tipos histolégicos mais agressivos comparado aos
outros tipos histolégicos. Pacientes que tem expressao positiva e amplificacdo do
HER2 podem se beneficiar com a droga transtuzumabe, que € um anticorpo
monoclonal, podendo ser associado ou ndo a quimioterapia (LYNDSAY, et al, 2007).

O material retirado para a analise, biopsia ou peca cirdrgica, deve ser submerso
em solucdo de formalina tamponada para fixacdo logo ap0s a coleta da amostra, por
um periodo minimo de 6 horas e no maximo de 72 horas, em um volume adequado
(tecido/solucao 1:20). Evitar o tempo de isquemia do material € necessario para um
resultado adequado, evitando assim exames falsos-negativos (HAMMOND, et al.,
2010, FRAGOMENI et al., 2018). O tempo de tolerancia preconizada entre a retirada
da amostra até sua imersdo em solucédo de formalina tamponada, é de no maximo 1
hora (HADI et al., 2008, FRAGOMEN!I et al., 2018). A ma fixacdo da biopsia e da peca
cirdrgica pode levar a resultados falsos-negativos na IHQ (YILDIZ-AKTAS, 2012).
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Considera-se marcacao positiva do RE e do RP quando ha pelo menos 1% de
marcacdo no nucleo das células neoplasicas, podendo chegar a 100%. Essa
porcentagem deve ser descrita no laudo anatomopatolégico, assim como sua
intensidade, variando de fraca, moderada a forte (HAMMOND et al.,, 2010;
FRAGOMENI et al., 2018). Aproximadamente 75 a 80% dos tumores de mama s&o
RE e RP positivos, principalmente os carcinomas invasivos, bem e moderadamente
diferenciados (HAMMOND et al., 2010). A marcacdo do HER2 é classificada em

escores conforme a tabela 5.

Tabela 5 - Descri¢éo do resultado do HER2 pelo teste de imuno-histoquimica

Resultado Critérios

Negativo (escore 0) Nenhuma marcacdo observada ou marcagéo
incompleta e fraca em menos de ou igual a 10%

das células tumorais.

Negativo (escorel+) Marcacdo incompleta e fraca em pelo menos

10% das células tumorais.

Inconclusivo (escore 2+) Marcacdo das membranas, fraca a moderada,
em pelo menos 10% das células tumorais ou
marcacao intensa das membranas em menos de

10% das células tumorais.

Positivo (escore 3+) Marcacdo em toda a circunferéncia das
membranas em pelo menos 10% das células

tumorais.

Fonte: (CAP, 2019)

Resultando o exame inconclusivo ou positivo, recomenda-se a avaliacdo da

amplificacdo do gene HER2 pelo teste de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH)
(WOLFF et al., 2018).

O marcador Ki67 é uma proteina de marcacdo nuclear que avalia o indice
proliferativo das células tumorais em todos os ciclos de proliferacdo celular. E utilizado

para avaliacdo do grupo prognostico, mas ainda ndo ha uma definicdo clara com
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relacdo a baixa ou alta expressdo. E descrita nos laudos em porcentagem da
positividade nuclear das células tumorais (DOWSETT et al., 2011).

9 INSTABILIDADE DE MICROSSATELITES

A instabilidade de microssatélites (MSI) foi primeiramente descrita em 1993, por
Boland e colaboradores, em um subconjunto de cancer colorretal (BOLAND et al.,
1998). No DNA existem locais onde ha pequenas e repetidas sequéncias de
nucleotideos, variando de 1 a 6, chamados de microssatélites. Para cada individuo,
esses microssatélites podem variar em localizacdes e diversas sequéncias. Quando
mutacBes ocorrem nesses locais, o sistema de reparo (MMR), que sdo codificadas
pelos principais genes MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, faz o0 ajuste desses erros. Esses
4 genes, codificam 4 proteinas que recebem as mesmas identificacdes e atuam como
heterodimeros: MLH1 com o PMS2 e 0 MSH2 com o MSH6. No momento em que
esses genes de reparo se tornam deficientes e param de realizar sua funcéo, as
mutacbes vao se acumulando e podem ocasionar as dMMR/MSI, sendo uma
consequéncia da oncogénese (DIETMAIER et al., 1997; KULIGINA et al., 2006).

