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O objetivo deste trabalho foi estudar através do exame Imunoistoquimico,
a correlacao entre alguns fatores Anatomopatoldgicos (tipo histolégico e
grau nuclear) e alguns fatores bioldgicos (receptores hormonais de
estrogeno e de progesterona, proteina c-erbB-2 e proteina p53, no

carcinoma de Paget da mama, doenca rara e especial.

No periodo entre Janeiro de 1980 a Dezembro de 1998 foram tratados no
Instituto Brasileiro de Controle do Céncer, 6.303 casos de céancer de
mama, deste total 98 casos foram diagnosticados como carcinoma de
Paget, cuja incidéncia foi de 1,55%. Estudamos retrospectivamente 60
casos, sendo que 38 deles foram excluidos da analise, devido a limitagcao
e escassez da amostra no material disponivel, a idade das pacientes
variou entre 26 e 84 anos, com média de 55,4 anos, as informacgdes
clinicas e terapéuticas foram obtidas dos prontuarios das pacientes
considerando, idade na época do diagnostico, tamanho do tumor quando
palpavel, estadiamento clinico, e o tipo de cirurgia realizada. As amostras
de tecido mamario foram recuperadas dos arquivos do Departamento de
Anatomia Patolégica do 1.B.C.C. / MATTOSINHO. Apo6s a revisao
histologica, realizada por dois patologistas os casos foram classificados

em quatro grupos:

Grupo A- Doencga de Paget (forma pura) n = 09

Grupo B- Doenga de Paget + neoplasia ductal “in situ”, n =12

Grupo C- Doencga de Paget, neoplasia ductal invasora, n = 30



Grupo D- Doenca de Paget + neoplasia ductal “in situ”+ neoplasia

ductal invasora, n = 09.

Entre as variaveis anatomopatolégicas, o grupo C prevaleceu com 30

casos (50%). O grau nuclear (GN-II) predominou com 45 casos (75%).

Em relagdo as variaveis bioldégicas o receptor de estréogeno negativo
predominou com 41 casos (68,3%), seguido pelo receptor de
progesterona negativo com 40 casos (66,7%), podemos dizer que nesta
correlacdo houve uma concordancia boa pelo Teste de Kappa. A proteina
c-erbB-2 foi positiva em 53 casos (88,3%) e a proteina p53 foi negativa

em 47 casos (78,3%).

Com estes resultados concluimos que nao houve significancia estatistica
entre as variaveis anatomopatologicas e biologicas, porém, nossa
amostragem foi representativa quando comparada com outros trabalhos

da literatura, isto se deve a baixa incidéncia dessa doencga.






The obijective of this paper was to study the immunohistochemical efects
of Paget's disease, a rare and special carcinoma of the breast, by
correlating anatomopathological (histological and nuclear grade) and
biological (estrogen and progesterone hormonal receptors, c-erbB-2

protein and p53 protein) factors.

Between January 1980 and December 1998, 6303 cases of breast cancer
were treated at the Brazilian Institute of Cancer Control; 98 of these were
diagnosed with Paget's carcinoma, an incidence of 1.55%. We
retrospectively studied 60 of these cases; 38 were excluded due to lack of
available sample material. Patient age varied between 26 and 84 years
(mean 55.4), clinical and therapeutic information were obtained from
patient’s medical records considering age at time of diagnosis, tumor size
when palpable, clinical stage, and type of surgery performed. Samples of
breast tissue were retrieved the Anatomical Pathology Department,
[.B.C.C. / MATTOSINHO. After histological review, by two different

pathologists, they were classified into four groups:

Group A- Paget’s disease (pure form) n = 09

Group B- Paget’s disease + “in situ” duct neoplasia n = 12

Group C- Paget’s disease, invasive duct neoplasia n = 30

Group D- Paget's disease + “in situ” duct neoplasia + invasive duct

neoplasia n = 09.Invasive duct neoplasia was the most prevalent



anatomopathological variable (Group C, n = 30, 50%). Nuclear grade (GN-

II) was found in 45 cases (75%).

In relation to the biological variables, the negative estrogen receptor was
predominant with 41 cases (68.3%), followed by the negative
progesterone receptor with 40 cases (66.7%); this correlation had good
concordance by the Kappa test. The c-erbB-2 protein was positive in 53

cases (88.3%) and p53 was negative in 47 cases (78.3%).

From these results, we concluded that there was no statistical significance
between anatomopathalogical and biological variables, even though our
sample was representative with other literature, this could have been due

to the low incidence of this disease.
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Entre as neoplasias que acometem a populagao feminina,
0 cancer de mama permanece como a neoplasia maligna mais frequente.
E a doenca de maior impacto na vida da mulher, devido suas
repercussdes organicas e psico-sociais, além de responder por

expressivas taxas de morbidez e mortalidade.

Apesar da evolugdo dos métodos de diagndstico e do
desenvolvimento de varios protocolos de tratamento nos ultimos dez
anos, a mortalidade pela doenga ainda € muito alta. Estudos genéticos e
melhor conhecimento da relagdo tumor hospedeiro fornecem subsidios
para conduta individualizada e objetiva em relagdo ao tratamento do
cancer de mama. (Silva e Coelho JR. 1997). Por outro lado devemos
considerar 0s fatores prognésticos: anatomopatologicos,

imunoistoquimicos e biologia molecular.

Os fatores anatomospatoldgicos incluem, tamanho do
tumor, tipo histologico, graduagado histolégica, graduacdo nuclear e
linfonodos axilares. Entre os fatores bioldgicos destacamos na pratica os
receptores hormonais (de estrogeno e de progesterona) os marcadores
tumorais c-erbB-2 (onco-proteina que mede o indice de proliferagao
celular), p53 (gene supressor de tumor) que foi associado a neoplasia
mamaria humana em 1992, (Thor e col), Ki-67 (marcador de proliferagéo

celular) e o CD-34 (marcador da angiogénese).
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Os proto-oncogenes promovem a proliferagao celular
ordenada enquanto que 0s genes supressores mantém esta proliferagao
sob controle, mutagdes nos proto-oncogenes podem transforma-los em
oncogenes, a inativacdo dos genes supressores possuem importante

participacdo na génese do cancer.

