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Resumo

INTRODUCAO: O carcinoma de mama é uma doenca heterogénea. Pode ser
classificado em fendtipos, com diferentes progndsticos, com base na expressao de
determinadas proteinas. O fendtipo luminal € o mais frequente, correspondendo a
cerca de 70% dos casos, sendo que tratamentos especificos para este fendtipo de
carcinoma de mama ja estdo em estudo, com melhora promissora do progndstico
das pacientes acometidas. Entretanto, ainda ndo foram definidos critérios citoldgicos
que pudessem predizer este fendtipo no material obtido pela puncéo aspirativa por
agulha fina (PAAF). OBJETIVO: Investigar critérios citologicos individuais presentes
na PAAF que possam se associar com o diagnostico do fenédtipo luminal do
carcinoma de mama. METODOS: Trata-se de estudo tipo corte-transversal, com
componente descritivo e comparativo. As |laminas de PAAF e espécimes de
carcinomas de mama invasivos ductais e lobulares, do periodo de 2000 a 2005,
foram selecionados do arquivo do Laboratério de Patologia do Hospital Amaral
Carvalho de Jau/S&o Paulo, totalizando 297 casos. Dos blocos doadores foram
extraidos cilindros de 2mm de didmetro e depositados nos blocos de parafina
receptores, usando Tissue Microarrays (Bencher Instruments®, Silver Spring,
Maryland). Nestes cortes, foi feita a pesquisa imunoistoquimica para diferenciagao
dos fendtipos do carcinoma de mama, segundo a Classificagdo Molecular. As
laminas obtidas por PAAF, foram revisadas em microscépio de multiobservacao
(BX50 Olympus®, Japan), por dois médicos patologistas (RMD e FMN), sendo
estudados individualmente os cinco critérios citolégicos: celularidade, coesao celular,
necrose, nucléolo e atipia nuclear. Utilizou-se o teste exato de Fisher para testar a

associagao entre os critérios citolégicos e os fendtipos do carcinoma de mama.



RESULTADOS: Dos 297 casos selecionados, 169 foram incluidos, resultando nos
seguintes fendtipos - luminal A: 107 (63.3%), luminal B: 39 (23.1%), superexpressao
de HER2: 8 (4.7%), e triplo negativo: 15 (8.9%). Os critérios citolégicos que se
associaram ao fendtipo luminal foram: celularidade baixa ou moderada (40.4%) (OR
=7.12, 1C95%: 1.61 - 31.52), nucléolo inconspicuo ou presente (55.5%) (OR = 8.31,
IC95%: 2.36 - 29.19) e atipia nuclear discreta ou moderada (44.5%) (OR = 8.42,
IC95%: 1.90 - 37.25). Os critérios citolégicos associados ao fendtipo luminal A
foram: nucléolo inconspicuo ou presente (62.6%) (OR = 2.99, IC95%: 1.39 — 6.41),
menor perda de coesdo celular (OR = 0.46, 1C95%: 0.24 - 0.88), mostrando
grupamentos com coesado celular moderada a intensa, e auséncia de necrose
(40.2%) (OR = 0.32, IC95%: 0.15 — 0.68). CONCLUSAO: Os critérios citologicos
presentes nas laminas obtidas por PAAF, e que mais se associaram ao fendtipo
luminal do carcinoma de mama foram celularidade baixa e moderada, nucléolos
inconspicuos ou pequenos e atipia nuclear leve a moderada. Cabe destacar, que
para o fendtipo luminal A, os critérios citolégicos que mais se associaram foram:
nucléolos inconspicuos ou pequenos, coesao celular moderada a intensa e auséncia
de necrose. A distincdo do fendtipo luminal é de relevancia clinica, por apresentar
melhor progndstico, relacionado a menor mortalidade e menores taxas de

metastase.