Sao encontradas esporadicamente no cancer colorretal e endometrial, porém
sao infrequentes no cancer de mama. Ekatherina et al (2006) comparou, a partir de
estudo molecular, 52 pacientes com diagnéstico de cancer de mama unilateral e 71
pacientes com diagnostico de cancer de mama bilateral encontrando instabilidade de
microssatélite (MSI) em 10% dos casos de bilateralidade e nenhuma instabilidade nos
canceres unilaterais (KULIGINA et al., 2006).

MSI pode ser observado em tumores esporadicos e hereditarios. Nos
hereditarios, temos a sindrome de Lynch que é encontrada em um grupo de pacientes
com cancer colorretal que tém variantes germinativas patogénicas nos genes do
sistema MMR. Nos casos dos esporadicos, podemos encontrar em outros tipos de
tumores, como os de origem mamaria. A inativagdo de genes MMR pode ocorrer
devido a presenca de mutacbes somaticas ou aos eventos epigeneéticos, como a
hipermetilagdo do promotor do gene MLH1 (por exemplo, associado a mutacao
somatica BRAF V600E), inativacdo epigenética de MSH2 ou regulacédo negativa de
genes MMR por microRNAs (HERMAN et al.,, 1998; HENDRIKS el al., 2006;
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LIGTENBERG et al., 2009; LI et al., 2020).

Dung et al., estudaram 32 diferentes tipos de tumores soélidos e concluiram que
desses, 11 mostraram deficiéncia nas proteinas de reparo (LE DT et al., 2017). Para
o diagnostico dos tumores instaveis, utilizam-se caracteristicas clinicas e histologicas,
e pesquisa das alteracdes nos tecidos, podendo ser utilizados a IHQ, nova geracéo
de sequenciamento (next generation sequencing — NGS) e a reacdo em cadeira pela
polimerase (PCR). A andlise feita por métodos moleculares, como NGS e PCR séao
mais utilizados, por ter uma acuracia mais elevada 92 a 94,6% e 100%,
respectivamente, comparada ao método da IHQ, com acuracia de 89 a 95%. A
vantagem da IHQ é por ser um exame mais acessivel, tanto pela disponibilidade em
diversos servicos, como em termos de custo (CHEAH et al., 2019; LI et al., 2020).
Além disso hé alta correlacdo entre os tumores com perda da expressao proteica e
instabilidade de microssatélites (MSI-High - MSI-H) e quando comparados possuem
prognosticos similares (MUELLER et al., 2009).

Pela técnica da IHQ, a pesquisa € feita com 4 anticorpos que identificam
especificamente as proteinas de reparo MLH1, PMS2, MSH2 e MSH6. Como atuam
como heterodimeros, a analise é feita sempre em pares MLH1 com o0 PMS2 e MSH2
com o MSH6. Se ha perda da expressao do MLH1, o PMS2 também perde sua
expressao e da mesma forma ocorre com o outro par MSH2 e MSH6. A perda isolada
da expressao pode ocorrer com 0 PMS2 e MSH6 (tabela 6) (HENDRKS et al., 2006;
PENA-DIAZ, et al., 2016).

Tabela 6 - Avaliagdo da expressao das proteinas de reparo pela IHQ

EXPRESSAO PELA IHQ
MHL1 PMS2 MSH2 MSH6
- - + +
+ - + +
+ + - -
+ + + -

Fonte: a autora, 2021
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Pelo método do PCR, o painel de microssatélites recomendado pelo Instituto
Nacional do Céancer, compreendem cinco marcadores: 2 mononucleotideos (BAT25,
BAT26) e 3 multinucleotideos (D5S346, D2S123, D17S250). Tumores instaveis para
2 ou mais dos 5 marcadores sao considerados tumores com MSI-H (GRYFE et al.,
2000; LI et al., 2020).

Os tumores com MSI possuem maior quantidade de linfécitos intratumorais e
tém uma série de acumulos de mutacbes, como consequéncia, maior nimero de
mutacBes adquiridas comparados aos tumores estaveis, resultando em tumores mais
imunogénicos. Essas caracteristicas mostram que esses tumores podem resultar na
expressdo positiva da proteina PDL1 (SLOAN et al.,, 2017). Em 2017, a agéncia
federal do Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos (US
Food and Drug Administration FDA), aprovou o tratamento com pembrolizumab, um
inibidor de checkpoint, em qualquer tumor que tenha dMMR ou MSI-H comprovada
por algum método de detecgdo (FDA, 2017; LI et al., 2020).