O carcinoma de Paget da mama, encontra-se definido no
relatorio da OMS, sobre a classificagdo Histoldgica dos Tumores
Mamarios, como lesdo na qual células de coloragcdo palida estdo
presentes no interior da epiderme do mamilo, (Rosen, 1997). E
caracterizado por eritema, eczema, formacdo de crostas, erosdo ou
ulceracdo com ou sem tumor palpavel, confinados ao mamilo e aréola,
esta quase sempre associado a neoplasia ductal subjacente, “in situ” ou
invasora. E considerado tipo especial de cancer da mama, sua incidéncia,
no Instituto Brasileiro de Controle do Cancer, foi de 1,55%, resultado que
esta de acordo com os dados relatados na literatura (Haagensen 2,0%;
Rosen 1,0% a 2,0%; Silva Neto 1,4%; Basegio 0,5 a 5,0%; Gupta 3,0 a
5,0%; Invang 0,7 a 4,3%. Sua origem é no epitélio dos ductos mamarios e
se espalha até a epiderme superior. Entretanto, lembramos que a

histogénese dessa doencga ainda € matéria de discusséo.
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FIGURA 1- Fotomicrografia - preparacdo histologica coloragdao pela
hematoxilina e eosina, mostrando as células de Paget. 10x.

FIGURA 2- Fotomicrografia - preparagcéo histoldgica, coloragdo pela
hematoxilina e eosina, mostrando as células de Paget. 20x.
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Nos ultimos anos a imunoistoquimica vem revolucionando
a pratica da anatomia patologica, prestando inestimavel auxilio no
diagndstico dos diferentes tipos de neoplasias. Embora o exame anatdmo
patolégico tradicional forneca dados fundamentais para o progndstico,
tornou-se necessario o estudo de outros marcadores, determinados por

técnicas adicionais: citometria, biologia molecular e a imunoistoquimica.

Marcador prognéstico € definido como, aquele capaz de
no momento do diagndstico da neoplasia, fornecer informagdes sdbre sua
evolugado clinica, devendo-se relacionar a determinadas caracteristicas
biolégicas envolvidas na transformacéo celular, no crescimento tumoral ou

no processo de metastatizagéo.

Neste estudo utilizamos a imunoistoquimica para analisar
a expressao dos receptores hormonais (de estrogeno e de progesterona),

c-erbB-2 e p53, nas células de Paget.

Os receptores de estrogeno (RE) e os receptores de
progesterona (RP), sdo proteinas nucleares responsaveis pela mediagao
dos efeitos do estrégeno e da progesterona no epitélio mamario, sua
expressao tem correlagdo com o curso clinico dos carcinomas da mama.

(Torres.1996, Schmitt. 1999).

No final do século XIX, alguns autores passaram a estudar
a interferéncia da atividade dos hormdnios esterdides sexuais, em relagcao

ao crescimento e na diferenciagdo das células do carcinoma mamario. A
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dependéncia hormonal dos carcinomas da mama € conhecida desde
1896, Beatson, citado por Torres. 1996 - Barbosa 2000 — César JR. 2001,
foi o primeiro autor a perceber que o crescimento do cancer mamario
humano, ¢é influenciado por secrecdes enddécrinas, ao observar regressao
de lesdes tumorais mamarias em pacientes que tinham sido submetidas a
ooforectomia. A partir desta constatacdo numerosos trabalhos ressaltam
a interagao hormdnio — cancer de mama. Estes conhecimentos serviram
de base para que a terapia hormonal fosse paulatinamente estabelecida.
Os receptores hormonais sao proteinas que se ligam com afinidade e
especifidade ao 17 beta estradiol, foram descobertos por Jensen e col,
(1971). Sao bons marcadores na diferenciacdo dos carcinomas da
mama, além de representarem fator preditivo a resposta terapéutica.
Receptores de estrogeno e de progesterona positivos em cancer de
mama, indica sensibilidade a terapia enddcrina anti-estrogénica (Wei-

giang - Zheng. e col 2001).

Sabe-se que 70% a 80% dos tumores mamarios RE e RP
positivos respondem a terapia enddcrina, enquanto que os 20% a 30%
restantes ndo respondem (Tani. e col 1988, Torres. 1996, Schimitt.1999,
Jensen. e col 2001). O receptor de progesterona expressa melhor
resposta das células tumorais ao estimulo hormonal, ja que a sintese de
RP em células de carcinoma mamario € estrogeno dependente (Torres.
1996, Schmitt. 1999). Recentemente dois tipos de RE foram identificados,

alfa e beta, embora exista consideravel homologia entre eles, parecem ter
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diferengas estruturais e funcionais importantes na formacao de tecido de
regulacdo de expressdao génica. A maioria das informagdes sbbre a
estrutura e funcao do RE, foi derivada de estudos sbbre o receptor alfa, a
distribuicdo de ambos nos tecidos sugere que tenham fungdes distintas.
Osborne. 1998. No presente estudo os receptores hormonais foram

considerados positivos, quando houve coloragao nuclear.

O proto-oncogene c-erbB-2, também conhecido como
HER-2/neu, esta localizado no cromossomo 17, na banda g 21 e codifica
uma glicoproteina receptora de membrana cujo peso molecular € de 185
Kd. Pertence a familia de oncogenes com atividade tirosina quinase,
intimamente relacionada ao receptor de fator de crescimento epidermal
humano. A nomenclatura HER-2/neu, teve origem a partir do termo -
Human Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR). Um dimero (par de
receptores da mesma familia), forma uma espécie de canal que permite a
passagem de sinais de fora para dentro da célula e é ele que recebe
ordens para que a célula se multiplique. Em algumas células tumorais,
ocorrem erros na replicagdo do DNA, resultando em amplificagdo génica,
isto €, a ocorréncia de dez ou mais copias do gene por célula.
Consequentemente mais coépias da proteina c-erbB-2 vao aparecer na

superficie da célula, caracterizando a super-expressao do c-erbB-2.