Abstract

BACKGROUND: Breast carcinoma is a heterogeneous disease. It can be classified
into phenotypes based on the expression of certain proteins, with differences in
prognosis. The luminal phenotype is the most common, accounting for about 70% of
cases. Some specific treatments for this phenotype of breast carcinoma are already
being studied, which could improve prognosis of affected patients. However, there is
currently no consensus on which cytological criteria could predict the luminal
phenotype. OBJECTIVE: To evaluate which cytological criteria in fine-needle
aspiration (FNA) biopsy are related with the luminal phenotype of breast carcinoma.
METHODS: This was a cross-sectional study with descriptive and comparative
component from cases of breast carcinomas, from the Laboratory of Pathology,
Hospital Amaral Carvalho de Jau / Sdo Paulo. FNA biopsy specimens and tissue
sections (mastectomy specimens) of invasive ductal and lobular carcinomas of the
breast, retrieved from 2000 to 2005, were selected and classified into phenotypes by
immunohistochemistry, using tissue microarray technology (Bencher Instruments®,
Silver Spring, Maryland): luminal A and B, HER2 overexpression and triple negative.
The cytological criteria for all cases were reviewed blindly by two pathologists using a
multiobserver microscope (BX50 Olympus®, Japan), according to five cytological
criteria: cellularity, cell cohesion, necrosis, nucleoli and nuclear atypia. Exact Fisher
test was used to test the association between cytological criteria and phenotypes of
breast carcinoma. RESULTS: From 297 selected patients, 169 were included,
resulting in the following phenotypes - luminal A: 107 (63.3%), luminal B: 39 (23.1%),
HER2 overexpression: 8 (4.7%), and triple negative: 15 (8.9%). The Iuminal

phenotype showed mild or moderate cellularity (40.4%) (OR = 7.12, 95% CI: 1.61 -



31.52), inconspicuous or present nucleoli (55.5%) (OR = 8.31, 95% CI: 2.36 - 29.19)
and mild or moderate nuclear atypia (44.5%) (OR = 8.42, 95% CI: 1.90 - 37.25).
Inconspicuous or present nucleoli (62.6%) (OR = 2.99, 95% CI: 1.39 - 6.41), less
dishesive cells (OR = 0.46, 95% CI: 0.24 - 0.88), showing clusters with moderate to
intense cell cohesion (54.2%), and absence of necrosis (40.2%) (OR = 0.32, 95% CI:
0.15 - 0.68) were associated with luminal A phenotype. CONCLUSION: The
individual FNA cytological criteria that might indicate the luminal phenotype of breast
cancer were mild to moderate cellularity, inconspicuous or little nucleoli and mild to
moderate nuclear atypia. Inconspicuous or little nucleoli, moderate to intense cell
cohesion and absence of necrosis were associated with luminal A phenotype. The
distinction of luminal phenotype of breast carcinoma is clinically relevant, since it has

better prognosis, related to lower mortality and lower metastases rate.
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1. Introducao

O carcinoma de mama € a neoplasia maligna mais incidente em mulheres de
todos os grupos étnicos, excetuando-se os tumores de pele n&o-melanoma,
representando cerca de 25% do total de casos de cancer no mundo
(aproximadamente 1,4 milhdo de casos novos). Em 2015, foram estimados 231.840
casos novos da neoplasia nos Estados Unidos (ACS, 2015). No Brasil, dados de
2015 indicam mais de 57.120 casos novos, com uma taxa de incidéncia de 56,06
casos por 100.000 mulheres, sendo, ainda, a neoplasia mais incidente em mulheres
de todas as regides (exceto na regido Norte, onde o cancer do colo uterino
permanence o mais frequente), e a principal causa de morte por céancer em
mulheres no pais (15,7% do total de ébitos), estando em quinto lugar na mortalidade
geral por cancer, com 458.000 obitos (INCA, 2015; INCA 2013).

As taxas de mortalidade do carcinoma de mama apresentaram decréscimo
entre 2007 e 2011, com queda de 3,2% ao ano em mulheres brancas e 2,4% ao ano
em mulheres negras, abaixo dos 50 anos; nas de 50 anos ou mais o descréscimo foi
de 1,8% ao ano nas mulheres brancas e 1,1% ao ano em mulheres negras (Kohler
et al., 2015). A reducdo da mortalidade se atribui, sobretudo, as melhorias na
detecgao precoce, ao tratamento efetivo e a redugdo na incidéncia, associados ao
declinio do uso de terapias de reposicdo hormonal na menopausa. Ainda assim,
foram estimadas 40.290 mortes pelo carcinoma de mama em mulheres nos Estados
Unidos em 2015 (ACS, 2015). No Brasil, esse numero foi de 14.207 mortes (INCA,
2015).