Em 2017, em um estudo abordando 86 pacientes e 12 tipos de canceres,
mostrou a hipétese da eficicia no tratamento com inibidor de checkpoint nos tumores
gue resultaram com MSI (LE et al., 2017). Em outros dois estudos, um com cancer
colorretal e outro com cancer de endométrio, mostraram que o anticorpo PDL1 foi mais
expresso quantitativamente nos tumores com MSI do que os tumores estaveis, 0 que
indica a possibilidade de resposta de tratamento com os inibidores de checkpoint
(ROSENBAUN et al., 2016; SLOAN et al., 2017). No contexto dos tumores com MSI,
o cancer colorretal € o mais frequente, porém ja foram observados em outros tumores
em uma frequéncia variada. A frequéncia de MSI em tumores mamarios &
extremamente baixa, variando de 0% a 1,5%, porém ja foi encontrada uma maior
incidéncia (0 a 33%) (OZER et al., 2002; HAUSE et al., 2016; BONNEVILLE et al.,
2017). Kuligina et al., em 2006, realizou um estudo com 71 pacientes com diagnostico
de cancer de mama bilateral, comparando com grupo controle de 52 pacientes com
diagnostico de cancer de mama unilateral. O método de deteccéo foi por PCR e
encontrou 10% de MSI-H nos tumores contralaterais metacrbnicos, 05% nos

sincronicos e nenhuma nos unilaterais. (KULIGINA et al., 2006).

Por ser um tema que ainda ndo esta bem elucidado na literatura, esse estudo

poderd trazer novos incentivos. O tratamento com pembrolizumab pode ser utilizado
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em tumores com MSI ou com dMMR. Portanto, ndo existe a necessidade da
confirmagéo da MSI pelo método molecular. Ao detectar a dMMR pelo método da IHQ,
€ possivel realizar o tratamento com essa medicacdo. Esse estudo € o unico realizado
com pacientes brasileiras com diagnostico de cancer de mama bilateral e detectado
pelo método da IHQ. Este, por ser uma exame de custo acessivel e que pode ser
encontrado em muitos servigos, é considerado o método de escolha, possibilitando

acesso a toda populacao brasileira que recebem esse diagnastico.
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10 METODOS

10.1 DESENHO E SELECAO DAS PACIENTES

O presente trabalho trata-se de uma pesquisa ndo experimental, analitica e
retrospectiva realizado em hospital com foco no tratamento oncolégico. Foram
selecionadas amostras de pacientes com diagnostico de cancer de mama bilateral do
laboratério de patologia (LAP) no Hospital Erasto Gaertner da Liga Paranaense de
Combate ao Cancer (HEG — LPCC), localizado em Curitiba — PR, no periodo entre
2005 a 2020. Estas pacientes foram acompanhadas e tratadas, onde realizaram

bidpsias e/ou ressecc¢des cirdrgicas no proprio Hospital Erasto Gaertner.

10.1.1 Critérios de Incluséo:

- Pacientes diagnosticadas com cancer de mama bilateral, metacrénico e

sincronico;

- Amostras referentes a bidpsias e pecas cirurgicas.

10.1.2 Critérios de Excluséo:
- Pacientes com diagndstico do tipo histoldgico “in situ”;
- Pacientes com resposta completa apés tratamento;

- Amostras com escassa quantidade de tumor.

10.2 CONSIDERACOES ETICAS

Esse estudo foi submetido e aprovado pelo CEP Centro de Projetos de Estudo
e Pesquisa (CEPEP) do HEG registrado com o CAAE 09593219.6.0000.0098. Todas
as informacgOes coletadas das pacientes foram mantidas em sigilo absoluto e de

responsabilidade dos pesquisadores.
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10.3 MATERIAIS