Quanto mais receptores de estimulo de crescimento,
maior a expressao da proteina c-erbB-2, que tende a se multiplicar

causando desequilibrio no processo de reparagao celular. (Borresen. e
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col 1990; Keatings. e col 1990; Revillion. e col 1998; Schmitt. 1999;
Bacchi. 2001). Em 1987, Slamon. e col, descreveram este marcador e
demonstraram a existéncia da correlacdo entre a amplificacdo deste
oncogene e a agressividade biolégica nos carcinomas mamarios.
Geralmente os tumores que super-expressam a proteina c-erbB-2
possuem alto grau histolégico e nuclear, alta taxa de proliferagao celular e
baixa expressao dos receptores de estrogeno. (Revillion e col 1998). A
amplificagcdo da proteina c-erbB-2 esta associada com a recorréncia e
com menor sobrevivéncia global, sendo encontrada em cérca de 10% a
30% dos casos (Slamon . 1987; Lamie.1989 ; Allred. e col 1992;

Taikkanen. e col 1992; Oliveira.1999; Schmitt .1999).

Recentemente foi demonstrado que a proteina c-erbB-2 é
responsavel pela promocdo da mobilidade das células neoplasicas no
interior do ducto mamario. Estes achados foram determinados a partir de
casos de carcinoma de Paget da mama em que o gene encontrava-se
super-expresso em torno de 70% a 90% dos casos. O gene c-erbB-2,
encontra-se dentro das células de Paget, na epiderme do mamilo,
apoiando a hipdtese de que as mesmas se originam de carcinomas
subjacentes e ndo de queratindcitos epidérmicos. (Lamie. e col 1989;
Keatings. e col 1990; Hitchcok. e col 1992; Potter.1994; Schmitt.1999;
Bacchi.2001; Kothari. e col 2002). A positividade da oncoproteina c-erbB-
2, pela imunoistoquimica € considerada somente quando houver a

coloragao completa da membrana celular.
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O gene p53, foi identificado pela primeira vez por Jenkins
e. col 1984 e definido como gen supressor em 1989, Baker e.col citado
por Pradal e col. — 1998. Esta localizado no brago curto do cromossomo
17, no segmento 13.1, codifica uma fosfoproteina nuclear de 53 Kd, que
atua na proliferagao celular regulando a transcricao do D.N.A. (Andersen.
e col 1993; Chitemereré. e col 1996; Schmitt. 1999; Wei-qiang-Zheng e

col 2001).

Embora a funcdo exata da proteina normal codificada pelo
gene p53 nédo seja clara, parece estar envolvida na regulagao negativa da
transicdo da fase S para G1 do ciclo celular, (Schimmelpenning.1994). Ao
parar o ciclo celular em G1, o gene p53, permite que os mecanismos de
reparacao atuem sébre os erros espontaneos ou induzidos no D.N.A . Se
houver mutacdo o p53 aciona eventos apoptdticos que levam a

destruigdo da célula danificada. (Schmitt.1999).

Diversos estudos indicam que a inativacao funcional da
proteina p53 seja por mutagdo ou por delecdo, representa uma das
anormalidades genéticas mais frequentemente encontrada, associada
com o crescimento dos tumores. (Andersen. e col 1993; El-Deiry. e col

1993; Done e col 1998).

Nas células normais a proteina p53 tipo selvagem néao é
detectada pela imunoistoquimica o que sé ocorre quando ha mutagao.

Assim sendo a super expressao do p53 mutante parece indicar potencial
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aumento de malignidade. A taxa média de expresséo da proteina p53 é
de 35%, (Schimmelpenning. e col 1994; Chitemerere . e col 1996; Schmitt.

1999).

A alta frequéncia destas mutacdes na grande variedade de
tumores, muitas das quais foram ligadas as exposi¢gdes carcindgenas,
salienta a importancia deste tipo de mecanismo no desenvolvimento e

progressao dos canceres humanos. (Kastan. e col 1991).

A proteina p53 quando mutada perde a funcéo reparadora
do DNA e indutora da apoptose, provocando aumento do numero de
mutacdes celulares, com perpetuacdo de danos celulares anormais. A
superexpressao da proteina p53 mutante no carcinoma mamario, pode
ser considerada como fator de mau progndstico, em relagdo ao periodo
livre de doenca e sobrevivéncia. A positividade para proteina p53 no

presente estudo ocorreu somente quando houve a coloragao nuclear.
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Conhecer e avaliar o perfil imunoistoquimico do carcinoma
de Paget da mama, correlacionando alguns fatores anatomopatolégicos:
tipo histolégico, e graduacdo nuclear, com alguns fatores bioldgicos:
receptores hormonais de estrégeno e de progesterona oncoproteina c-

erbB-2 e gene supressor de tumor p53.

O presente estudo foi analisado e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do I.B.C.C. , de acordo com os termos da resolugéo

196/96 do Conselho Nacional de Saude.
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No periodo entre 1980 e 1998, no Instituto Brasileiro de
Controle do Cancer (I.B.C.C), Departamento de Mastologia, foram
atendidos 6.303 casos de cancer de mama, deste total 98 (1.55%) casos
foram catalogados como carcinoma de Paget da mama. Estudamoss,
retrospectivamente, 60 casos de neoplasias malignas da mama,
diagnosticadas como carcinoma de Paget, 38 deles foram excluidos da
analise , devido a limitagdo e escassez da amostra no material disponivel.
A idade das pacientes variou de 26 a 84 anos com média de 55.4 anos,
todas com diagndstico de carcinoma de Paget da mama, na forma pura
ou associado a uma neoplasia ductal subjacente “in situ” ou invasora. O
material de estudo incluiu espécimes provenientes de cirurgias: biopsias,
setorectomias, quadrantectomias e mastectomias. As informacgdes clinicas
e terapéuticas foram obtidas dos prontuarios das pacientes,
considerando, idade na época do diagndstico, tamanho do tumor quando

palpavel, estadiamento clinico e tipo de cirurgia realizada.