No intuito de reduzir a mortalidade por esta neoplasia, que ainda permanece
alta, ha grande interesse dos pesquisadores em se caracterizar melhor o carcinoma
de mama, a fim de predizer seu comportamento biolégico, assegurar um tratamento
mais adequado e melhorar o prognéstico das pacientes.

Tendo em vista a grande heterogeneidade dos casos de carcinoma de mama,
sobretudo em relagdo aos variados desfechos clinicos, buscou-se estudar
extensamente o perfil de expressédo génica (Naderi et al. 2007; Sotiriou et al., 2006;
Soarlie et al., 2003; Van’t Veer et al., 2002; Sgrlie et al. 2001; Perou et al., 2000) de

forma a identificar uma assinatura molecular para cada tipo de tumor. Neste
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contexto, cabe destacar o trabalho do grupo de Stanford, o qual demonstrou que a
diversidade fenotipica dos carcinomas de mama foi acompanhada por uma
correspondente diversidade na expressao génica (Sarlie et al., 2003; Sarlie et al.,
2001; Perou et al., 2000).

A classificacdo dos carcinomas de mama em fendtipos moleculares pode
predizer a forma de resposta a agentes terapéuticos especificos, sendo importante
diferencia-los o mais precocemente possivel. Dentro deste contexto, a puncéao
aspirativa por agulha fina (PAAF), associada aos exames clinicos e de imagem, &
um método diagndstico amplamente aceito, tanto em estudos clinicos, quanto na
rotina diagndstica, possibilitando o diagndstico precoce do carcinoma de mama em
cerca de 80% dos casos (Kocjan et al., 2008; Koss, 2003; Koss, 1993).

Na era da medicina personalizada, os espécimes citopatoldégicos ganharam
importancia por permitirem a realizagcdo de inumeros testes moleculares,
viabilizados, sobretudo, pela adequada preservacéo e pureza das amostras. Citam-
se, entre outras, as técnicas de extracdo de DNA, sequenciamento de nova geragao,
estudos protedmicos, reagdo em cadeia da polimerase e hibridizacao in situ (Gailey
at el., 2015; Wei et al.,, 2015; Knoepp et al., 2013). A inclusdo em parafina (cell
block) do material obtido pela pungdo aspirativa possibilita a realizagdo de
imunocitoquimica e, portanto, a caracterizacao fenotipica do carcinoma de mama.
Destarte, a confecgao do cell block é pratica de rotina, cujo potencial intrinseco de
reunir um conjunto de informagdes diagndsticas, preditivas e progndsticas em cada
caso, esta relacionado, sobremaneira, a experiéncia do citopatologista, evitando
procedimentos diagndsticos adicionais (Collins et al., 2015; Jain et al., 2014).

E bem conhecido que para a investigacdo inicial de lesdes mamarias
suspeitas de malignidade, pelo exame fisico ou por exames de imagem, existem
diversas modalidades diagnésticas que podem ser utilizadas. A rigor, a selegdo do
método de abordagem de bidpsia dependera das circunstancias clinicas, dos
achados nos exames de imagem, da habilidade do operador do exame e da
confianga do médico em realiza-lo (Karimzadeh et al., 2008), sendo que os principais
métodos diagnosticos utilizados sdo: puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF),
bidpsia percutanea e bidpsia cirurgica aberta (excisional ou incisional) (Chaiwun et
al., 2007; Stanley et al., 2000).

Desde sua introdugéo por Martin e Ellis em 1930 (Martin et al., 1930), a PAAF

tem sido método utilizado para a obtengdo de amostras para o diagnostico citolégico
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em varios 6rgaos, sendo procedimento de rotina para a avaliagcdo de lesbes
mamarias. Na maioria das Instituicbes, a PAAF tem sido o método inicial para a
investigacdo de anormalidades diagnosticadas pela mamografia (Kocjan et al.,
2006).