A primeira coleta de dados foi extraida do Sistema de Registro Hospitalar de
Cancer (SISRHC) pelo setor de estatistica do (HEG), desenvolvido e disponibilizado
pelo INCA. Por se tratar de um estudo sobre cancer de mama bilateral, foram
selecionadas as pacientes cujos registros apresentaram duas vezes o CID referente
ao diagnostico de cancer de mama e foi encontrado 94 pacientes. A partir dessa
lista, onde contemplava apenas o nhome das pacientes, foi realizada a segunda
etapa da coleta de dados, porém no prontuério eletrdnico do HEG (sistema Tasy)
do HEG, onde foi extraido o nimero dos exames anatomo-patolégicos do LAP,
idade, data do procedimento, tipo do procedimento, tipo histologico, tratamento
neoadjuvante quando realizado, estadiamento e 0 numero do exame de imuno-
histoquimica quando presente. No primeiro momento optamos por selecionar
apenas amostras de pecas cirdrgicas (mastectomias, setorectomias e
guadrantectomias) no intuito de garantir maior quantidade de tumor, excluindo as
gue tinham apenas amostras de bidpsias. Apds a analise dos dados enquadrados
para o estudo, com os critérios de exclusdo, o niumero de pacientes reduziu para
34. A separacgdo dessas 34 amostras (blocos de parafina, laminas histologicas e de
imuno-histoquimica) para avaliagdo, foi realizada na empresa terceirizada,
localizado em Campo Largo-PR onde ficam armazenadas amostras dos anos
anteriores a 2019, com as devidas politicas e normas da empresa. As laminas foram
revisadas por dois patologistas e das 34 pacientes, apenas 9 das amostras estavam
elegiveis para o estudo (Figura 8). As demais foram descartadas pelos critérios de

exclusao.
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Figura 8: Coleta de dados 1

Sistema de
Registro
Hospitalar de
CAncer{SISRHC)
'
1* COLETA DE
DADOS
- Tipo histolégico “in situ
Prontuario eletrdnice " e 60 excluidas
Y o
| Sem exame no LA®
Apos Ssparagéc m".! arquivo - : = 25excluidas »  Tumor 'Li'“-p':l;!*wla
€ revis3o microscopica TR e e ?
9
Pecas >
cirdrgicas

Fonte: a autora

Devida a reducéo significativa da quantidade de amostras optou-se por tentar
outro método de coleta de dados, porém pelo préprio prontuério eletrénico do HEG,
o sistema Tasy. ApGs discutir com o mastologista do HEG foi sugerido uma nova
coleta a partir de codigos de procedimentos especificos e registrados no Tasy pelos
cirurgibes apos as cirurgias. Os codigos utilizados foram para os procedimentos de
mastectomias com linfadenectomia, mastectomia simples, quadrantectomias e
setorectomias em oncologia e procedimentos sequenciais em oncologia. Dessa
lista, totalizaram 280 pacientes. Por ser tratar de cancer de mama bilateral, foram
selecionadas apenas pacientes que tinham mais de um cdodigo e novamente foi
realizada a segunda etapa da coleta de dados com as mesmas informacdes da
primeira coleta. ApOs a segunda coleta, somadas as 9 pacientes iniciais, resultaram
70 pacientes, ressaltando que nessa segunda coleta para a analise das laminas,
foram incluidas pacientes que tinham também amostras de bidpsias e ndo apenas

pecas cirdrgicas na tentativa de conseguir mais pacientes para o estudo (Figura 9).
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Figura 9: Coleta de dados 2
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Fonte: a autora

Todos os dados foram tabelados em planilha no Excel. As laminas e os
blocos de parafina dessas 70 pacientes foram novamente retiradas na empresa
terceirizada com as devidas politicas e normas. 10 pacientes foram excluidas nessa
etapa por nao ter blocos de parafina das duas mamas. Apés analise das 60 laminas,
2 foram excluidas. Uma por néo ter neoplasia em um dos lados da mama e a outra

por ndo ter tumor suficiente para analise, resultando em 58 pacientes para o estudo.

10.4 PROCEDIMENTO METODOLOGICO

Para a realizacdo do exame IHQ, optou-se pela técnica de arranjo em matriz,
conhecido em inglés como tissue microarray (TMA) (Figura 10). E um método
amplamente utilizado, validado e descrito na literatura. (JOURDAN et al., 2003). A
partir de um molde, séo feitos blocos de parafina com espacgos cilindricos de 3,0 mm
de diametro, totalizando 35. Com punch dermatolégico do mesmo diametro, é feito a
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coleta das amostras de tumor, no bloco de parafina das pacientes. A area tumoral foi
determinada a partir da analise da lamina correspondente, sendo marcada com caneta
de retroprojetor para comparacao no bloco de parafina e extracdo exata do local. Os
cilindros coletados séo inseridos nos espacos vazios no bloco de parafina feito pelo
molde. Foram coletadas de 2 a 4 areas tumorais, de cada bloco de parafina (cada
paciente tinha de 1 a 3 blocos com tumor), resultando 12 blocos de parafina (TMA). O

registro de cada espaco no bloco de TMA foi tabelado no Excel.