Os tumores foram clinicamente estadiados de acordo com
a classificagao T.N.M, da Uni&o Internacional Contra o Cancer — U.I.C.C.
A doenca de Paget de mama, quando associada a tumor palpavel é

classificada de acordo com o tamanho do tumor.
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Apos avaliagdo macroscopica da pecga cirurgica,
fragmentos do tumor foram fixados em solugéo de formalina liquida a 10%
por 24 horas e em seguida submetidos aos procedimentos de rotina para
o estudo anatomopatoldgico. Estes incluiram desidratacdo em alcool
etilico, diafanizacdo pelo xilol e emblocamento em parafina liquida em
estufa regulada a temperatura de 59°C. De cada bloco de parafina foram
obtidos 05(cinco) novos cortes teciduais, sendo um com cinco
micrdmetros de espessura, destinado a revisdo histoldgica e outros
quatro com trés micrOmetros de espessura, destinados ao estudo
imunoistoquimico, estes cortes foram colocados em banho-maria e
colhidos em lamina de vidro, a seguir desparafinados em estufa a 60
graus. As laminas histolégicas foram coradas pela técnica da
hematoxilina e eosina e revista por dois patologistas, que analisaram, tipo
histolégico, e o grau nuclear, os casos revisados foram diagnosticados e

classificados em quatro grupos:

Grupo A: doenca de Paget (forma pura), (n=09).
Grupo B: doenga de Paget + neoplasia ductal “in situ” (n=12),
Grupo C: doencga de Paget + neoplasia ductal invasora (n=30).

Grupo D: doenca de Paget + neoplasia ductal invasora + neoplasia
ductal “in situ”; (n =09).
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TABELA 1 - Distribuicdo de frequéncias das pacientes segundo os
grupos histologicos

Tipos Histolégicos N° casos %

Grupo A
09 15
Doencga de Paget (forma pura)
Grupo B

Doenga de Paget + neoplasia 12 20
ductal “in situ”

Grupo C

Doenca de Paget + Neoplasia 30 50
ductal invasora

Grupo D

Doenca de Paget. + Neoplasia 09 15
ductal invasora + neoplasia ductal
“in situ”

Total 60 100




BGécnica C%WMOWMW 50

_

FIGURA 3 - Fotomicrografia - preparacdo histoldgica coloragdo pela
hematoxilina e eosina mostrando célula de Paget — 20x.

FIGURA 4 - Fotomicrografia - preparagdo histoldgica coloragao pela
hematoxilina e eosina mostrando célula de Paget — 40x.
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As amostras do tecido mamario recuperadas a partir do
material emblocado em parafina, foram montadas em Iamina de vidro e
realizada a reagdo de imunoistoquimica, pelo método da Estreptavidina—

Biotina -Peroxidase.

Os cortes de trés micrémetros estendidos em lamina de
vidro, previamente tratados pelo 3 — aminopropiltrietoxisilano, foram
submetidos a acdo dos seguintes anticorpos: contra receptor de
estrégeno e de progesterona, oncoproteina c-erbB-2 , e gene supressor
de tumor p53. Estes cortes foram desparafinados em dois banhos de xilol,
o primeiro a 60°C com durag&o de 30 minutos e o segundo a temperatura
ambiente por 20 minutos, a seguir os cortes foram rehidratados em cadeia
descendente de etandis. Apos a rehidratacdo o pigmento formdlico foi
removido por meio de incubagdo em hidroxido de aménia a 10% em
solugdo alcoolica por dez minutos. Apds lavagem em agua corrente e dois
banhos em &agua destilada, as laminas receberam o tratamento da
recuperagdo antigénica. Na recuperagdo antigénica os cortes foram
tratados mediante digestdo enzimatica por pepsina a 1%, durante 60
minutos, em estufa a 37°C. Em seguida os cortes foram novamente
lavados em agua corrente e agua destilada e passaram para a etapa de
bloqueio da peroxidase endogena tecidual, que foi realizada pela
incubacdo em dois banhos de cinco minutos cada, em solugdo 1:1 de
peréxido de hidrogénio a 6% e metanol. Apds nova lavagem em agua

corrente e passagem em agua destilada, os cortes foram imersos em
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solugao de PBS - pH 7,4, (solugao tampao da reagao), em trés banhos de
cinco minutos cada, seguindo-se a incubagao do anticorpo primario. Essa
etapa foi realizada com diluicdo adequada previamente estabelecida para
cada anticorpo em estudos preliminares, durante a noite, sob refrigeracao.
A diluicdo do soro primario foi realizada em solucédo de PBS - pH 7,4,
acrescido de albumina bovina. Os anticorpos utilizados foram anti-
receptores de estrégeno (1D5), receptores de progesterona (clone PgR-
636"), oncoproteina c-erbB-2 (Her-2/neu) (anticorpo policlonal) e p53
(clone DO-7). Apdés incubacdo do anticorpo primario, seguiu-se a
incubacao do anticorpo de ligagao, diluido em PBS — pH 7,4 em diluicao
de 1:150. O anticorpo utilizado foi o anti-soro do animal em que se

produziu o anticorpo primario.

Para essa etapa utilizou-se o Kit - DUET da AKO (K-492).
Em seguida foi realizada a incubagdo do complexo terciario, formado pela
estreptavidina — biotina —peroxidase. O diluente também foi o PBS - pH
7.4, a incubagdo ocorre em 30 minutos a temperatura ambiente.A
revelagdo da reacéo foi feita pela diaminobenzidina (DAB), diluida em
PBS - pH 7,4 e ativada por 600ml de perdoxido de hidrogénio a 6% em
cémara escura, durante 3 minutos.Apos nova lavagem em agua corrente
e agua destilada, os cortes foram contra-corados pela hematoxilina de
HARRIS, e a seguir desidratados em sequéncia de concentragao
crescente de etandis, diafanizados em xilol , montados em resina para

microscopia e examinados em microscopio 6tico. Como controle positivo
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das reacbes foram usados os mesmos cortes com tecido normal
adjacente, exibindo vasos normais. A analise dos preparados foi realizada
usando método semi-quantitativo de 0 a 4 + (cruzes), segundo o
percentual de células expressando o antigeno, quando os anticorpos
utilizados foram receptores de estrogeno, receptores de progesterona e
p53. A analise dos preparados com o uso do c-erbB-2 (Her-2/neu),
obedeceu padrao internacional de 0 a 3 + (cruzes), sendo de 0 e 1 +
(cruz) considerado negativos e 2 e 3 + (cruzes) positivos, segundo a

intensidade de marcacdo na membrana citoplasmatica de forma completa.
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FIGURA 5- Fotomicrografia - preparacdo imunoistoquimica, com
anticorpo anti receptor de estrogeno, mostrando reacgéao
positiva - 10x.