Dentre as vantagens da PAAF, podemos citar que se trata de método
diagndstico rapido, de baixo custo - por ndo requerer anestesia e internagao
hospitalar - e envolve menor morbidade, por menores riscos pos-procedimento
(Zagorianakou et al., 2005; Layfield et al, 1993). Quando guiada por
ultrassonografia, os estudos mostram sensibilidade em torno de 90% e
especificidade em torno de 100% em relacdo a PAAF n&o guiada por imagem
(Kamphausen et al., 2003; Arisio et al., 1998). Ainda vale destacar, segundo alguns
estudos, que quando a leitura da lamina é realizada por citopatologista experiente,
obtém-se melhor acuracia diagndstica, com sensibilidade variando entre 60 a 93% e
especificidade em torno de 100% (Karimzadeh et al., 2008; Arisio et al., 1998;
Eisenberg et al., 1986).

Quanto aos critérios citoldgicos diagndsticos de carcinoma de mama nos
esfregacos obtidos pela PAAF, pelo menos trés devem estar presentes: acentuada
celularidade, dissociagao celular e atipia. A maioria dos carcinomas apresenta
abundante populacdo de células neoplasicas, predominantemente dispersas e
isoladas. Podem também se apresentar em agregados celulares tridimensionais com
maior coesao celular, em menor numero de casos, com menor grau de dissociagao
celular. A atipia citolégica, por sua vez, consiste de um ou mais dos seguintes
critérios: alta relacdo nucleo/citoplasma, aumento do tamanho do nucleo,
pleomorfismo, anisocariose, cromatina grosseiramente granular, hipercromasia,
nucléolos conspicuos, irregulares ou multiplos (Bibbo, et al. 2008; DeMay, 2007;
Koss et al., 2006).

Citologicamente, o carcinoma ductal invasivo apresenta como caracteristicas
esfregacos, na maioria das vezes, com acentuada celularidade, seja com células
dispostas isoladamente ou em agregados tridimensionais, grupamentos sinciciais e
ocasionais arranjos glandulares-simile, com atipia evidente quando de alto grau
nuclear, o que ndo ocorre nos de baixo grau nuclear. Portanto, o diagndstico dos
carcinomas de mama de alto grau nuclear nos esfregagos obtidos pela PAAF tem
melhor acuracia e concordancia entre os citopatologistas (Lakhani et al., 2012; Bibbo
et al., 2008).

16



Por outro lado, o carcinoma lobular invasivo, particularmente o do tipo
classico, apresenta relatos de dificuldade diagndstica, mostrando esfregagos com
baixa celularidade, células pequenas com nucleos de tamanho reduzido e
relativamente uniformes, grupamentos de células sem pleomorfismo evidente e que
podem ser interpretados como sendo de lesdo benigna (Dufloth et al., 2015; Lakhani
et al.,, 2012; Koss et al., 2006; Hwang et al. 2004; Tan et al. 2002). Ademais, é
conhecido que ha tendéncia de as células formarem pequenas filas - as “filas
indianas” - com nucleos caracteristicamente bem pequenos, sendo este critério
citolégico uma pista bastante util para este diagndstico (Kocjan et al., 2008; DeMay,
2007). Porém, nem sempre este critério citologico esta presente. Outros critérios
citologicos referidos para o nucleo sdo a irregularidade da membrana nuclear e a
presenca de fendas ou sulcos. Ocasionalmente, pode ser visto Iumen
intracitoplasmatico com aspecto de alvo e células com aspecto de anel de sinete
(Lakhani et al., 2012).

Neste contexto, fica evidente que os esfregacos citolégicos obtidos pela
PAAF apresentam menor acuidade no diagndstico citolégico de carcinoma lobular do
que no caso de carcinoma ductal (Shabb et al., 2013).

Importa salientar que o planejamento terapéutico é realizado no pré-
operatério e considera os resultados obtidos da PAAF, sendo relevante reunir o
maximo de informagdes dos espécimes citolégicos, uma vez que o tipo histolégico, o
grau tumoral, o status de receptor hormonal e a taxa de proliferagédo celular, que sao
indicadores prognosticos, podem ser avaliados por este método. Em relagdo ao
status hormonal, os estudos mostram que a concordancia diagndstica varia de 80%
a 90% entre o espécime cirurgico e a amostra obtida pela PAAF. Ja o indice de
proliferagcdo estimado pelo Ki67 apresenta valor prognéstico significativo e
independente de fatores como a presenca de invasao axilar, status hormonal e
tamanho do tumor, e pode ser avaliado também em amostras citolégicas (MarinSec
et al. 2013; Jayaram et al., 2005; Lofgren et al., 2003; Billgren et al., 2002).