Figura 10: TMA

Fonte: a autora

10.4.1 Dados da Imuno-histoquimica

O método da IHQ realizado no bloco de parafina, com material previamente
fixado em formalina tamponada. A partir do bloco de parafina, séo feitos cortes com
espessuras de 04 micrometros, colocados em laminas especiais (silanizadas e/ou
eletricamente carregadas). Os anticorpos podem ser: monoclonais (camundongo e
coelho) ou policlonais (coelhos, porcos, cabras, ovelhas entre outros). O método da
IHQ é feito através do reconhecimento do local do antigeno utilizando o anticorpo.
Essa ligacdo é amplificada por um sistema a base de polimeros que através de

ligagbes enzimaticas (Peroxidase Horseradish) é visualizada com revelador DAB (3,3
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diaminobenzidina tetracloridrato) que em presenca de perdxido de hidrogénio produz
uma coloragéo castanho-dourado. Esse método é altamente sensivel e inibidor de
ligacdes inespecificas. Ao final, as laminas sdo coradas com hematoxilina para se
obter o contraste do que nao foi corado com o anticorpo. Ao analisar a lamina de IHQ,
deve-se estar atento ao controle, podendo ser interno (quando é positivo no préprio
corte do material a ser analisado) ou externo (quando é feito um corte de outro material
e colocado na mesma lamina). Esse controle € importante no intuito de certificar que

a reacao realmente esta correta e evitar exames falso-negativos.

Foi realizada a IHQ para deteccao da dMMR, perfil hormonal, status HER2 e
Ki67 nos 12 blocos de TMA, resultando em 96 laminas. Os anticorpos utiizados foram:
MLH1 (clone M1), PMS2 (clone A16-4), MSH2 (clone G219-1129), MSH6 (clone
SP93), RE (clone SP1), RP (clone 1E2), HER2 (clone 4B5) e Ki67 (clone 43). Para
confianca da analise dos marcadores, utilizou-se controle externo. Na figura 11 mostra
a positividade das proteinas de reparo, ou seja, sem perda da expressdo. Considerou-
se sem perda da expressao das proteinas de reparo quando foi positiva em pelo
menos 10% da amostra e com perda da expressdo quando negativa em 100% da
amostra. Para os receptores hormonais, seguiu-se 0 mesmo critério. Para o status do
HER2, considerou-se positivo quando marcacao positiva em toda membrana em mais
de 10% da amostra, inconclusivo quando forte em menos de 10% da amostra ou fraca
a moderada em toda a membrana e negativa quando néo teve marcacdo em 100%
da amostra. O indice proliferativo (Ki67) foi estimada a porcentagem das células
positivas com relacdo a quantidade total de células tumorais na amostra e foi
classificado em acima ou igual a 14% e abaixo de 14%.
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Figura 11 - llustracéo das proteinas de reparo sem perda da expressao

Fonte: a autora
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11 ANALISE DOS RESULTADOS

Foram selecionados todos os registros duplicados, a partir dos cédigos de
procedimentos (mastectomias com linfadenectomia, mastectomia simples,
guadrantectomias e setorectomias em oncologia e procedimentos sequenciais em
oncologia) do setor de estatistica do Hospital Erasto Gaertner no periodo entre 2005
a 2020. Apos selecao de casos de cancer bilateral com material (blocos de parafina)
disponivel e revisédo histoldgica, chegou-se ao numero de 58 casos. 48 (50%) eram
sincronicos e 48 (50%) metacronicos. Dessas 58 pacientes, em 4 foi detectada
auséncia de expressao de grupo de proteinas de reparo (expressdo negativa), com

frequéncia relativa de 6,9%. (Tabela 7)

Tabela 7 - Distribuicdo de frequéncia de perda de expresséo de proteinas de reparo

Frequéncia Porcentagem
Expressao Positiva 54 93,1
Expressao Negativa 4 6,9
Total 58 100,0

A idade média das pacientes com expressdo negativa foi de 54.29 + 15.757
anos. A paciente mais jovem tem 25 anos de idade e a mais idosa 87 anos. Do total
de pacientes, 25% tém mais de 66,75 anos de idade. A maioria das pacientes estao
abaixo do valor médio. As pacientes foram divididas em 4 grupos de faixa etaria

conforme a tabela 8.
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Tabela 8 - Distribuicdo da Idade dividida em 4 grupos

FrequénciaPorcentagem

Idade abaixo dos 50 anos 28 48,3
Idade acima ou igual a 50 e abaixo dos 59 8 13,8
anos

Idade acima ou igual a 60 e abaixo dos 69 8 13,8
anos

Idade acima ou igual a 70 anos 14 24,1
Total 58 100.0

A partir dessa divisdo foi realizado o teste chi quadrado para avaliar a
instabilidade de microssatélites com a idade e ndo foi encontrada nenhuma

correlacéo.