FIGURA 6 - Fotomicrografia - preparagdo imunoistoquimica,
anticorpo de anti receptor estrégeno, mostrando reagao
negativa - 40x.
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FIGURA 7 - Fotomicrografia - preparacdo imunoistoquimica com
Anticorpo anti receptor de progesterona, mostrando reagao
positiva - 20x.

FIGURA 8 - Fotomicrografia - preparacdo imunoistoquimica
Anticorpo anti receptor de progesterona, mostrando reagao
negativa - 20x.
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FIGURA 9 - Fotomicrografia - preparagdo imunoistoquimica
anticorpo anti p53, mostrando reagao positiva - 20x.

FIGURA 10 -Fotomicrografia - preparagdo imunoistoquimica
anticorpo anti p53, mostrando reagao negativa - 20x.
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FIGURA 11 -Fotomicrografia - preparagdo imunoistoquimica
Anticorpo anti c-erbB-2, mostrando reacéo positiva - 20x

FIGURA 12 -Fotomicrografia - preparagdo imunoistoquimica
Anticorpo anti c-erbB-2, mostrando reacao positiva - 40x
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Para estudo da associacao entre as variaveis qualitativas,
foi utilizado o teste exato de Fischer. Para comparacdo dos grupos em
relacdo as variaveis quantitativas foi utilizada a analise de varidncia e o
teste T de Student. Para estudo da concordancia entre os marcadores
tumorais foi utilizado o coeficiente Kappa, com os respectivos intervalos
de confianga. O nivel de significancia utilizado foi de 5% ou seja valores

de p< 0,05, considerados estatisticamente significantes.
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Utilizamos 60 amostras de tumores diagnosticadas como
carcinoma de Paget da mama, na forma pura ou associado a outra
neoplasia ductal subjacente, “in situ” ou invasora, todas pertencentes a
igual numero de pacientes portadoras dessa doenca. A idade da
populacao estudada variou de 26 a 84 anos, com média de 55,4 anos. Os
resultados clinicos, fatores anatomopatolégicos e biolégicos estao

expressos nos graficos 1 e 2 e tabelas 2,3,4 e 5.
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(20-29) (30-39) (40-49) (50-59) (60-69) (70-79) (80-89)

GRAFICO 1 - Distribuicdo de freqiiéncias das pacientes segundo a faixa
etaria.

@ nao palpaveis O palpaveis

GRAFICO 2 - Distribuicdo de freqiiéncias das pacientes segundo tumor
palpavel e ndo palpavel
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TABELA 2 - Distribuicao de frequéncia das pacientes segundo o
Tamanho do tumor.

T = Tumor Primario N° casos
Tis = Neoplasia “in situ” 22
T1 =Tumor de 0,1 a 2,0cm [0,1;2,0]
T1a = Tumor de 0,1 a 0,5cm [0,1;0,5] 1
T1b = Tumor > 0,5cm a 1,0cm [0,5;1,0] 7
T1c = Tumor > 1,0cm a 2,0cm [0,1;2,0] 6
T2 = Tumor > 2,0cm a 5,0cm 12,0;5,0[ 14
T3 = Tumor > 5,0cm >5,0 4
T4 = Tumor de qualquer tamanho 6
Total 60

TABELA 3- Distribuicdo de frequéncias das pacientes segundo o
Estadiamento Clinico

EC TNM N° CASOS
0 Tis No Mo 22
T1a NO MO 1
| T1b NO MO 04
T1c NO MO 04
T1b N1 MO 03
A T1c N1 MO 02
T2 NO MO 05
B T2 N1 MO 07
T3 NO MO 01
T2 N2 MO 02
A T3 N1 MO 03
T4b N1 MO 02
B T4b N2 MO 02
T4c N1 MO 01

v T4b N1 M1 01
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TABELA 4 - Distribuicdo de frequéncias das pacientes segundo as
variaveis clinicas.

Idade N° %
20-29 1 1,7
30-39 3 5,0
40-49 17 28,3
50-59 17 28,3
60-69 16 26,7
70-79 4 6,7
80-89 2 3,3
Tumor N° %
Palpavel 38 63,3
Nao palpavel 22 36,7
amor(om) Ne %
0-2 [0,2] 36 60
>2-51[2,1;5] 16 26,7
>5 8 13,3
Estadiamento N° %
0 22 36,7
I 9 15,0
A 10 16,7
1B 8 13,3
A 5 8,3
1B 5 8,3
\Y; 1 1,7
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TABELA 5- Distribuicdo de frequéncia das pacientes segundo as
variaveis histolégicas e imunoistoquimicas.

Grupo histolégico N° %
Grupo A 9 15,0
Grupo B 12 20,0
Grupo C 30 50,0
Grupo D 9 15,0
Grau nuclear N° %
I 2 3,3
Il 45 75,0
1 13 21,7
Receptor de estrégeno N° %
Negativo 41 68,3
Positivo 19 31,7
Receptor de progesterona N° %
Negativo 40 66,7
Positivo 20 33,3
C-erbB-2 N° %
Negativo 7 11,7
Positivo 53 88,3
P53 N° %
Negativo 47 78,3

Positivo 13 21,7
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Analisando a freqliéncia dos grupos histolégicos e grau

nuclear: observamos que no grupo A houve 2 casos GN-l (22,2%) e 7

casos GN-Il (77,8%); no grupo B houve 11 casos GN-Il (91,7%) e 1 caso

GN-III (8,3%); no grupo C houve 21 casos GN-II (70,0%) e 9 casos GN-II

(30,0%); no grupo D houve 6 casos de GN-II (66,7%) e 3 casos de GN-III

(33,3%). (Tabela 6)

TABELA 6 - Distribuicdo de freqliéncia das pacientes segundo grupo
histologico e grau nuclear.