Atualmente, os estudo gendémicos a partir de técnicas de cDNA microarray
realizadas em material obtido por PAAF, permitem desde a identificacdo de
pacientes de alto risco para o desenvolvimento de carcinoma de mama até a
caracterizagao tumoral e predicdo de resposta da doenca ao tratamento, de forma a
avaliar a sensibilidade aos quimioterapicos (Schmitt et al., 2012; DiLorito et al., 2011;
Tabchy et al., 2010; Schmitt et al., 2007).
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Ao encontro dos avangos do conhecimento da biologia molecular do
carcinoma de mama, uma notavel contribuicdo para a pesquisa translacional foi a
caracterizacao de diferentes perfis de expressao génica do carcinoma de mama em
estudo realizado por Perou e equipe e que utilizou uma plataforma de 8.100 genes
em cerca de 65 amostras, pertencentes a 42 pacientes (Perou et al., 2000).

O primeiro nivel de classificagdo separou carcinomas negativos para os
receptores de estrogénio (RE -) e carcinomas positivos para a expressdo deste
receptor (RE +). Posteriormente, os carcinomas de mama foram classificados em
cinco fendtipos moleculares distintos: luminal A (RE + e Human epithelial receptor 2
[HERZ2] -), luminal B (RE + e HERZ2 +), basal (RE -, HER2 - e citoqueratinas [CKs]
5/6 + e CK17+), superexpressao de HER2 (RE - e HER2 +) e normal breast-like
(Serlie et al., 2001).

O extenso conhecimento obtido com os estudos de perfis de expressao
génica do carcinoma de mama, ao longo dos ultimos 15 anos, permitiu a
configuragédo da classificacdo de fendtipos moleculares, baseada em escores semi-
quantitativos de marcadores imunoistoquimicos, sendo entao incluidos o indice de
proliferagdo celular, expresso pelo Ki67 e a expressao de receptor de progesterona
(RP) como critérios de classificacdo auxiliares (Aleksandarany et al. 2012;
Goldhirsch et al., 2011; Callagy et al. 2003;).

A classificacdo do carcinoma de mama baseada na 712" St Gallen
International Breast Cancer Conference, em 2011, recebeu destaque por definir a
classificagado dos seguintes fenétipos do carcinoma de mama: luminal A (RE + e/ou
RP+, Ki67 baixo e HERZ2-), luminal B (RE + e/ou RP+, Ki67 alto e/ou HER2+),
superexpressdo de HER2 (RE-, RP- e HER2+) e triplo negativo (RE-, RP-, HER2-)
(Goldhirsch et al., 2011).

Nas conferéncias seguintes, com o interesse crescente em melhor
caracterizar os fendtipos luminais A e B, tanto os limiares do indice de proliferacéo
celular, quanto de positividade do receptor de progesterona foram revistos. Até
entdo, o valor utilizado como cut-off para o Ki67, baseado em estudos de revisao,
era de 14% na definigdo dos tumores com baixo ou alto indice de proliferagao.
Atualmente, vem sendo aceito Ki67 de 20% como limiar entre baixo e alto indice de
proliferagdo celular (Petrelli et al. 2015; Sato et al., 2014). Foram categorizados,
ainda, os termos clinicopatolégicos ‘luminal A-like’ e ‘luminal B-like’, correspondentes

aos fendtipos moleculares luminal A e luminal B, respectivamente (Maisonneuve et
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al., 2014).

O consenso da 14" St Gallen International Breast Cancer Conference, de
2015, considera que entre os carcinomas de mama com receptores hormonais
positivos - os fendtipos luminal A e luminal B - representam aproximadamente 60% a
70% dos carcinomas de mama (Coates et al., 2015; Esposito et al., 2015).

Através da classificacao de St Gallen e apoiados por publicacdo da Cancer
Genome Atlas Network os carcinomas do fendétipo luminal receberam destaque por
serem os mais heterogéneos em termos de expressao génica, espectro de mutagao
e de alteragdes no numero de copias génicas, e portanto, com prognéstico clinico
variavel (CGAN, 2012).