A tabela 9 correlaciona o tipo histologico, os receptores hormonais, o status do
HER2 e o indice mitético (Ki-67), entre tumores direitos e esquerdos. Com base
nessas informacdes, conseguimos demonstrar que os tumores bilaterais possuem

também fendtipos divergentes.

Tabela 9 - Comparacéo histoldgica entre tumores bilaterais

Casos Totais 58 (n) 100%

Sincronicos 29 50.0%

Metacrénicos 29 50.0%

Positivo bilateral 45 77.6%

Fre]eceptor_es Positivo Unilateral 6 10.3%
ormonais

Negativo bilateral 7 12.1%

Tipo histologico Ductal bilateral 26 44.8%
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Lobular bilateral 6 10.3%

Ducto-lobular

Bilateral 2 3.4%

Histologia

discordante 24 41.4%

Positivo bilateral 5 8.6%

Positivo Unilateral 6 10.3%

Inconclusivo Bilateral 1 1.7%
Her 2

Inconclusivo

Unilateral 3 5.2%

Negativo bilateral 43 74.1%

> ou igual 14 %

Bilateral 26 44.8%
Ki67 > ou igual 14%

Unilateral 16 27.6%

<14% Bilateral 16 27.6%

As 4 pacientes que foram detectadas com dMMR, 2 eram em ambas as mamas
e 2 em apenas um lado, totalizando 6 mamas com dMMR. Analisando essas 6 mamas,
5 (83,3%) tinham receptores hormonais positivos e 1 (16,7%) negativos. O status do
HER2, observamos negativo (escore 0) em 4 (66,66%) e 2 (33,33%) foram

inconclusivos (escore +2).

A analise detalhada dos tumores com dMMR é demonstrada na tabela 10 (50%)
pacientes com dMMR em ambas as mamas e 2 (50%) em apenas um lado da mama.
A faixa etaria foi prevalente nas pacientes abaixo dos 50 anos (50%) e nao foi
observado em nenhuma paciente igual ou acima dos 70 anos. Analisando a
classificacdo do cancer de mama bilateral, 3 (75%) eram sincronicos e apenas 1 (25%)
metacronico. Com relacdo a expressao das proteinas de reparo, 3 (75%) teve perda
da expressao nas proteinas MLH1 e PMS2 (Figura 9) e 1 (25%) com perda da

expressdo apenas da proteina PMS2. Dentre os tipos histolégicos, nenhum
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prevaleceu entre os tumores instaveis.

Tabela 10 - Descri¢éo dos casos com dMMR

Idade Classificacdo MMR Histologia
Direito Esquerdo Direito Esquerdo
. Perda da expressao Perda da expressado
48 Sincronico do PMS2 do PMS2 Lobular Lobular
. Perda da expressao Perda da expressdo
45 Metacrénico do MLH1 e PMS2 do MLH1 e PMS2 Ductal Ductal
52 Sincrénico Normal Perda da expressdo Lobular Ductal e Lobular
do MLH1 e PMS2
62 Sincrénico Normal Perda da expressdo Ductal Outros

do MLH1 e PMS2

Figura 12 - llustragéo das proteinas de reparo com perda da expressédo do MLH1 e PMS2, e sem
perda da expressao do MSH2 e MSH6

5 = 4

W BT

Fonte: a autora.
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12 DISCUSSAO

O cancer de mama bilateral € uma doenca rara. O risco para as mulheres com
cancer de mama de desenvolver uma segunda neoplasia primaria € de 2 a 6 vezes
maior do que o risco da populacdo em geral (GONG, et al., 2007; NITA, et al., 2009;
DIAZ, et al., 2012; BAKER, et al., 2013; LIZARRAGA, et al., 2013).