Grau Nuclear

Grupo | || ln Total
N° % N % N° %
Grupo A
D. de Paget (forma pura) 2 222 7 778 - 00 9
Grupo B
D. de Paget + neoplasia - 00 11 917 1 83 12
ductal “in situ
Grupo C
D.deEaget+neopIaS|a ) 00 21 700 9 300 30
ductal invasora
Grupo D
D.deEaget+neopIaS|a_ ) 0.0 6 667 3 333 9
ductal invasora + neoplasia
ductal “in situ”
Total 2 45 13 60
3,3 75,0 21,7 100,0

p = 0,04.
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Comparando-se a freqiéncia dos grupos histolégicos e a

expressao de receptores de estrégenos, observamos que: no grupo A

houve 7 casos de RE negativo (77,8%) e 2 casos RE positivo (22,2%); no

grupo B temos 7 casos de RE negativo (58,3%) e 5 casos de RE positivo

(41,7%); no grupo C houve 21 casos de RE negativo (70,0%) e 9 casos

de RE positivo (30,0%) e finalmente no grupo D houve 6 casos de RE

negativo (66,7%) e 3 casos de RE positivo (33,3%). (Tabela7).

TABELA 7- Distribuicdo de frequéncia das pacientes segundo grupo

histologico receptor de estrégeno.

Receptor de Estrégeno

Grupo Negativo

Positivo

Total
N° % N° o
Grupo A
D. de Paget (forma pura) 7 788 2 222 09
Grupo B
D. de Paget + neoplasia ductal “insitu” 7 583 5 417 12
Grupo C
D. de Page_t + neoplasia ductal 21 700 9 300 30
invasora
Grupo D
D. de Paget + neoplasia ductal 6 66,7 3 33,3 9
invasora + neoplasia ductal “in situ”
41 1
Total 2 60
68,3 31,7 100,0%

p = 0,86.
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Na anadlise da freqliéncia dos grupos histolégicos e a

expressao de receptores de progesterona, observamos: no grupo A houve

7 casos de RP negativo (77,8%) e 2 casos de RP positivo (22,2%); no

grupo B temos 9 casos de RP negativo (75,0%) e 3 casos de RP positivo

(25,0%); no grupo C houve 19 casos de RP negativo (63,3%) e 11 casos

de RP positivo (36,7%); no grupo D 5 casos foram RP negativo (55,6%) e

4 casos RP positivo (44,4%). (Tabela 8).

TABELA 8- Distribuicdo de frequéncia das pacientes segundo grupo
histolégico e a expressao dos receptores de progesterona.

Receptor de Progesterona

Grupo Negativo

Positivo

Total
N° % N° o
Grupo A
D. de Paget (forma pura) 7 77,8 2 222 9
Grupo B
D. de Paget + neoplasia ductal “in situ” 9 750 3 250 12
Grupo C
D. de Page_t + neoplasia ductal 19 633 11 367 30
invasora
Grupo D
D. de Paget + neoplasia ductal 5 556 4 444 9
invasora + neoplasia ductal “in situ”
4 2
Total 0 0 60
66,7 33,3 100,0%

p=0,71.
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Na analise da frequéncia entre os grupos histolégicos e a

expressao da proteina c-erbB-2 observamos: no grupo A somente 1 caso

foi c-erbB-2 negativo (11,1%) e 8 casos positivos (88,9%); no grupo B 12

casos c-erbB-2 positivo (100%); no grupo C 6 casos foram negativos

(20,0%) e 24 foram positivos (80,0%); no grupo D os 9 casos foram

positivo (100%). (Tabela 9).

TABELA 9 - Distribuicdo de freqléncia das pacientes segundo grupo
histolégico e a expressao da proteina c-erbB-2.

c-erbB-2
Grupo N i iti
Y egativo Positivo Total
NO 0/o NO OA,
Grupo A
D. de Paget (forma pura) 1 111 8 88,9 9
Grupo B
D. de Paget + neoplasia ductal “in situ” - 0,0 12 100,0 12
Grupo C
D. de Page_t + neoplasia ductal 6 200 24 800
invasora 30
Grupo D
D. de Paget + neoplasia ductal - 0,0 9 100,0 9
invasora + neoplasia ductal “in situ”
7
Total >3 60
11,7 88,3 100,0%

p=0,26.
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Comparando-se a frequiéncia dos grupos histologicos e a

expressao da proteina p53, observamos: no grupo A 6 casos foram p53

negativo (66,7%) e 3 casos foram positivo (33,3%); no grupo B temos 11

casos negativos (91,7%) e 1 caso positivo (8,3%); no grupo C 23 casos

foram negativos (76,7%) e 7 casos foram positivos (23,3%); no grupo D 7

casos foram negativos (77,8%) e 2 casos positivos (22,2%). (Tabela10).

TABELA 10- Distribuicdo de freqliéncia das pacientes segundo grupo
histoloégico e a expressao da proteina p53.

p53
Grupo N i iti
Y egativo  Positivo Total
N° % N° %
Grupo A
D. de Paget (forma pura) 6 66,7 3 333 9
Grupo B
D. de Paget + neoplasia ductal “in situ” 11 91,7 1 8,3 12
Grupo C
D. de Page_t + neoplasia ductal 23 767 7 233 30
invasora
Grupo D
D. de Paget + neoplasia ductal 7 778 2 222 9
invasora + neoplasia ductal “in situ”
47 1
Total 3 60
78,3 31,7 100,0%

p = 0,55.
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Analisando a distribuicdo da freqtiéncia do grau nuclear e
a expressao de receptor de estrégeno, observamos: no GN-I houve 2
casos de RE negativo (100%); no grupo GN-II tivemos 32 casos negativos
(71,1%) e 13 RE positivo (28,9%); e no GN-lll temos 7 casos RE negativo

(53,9%) contra 6 RE positivo (46,1%). (Tabela 11).

TABELA 11- Distribuicdo de frequéncia das pacientes segundo o grau
nuclear e a expressao receptor de estrogeno.

Receptor de Estrégeno

Grau Nuclear Negativo Positivo
Total
N° % N° %
I 2 100,0 - 0,0 2

Il 32 711 13 28,9 45
1] 7 53,9 6 46,1 13

41 19 60
68,3 31,7 100,0%

Total

p=0,38
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Comparando-se a freqliéncia do grau nuclear e a
expressao de receptor de progesterona, observamos: no GN-I temos 2
casos de RP negativo (100%); no GN-Il houve 32 casos de RP negativo
(71,1%) contra 13 RP positivo (28,9%) e no GN-Ill 6 casos foram

negativos (46,1%) e 7 foram RP positivo (53,9%). (Tabela 12).

TABELA 12- Distribuicdo de frequéncia das pacientes segundo o grau
nuclear e a expressao receptor de progesterona.

Receptor de Progesterona

Grau nuclear Negativo Positivo
Total
N° % N° %
I 2 100,0 - 0,0 2

Il 32 711 13 28,9 45
1] 6 46,1 /7 539 13

40 20 60
66,7 33,3 100,0%

Total

p=0,20
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Comparando-se a freqiéncia do grau nuclear e a
expressao da proteina c-erbB-2, observamos: no GN-I somente 1 caso foi
c-erbB-2 negativo (50%) e 1 caso c-erbB-2 positivo (50%); no GN-II
temos 4 casos negativos (8,9%) contra 41 positivos (91,1%); no GN-III 2

casos foram negativos (15,3%) e 11 foram positivos (84,7%). (Tabela 13).

TABELA 13 - Distribuicdo de frequéncia das pacientes segundo o grau
nuclear e a expressao da proteina c-erbB-2.

c-erbB-2
Grau nuclear Negativo Positivo
N° % N° %

Total

50,0 1 50,0 2
8,9 41 91,1 45

1

4
11l 2 15,3 11 84,7 13

7 53, 60
11,7 88,7 100,0%

Total

p=0,17
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Na analise das frequéncias do grau nuclear e a expressao

da proteina p53, observamos: em GN-I 2 casos p53 negativo (100%); em

GN-II 33 casos p53 negativo (73,3%), contra 12 casos p53 positivo

(26,7%); em GN-Ill foram 12 casos p53 negativo (92,3%) e 1 caso p53

positivo (7,7%). (Tabela 14).

TABELA 14 - Distribuicao de frequéncia das pacientes segundo o grau
nuclear e a expressao da proteina p53.

p53
Grau nuclear N i iti
egativo Positivo Total
N° % N° %
I 2 100 - 0,0 2
Il 33 733 12 26,7 45
Il 12 92,3 1 7,7 13
Total 47 13 60
78,3 21,7 100,00%

p=0,35
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Quando analisamos a concordancia entre a expressao de
receptores de estrégeno e de progesterona, observamos: que 41 casos
foram RE negativo (68,3%) enquanto que 19 foram RE positivo (31,7%);
40 casos foram RP negativo (66,7%) e 20 RP positivo (33,3%). Houve
uma concordancia boa entre os receptores de estrogeno e progesterona

negativos. (Tabela 15).

TABELA 15 - Concordancia entre receptores de estrogeno e receptores
de progesterona.

Receptor Progesterona

Receptor Estréogeno Negativo Positivo Total
N° % N° %
Negativo 38 63,3 3 50 41
Positivo 2 3,4 17 28,3 19
Total 40 20 60
66,7 33,3 100,0

Kappa = 0,81 | C (Kappa): [0,65;0,97]
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Analisamos a concordancia entre a expressao de
receptores de estrogeno e a proteina c-erbB-2, observamos: que 41 casos
RE negativo (68,3%) e 19 RE positivo (31,7%); 7 casos foram c-erbB-2
negativo (11,7%) e 53 casos c-erbB-2 positivo (88,3%). Houve uma
concordancia pobre entre os receptores de estrogeno e o c-erbB-2.

(Tabela 16).

TABELA 16 - Concordancia entre a expressdao de receptores de
estroégeno e proteina c-erbB-2.

c-erbB-2
Receptor Estrégeno Negativo Positivo
Total
N° % N° %
Negativo 5 8,3 36 60,0 41
Positivo 2 3,4 17 28,3 19
7
Total >3 60
11,7 88,3 100,0

Kappa = 0,01 | C (Kappa): [0,0;0,13]
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Na analise da concordancia entre a expressao de
receptores de estrogeno e a proteina p53, observamos: que 41 casos
foram RE negativo (68,3%) e 19 foram positivos (31,7%), com relagao a
proteina p53 temos 47 casos negativos (78,3%) e 13 positivos (21,7%). A

concordancia entre as variaveis biolégicas acima foi pobre. (Tabela 17).

TABELA 17 - Concordancia entre a expressdao de receptores de
estrégeno e a proteina p53

p53
Receptor Estrégeno Negativo Positivo
Total
N° % N° %
Negativo 30 50,0 11 18,3 41
Positivo 17 28,3 2 3,4 19
Total 47 13 60
78,3 21,7 100,0

Kappa =0,0 | C (Kappa): [0,0; 0,03]
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Analisando a concordancia entre a expressdao dos
receptores de progesterona e a proteina c-erbB-2, observamos: que 40
casos foram RP positivo (66,7%) e 20 casos RP positivo (33,3%); 7 casos
c-erbB-2 negativo (11,7%) contra 53 casos c-erbB-2 positivo (88,3%). A

concordancia entre os grupos foi pobre. (Tabela 18).

TABELA 18 - Concordancia entre a expressao de receptores de
progesterona e a proteina c-erbB-2.

c-erbB-2
Receptor Progesterona Negativo Positivo Total
N° % N° %
Negativo 5 8,4 35 58,3 40
Positivo 2 3,3 18 30,0 20
Total ! >3 00
11,7 88,3 100,0

Kappa = 0,02 | C (Kappa): [0,0;0,14]
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Na analise da concordancia entre a expressao de
receptores de progesterona e a proteina p53, observamos que 40 casos
foram RP negativo (66,7%) e 20 casos foram RP positivo (33,3%); 47
casos foram p53 negativo (78,3%) e 13 foram p53 positivo (21,7%). A

concordancia entre os grupos foi pobre. (Tabela 19).

TABELA 19 - Concordancia entre a expressdao de receptores de
progesterona e a proteina p53.

p53
Receptor Progesterona Negativo Positivo Total
N° % N° %
Negativo 30 50,0 10 16,7 40
Positivo 17 28,3 3 5,0 20
Total 47 13 60
78,3 21,7 100,0

Kappa =0,0 | C (Kappa): [0,0; 0,115]
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ApoOs analise da concordancia entre a expressdo das
proteinas c-erbB-2 e p53, observamos: 7 casos c-erbB-2 negativo
(11,7%), contra 53 casos c-erbB-2 positivo (88,3%), em relagédo ao p53
temos 47 casos negativo (78,3%) e 13 casos positivo (21,7%). A

concordancia entre os grupos foi pobre (Tabela 20).