Com o avancgo de novas tecnologias para deteccdo precoce do cancer de
mama, assim como novos estudos, melhores tratamentos estdo sendo propostos.
Antigamente muitas mulheres morriam dessa doenca ou tinham um tempo de
sobrevida muito curto. Hoje, esse cenario vem se alterando e muitas pacientes que
sdo tratadas do cancer de mama evoluem com boa resposta e algumas até
respondem completamente ao tratamento, permitindo com que tenham uma sobrevida
mais longa, porém, por outro lado existe chance maior de desenvolver um segundo
tumor (ROBINSON et al., 1993; NAROD S. A,, 2014).

As instabilidades de microsatélites sdo encontradas esporadicamente no
cancer colorretal e endometrial, ja no cancer de mama é um evento raro. Apesar de
nao serem frequéntes no cancer de mama, estudos apontam que, no cancer de mama
bilateral essa incidéncia pode ser mais alta. Kuligina et al., em 2007, realizou um
estudo com 71 pacientes com diagndstico de cancer de mama bilateral, comparando
com grupo controle de 52 pacientes com diagnéstico de cancer de mama unilateral.
Os resultados foram préximos do que encontramos, 10% em comparag¢do com 6,89%.
Diferente do nosso estudo, o método de deteccdo foi por PCR, que possui uma
acuracia de 100% comparado com a IHQ que possui 89 a 95% (KULIGINA et al., 2006,
Kl et al. 2020). A hip6tese dessa diferenca encontrada pode ser decorrente do método
utilizado, portanto estudos posteriores que facam a comparacdo desses métodos

poderia auxiliar a esclarecer essa questéao.

Nosso estudo detectamos 4 pacientes com dMMR de 58 diagnosticadas com
cancer de mama bilateral, uma prevaléncia de 6,89%. Correlacionamos 0s tumores
com deficiéncia com as seguintes variareis: tumores sincrénicos e metacronicos, tipo
histoldgico, indice proliferativo (Ki67), idade, status dos receptores hormonais, status
do HER2. 48 (50%) das pacientes tinham tumores sincrénicos e 48 (50%)
metacronicos. 3 (75%) dos tumores com deficiéncia eram sincrénicos e apenas 1

(25%) metacrénico. Esse achado difere de outros estudos que mostram uma maior
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incidéncia da dMMR nos tumores metacronicos (ROBINSON et al., 1993). A hipoétese,
com relagcdo aos outros estudos, (CONTEGIACOMO et al., 1995) de que o tipo
histoldgico lobular invasor poderia estar correlacionado, foi nula em nosso estudo. N&o
encontramos nenhum tipo histolégico que prevaleceu entre os tumores com
deficiéncia. O baixo indice proliferativo (Ki67) analisado no estudo do Contegiacomo
et al. foi observado com maior frequéncia, ja no estudo feito por Cheng et al., tumores
com deficiéncia com Ki67 acima de 14% prevaleceram. Em nosso estudo observamos
esse indice mais elevado. Das 6 mamas com deficiéncia, 4 (66,66%) apresentaram o
indice acima de 14%: 80%, 70% e dois com 30%, e 2 (33,33%) com 10%. Tumores
com indice proliferativo (Ki67) mais elevado indicam um comportamento mais
agressivo. Com relacdo a idade média das pacientes com deficiéncia em nosso
estudo foi de 54.29. A paciente mais jovem com 25 anos de idade e a mais idosa 87
anos. A faixa etaria foi prevalente nas pacientes abaixo dos 50 anos (50%), diferente
do encontrado por Cheng et al., onde a maioria das pacientes eram acima dos 50
anos. Ainda em comparacdo com o estudo analisado por Cheng et al., o receptor de
progesterona foi negativo e o receptor de estrogénio positivo na maioria dos tumores
com deficiéncia. Em nosso estudo, a diferenca foi com relagdo ao receptor de
progesterona que foi negativo e positivo em proporcdes iguais, € 0 receptor de
estrogénio obteve o mesmo resultado, positivo na maioria dos casos. Essa
estratificacdo dos dados dos receptores hormonais, progesterona e estrogénio, nédo
foi demonstrada na tabela da analise estatistica, porém foi realizada. Em relacdo ao
status do HER2, os resultados também foram semelhantes, sendo a maioria negativo
para esse biomarcador. Importante ressaltar que o método de detec¢do desse estudo
também foi feito pela IHQ, porém foi abordado pacientes de uma provincia do Canada,
sendo a maioria europeus, ou seja, a ancestralidade é distinta da nossa populacdo

analisada.