TABELA 20 - Concordancia entre a expressao das proteinas c-erbB-2 e

p53.
p53
c-erbB-2 N i iti
egativo Positivo Total
N° % N° %
Negativo 6 10,0 1 1,7 7
Positivo 41 68,3 12 20,0 53
Total 47 13 60
78,3 21,7 100,0

Kappa = 0,024 | C (Kappa): [0,0; 0,107 ]
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Entre as neoplasias que acometem a populagao feminina
0 cancer de mama permanece como a neoplasia maligna mais frequente.
Doenca crbnica de evolugao imprevisivel, variando seu comportamento
entre as mulheres e causando grande impacto em suas vidas, devido a
repercussdes organicas e psico-sociais, além do mais responde por
expressivas taxas de morbidez e mortalidade. No Brasil, devido a alta
incidéncia de morbidez e mortalidade, tem sido considerado grave
problema de Saude Publica (GADELHA e.col). No ano de 2003 foi
prevista a ocorréncia de 402.190 casos novos de cancer , com 126.960
obitos. Deste total 216.035, casos atingirdo a mulher, dos quais 41.610
serao cancer de mama, responsaveis por 9.335 obitos (INCA 2003).Entre
os tipos histoldgicos especiais de cancer da mama, existe o carcinoma de
Paget, doenca rara, que embora de menor incidéncia, possui grande
importancia na oncologia mamaria, lamentamos inaceitavel atraso em seu

diagndstico. Andrade e col.— 2003.

Nosso objetivo foi estudar o perfil imunoistoquimico do
carcinoma de Paget, corrrelacionando alguns fatores anatomopatologicos:
tipo histologico e grau nuclear, com alguns fatores bioldgicos: receptores
hormonais de estrégeno e de progesterona, oncoproteina c-erbB-2 e a
proteina p53. Na literatura ha escassos trabalhos que correlacionam o
carcinoma de Paget da mama, com os marcadores tumorais,
possivelmente, devido a sua baixa incidéncia. Pouco se conhece sObre

receptores de estrogeno e de progesterona nas células do carcinoma de



Paget da mama, a presencga dos receptores hormonais nas ceélulas de
Paget, deve refletir as caracteristicas do tumor subjacente no parénquima

mamario (Tani e col.1991).

Com relacdo a oncoproteina c-erbB-2, temos varios
estudos indicando que esta proteina desempenha papel fundamental no
desenvolvimento do cancer de mama, na fase inicial da carcinogénese.

(Bacchi —2001).

A expressdo positiva da oncoproteina c-erbB-2 possui
comportamento biolégico mais agressivo, associado a um pior
prognéstico, (Keatings e col — 1990). A positividade do c-erbB-2 esta
inversamente relacionada com o0s receptores hormonais, sendo
encontrado com mais frequéncia em pacientes jovens, € considerado
marcador de agressividade do tumor. (Revilion e col — 1998). A
concordancia negativa entre RE e RP, ocorre em virtude dos tumores
positivos para c-erbB-2 nao produzirem hormoénios, possivelmente a
amplificacdo do c-erbB-2 interrompa a produc¢ao de hormdnios locais e de
receptores envolvidos na modulagdo do crescimento (Borresen e col. -

1990).

Em relacdo a positividade da proteina c-erbB-2 no
carcinoma de Paget, alguns trabalhos na literatura como os de Lamie e
col 1989 demonstraram que em 45 casos foram observados 41 casos

positivos (91%), Revillion e col. 1998 em seu trabalho cita varios autores



que observaram positividade acima de 80% dos casos. Potter. 1994 refere
ter encontrado positividade da proteina c-erbB-2 em 20% dos carcinomas
ductais “in situ” e quase 100% nos casos de doenga de Paget. Ashutosh.
2002 em seu 70 casos analisados encontrou 82,5% de casos positivos.
Nosso trabalho estd em concordéancia com a literatura demonstrando que

dos 60 casos avaliados 53 foram c-erbB-2 positivos (88,3%).

Diversos marcadores biologicos adicionais tais como as
proteinas p53, c-erbB-2 e os receptores de estrogeno e progesterona, tém
sido relacionados com o prognostico do cancer de mama. A inativagéo da
proteina p53 é comum no desenvolvimento de neoplasias mamarias
(Kastan e col — 1991; Reed e col — 2001). Ha evidéncias consideraveis
de que o gene supressor de tumor desempenha papel importante na
carcinogénese mamaria. Chitemerere. e col 1996. O gene supressor de
tumor p53, possui a capacidade de regular fungbes como, controle do
ciclo celular e da apoptose. A inativacdo destas fungdes ocorre quando ha
mutacdo do gene e sua detecgdo pela imunoistoquimica identifica os
tumores de pior prognéstico. Em nosso levantamento ndo encontramos
nenhum trabalho especifico sobre p53 e doenga de Paget. O método
imunoistoquimico oferece vantagens no procedimento e os resultados s&o
de facil interpretacdo. A presenca de receptores hormonais no carcinoma
mamario sdo importantes fatores progndsticos, tendo influéncia na

terapéutica hormonal.



Entre as variaveis histologicas e biolégicas em nenhuma
delas houve correlagdo estatisticamente significativa, o que somente
ocorreu quando comparamos 0 grupo histolégico e o grau nuclear. Em
relagdo a concordancia entre as variaveis biologicas, obtivemos boa
concordancia entre receptores de estrogeno e receptores de

progesterona.
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Conclusaes 88

1) Houve correlacdo estatisticamente significativa,
quando comparamos as varias associagdes do Carcinoma de Paget com

o Grau Nuclear.

2) Embora ndo se conhega o real significado da
associagao do Carcinoma de Paget com a neoplasia ductal invasora,
onde encontramos maior numero de casos com expressido positiva para
proteina c-erbB-2, ndo nos foi possivel concluir, se este achado estava

relacionado a pior progndéstico em relagao as pacientes estudadas.

3) Também observamos concordancia entre a
freqUéncia de receptores de estrogeno negativo com os receptores de

progesterona negativo.
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ANEXO 1 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa
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