Estudos sobre cancer de mama unilateral e bilateral, apontam alguns fatores
como sendo fatores progndsticos negativos, como receptores hormonais e HER2
negativo, nomeados como triplo negativo (RAKHA et al., 2007), idade (OZER et al.,
2002) e tumores sincronicos (JOBSEN et al.,, 2015). Nosso estudo correlacionou
esses fatores prognosticos com os tumores com deficiéncia encontrados e néo
observou significancia relativa (YEE et al., 1994; TOYAMA et al., 1996).

Em 2017, o tratamento com pembrolizumab, um inibidor de checkpoint, teve
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aprovacdo pelo Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos
(US Food and Drug Administration FDA) em qualquer tumor que tenha dMMR ou MSI-
H comprovada por algum método de deteccdo (FDA, 2017; LI et al., 2020). Apés essa
aprovacao, € extremamente relevante a importancia da pesquisa das proteinas de
reparo em tumores. Nosso estudo, demostrou que existe essa deficiéncia no cancer
de mama bilateral, portanto a deteccéo deve ser feita, pois pacientes com esse
diagnéstico podem se beneficiar com outros tratamentos que atualmente sao
preconizados. O método de deteccdo pela IHQ é validado possuindo 89 a 95% de
acuracia, além de ser um exame que esta disponivel em diversos servicos e com um
melhor custo monetario comparado aos exames moleculares (LI et al., 2020). Para o
diagnéstico dos tumores com deficiéncia pelo método da IHQ, a pesquisa pode ser
feita com 4 anticorpos que correspondem as proteinas de reparo: MLH1, PMS2, MSH2
e MSH6. Como atuam como heterodimeros, a analise é feita sempre em pares MLH1
com o PMS2 e MSH2 com o MHSH6. Se ha perda da expressdo do MLH1, o PMS2
também perde sua expressdo e da mesma forma ocorre com o outro par MSH2 e
MSH®6. A perda isolada da expressao pode ocorrer com 0 PMS2 e MSH6 e ndo séo
consideradas como MSI-H (HENDRIKS et al., 2006; PENA-DIAZ et al., 2016). Apenas
em alguns casos, a pesquisa pelo PCR ou outro exame molecular sera necesséaria,

para confirmacao do resultado quando a IHQ for inconclusiva (LI et al., 2020).

Observando os resultados em conjunto com outros estudos, chegamos ao
resultado de que a dMMR néo tem correlacdo com nenhuma das variaveis propostas
nesse estudo, possuindo patogenicidade distinta da maioria dos canceres de mama e
levantando a hipétese de que o perfil ancestral deve ser levado em consideragéo
devido aos distintos fenétipos encontrados. Mutacdes que levam o cancer de mama
bilateral como BRCA1 e BRCA2, assim como mutac¢des que levam a Sindrome de
Lynch nos tumores colorretais instaveis, podem néo ter conexao entre ambas, ou seja,
o cancer de mama bilateral com deficiéncia das proteinas de reparo nao esta
correlacionada com essas mutagfes acima citadas. J& as mutagbes somaticas, as
gue sdo adquiridas ao longo da vida, devem ser levadas em consideracdo. Como
limitacdo desse estudo foi 0 pequeno nimero de pacientes com tumores bilaterais e
como consequéncia um baixo niumero de tumores deficientes, impossibilitando uma

melhor correlagéo estatistica com as variaveis definidas para correlacéo.

56



13 CONCLUSAO

Concluindo, este estudo mostrou que apesar da baixa incidéncia no cancer de
mama, a dMMR pode ser detectada no cancer de mama bilateral. A perda da
expressao dessas proteinas sdo considerados como dMMR, condi¢éo encontrada nos
MSI. Demostramos que nao existem padrdes estatisticos, histoldgicos e moleculares
associados, quando estamos diante de um céancer de mama bilateral com dMMR.
Nesse estudo comprovamos que o método da IHQ € detectavel e obtemos resultados
semelhantes aos estudos que utilizaram métodos moleculares, além ser um exame
de facil acesso a toda a populacéo brasileira e bom custo beneficio. Importante que a
pesquisa das MMR seja sempre feita em ambas as mamas, pois como mostramos
nesse estudo, os fendtipos podem ser distintos. O tratamento e a conduta das
pacientes com cancer de mama bilateral devem ser analisadas de maneira
individualizada e personalizada, sempre lembrando da pesquisa das MMR, pois se

resutarem deficientes, essas pacientes podem se beneficiar com a imunoterapia.
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