O fendtipo luminal A foi caracterizado pela alta expressdo de genes
representados pelas células epiteliais luminais, por exemplo, as citoqueratinas (CK)
CK7, CK8, CK18 e CK19. Este fendtipo esta associado a menor grau histoldgico,
menor indice de proliferagcdo celular e assinatura genética de melhor progndstico,
com resposta, em geral, satisfatéria a terapéutica com antiestrogénicos, uma vez
que possui alta sensibilidade enddcrina (CGAN, 2012; Blows et al., 2010).

O fendtipo luminal B foi caracterizado por baixa ou moderada expressao de
genes expressos pelas células epiteliais luminais, como CK7, CK8, CK18 e CK19,
além de menor expressao de receptores de progesterona, alto indice de proliferagao
celular e maior grau histolégico. Este fendtipo esta associado a pior progndstico,
sendo particularmente relacionado a recidiva tumoral por apresentar possiveis
semelhangas com os tumores RE - (fendtipos superexpressao de HER2 e triplo
negativo), sendo recomendada a realizacdo de quimioterapia, além da terapia
endocrina (CGAN, 2012; Cheang et al., 2009).

A distingdo dos fendtipos luminais no contexto clinico vem apresentando
maior relevancia. Em termos de risco clinico, foi identificada sua associagdo com
elevado indice de massa corporea e fatores reprodutivos nas pacientes com
carcinoma de mama RE + (Xiaohong R et al., 2010). O estudo dos métodos de
imagem também pode apresentar utilidade na distingdo do fenétipo luminal (Zhang
et al., 2015; Pessoa, 2014). Tais avangos s&o diretamente relacionados ao
entendimento crescente em relagdo ao comportamento bioldgico diverso,
associados a fatores progndsticos e preditivos dos carcinomas Iluminais
(Aleksandarany et al. 2012; CGAN, 2012; Lowery et al. 2012).

A distincdo entre os fendtipos luminal A e luminal B também apresenta
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relevancia. Os carcinomas de mama de fendtipo luminal B n&o apresentam
expressao correspondente de genes regulados pelo estrogénio, de modo que podem
estar associados a vias alternativas de crescimento (Geyer et al. 2012; Creighton,
2012). Em nivel molecular, sdo extremamente distintos dos carcinomas de fendtipo
luminal A, em termos de expressado génica, numero de cépias de genes, mutagdes
somaticas e metilagdo do DNA (CGAN, 2012). Sabe-se que os carcinomas de
fendtipo luminal B apresentam maior amplitude de altera¢des genéticas e gendmicas
do que aquelas do fendtipo luminal A, o que tem sido motivo de extensas pesquisas
(Bartsch et al., 2013).

Com relacdo ao estudo de terapias-alvo, ha diversos quimioterapicos para o
fendtipo luminal. Sobretudo em relacdo ao fendtipo B, sao descritas alteracbes de
vias de inibicdo de phosphoinositide 3-kinase / mammalian target of rapamycin
(PIBK/mTOR), fibroblast growth factor receptor (FGFR) e cyclin dependent kinase
4/6 (CDK4/6) (Bartsch et al., 2013). Alguns destes agentes estdo em fase | e Il de
estudos, como o TKI235 - Dovitinib, inibidor de FGFR - em casos de progressao de
carcinomas de mama com receptores RE +. O Everolimus € um inibidor oral do
mTOR ja aprovado, em combinagdo com o Exemestano, para o tratamento de casos
de carcinoma de mama metastaticos, RE + e refratarios a outras terapias (Esposito
et al, 2015; Creighton, 2012; Baselga et al. 2012).

Foi descrito associagéo do fendtipo luminal com o subtipo histolégico lobular
do carcinoma de mama (Ciriello et al., 2015). Em uma série de 817 casos, contendo
127 carcinomas lobulares invasivos, demonstrou-se que estes tumores, além da
perda de expressdo da E-caderina, apresentavam, ainda, mutacdes envolvendo
phosphatase and tensin homolog (PTEN), T-box transcription factor 3 (TBX3) e
forkhead box protein A1 (FOXA1), sendo sobretudo associados ao fenétipo luminal
A. Mostrou-se que a inativagdo do PTEN é caracteristica discriminante destes
carcinomas em relagao ao carcinoma ductal invasivo de fenétipo luminal A. Também
a menor expressao de receptores de estrogénio no carcinoma lobular de fenétipo
luminal A poderia determinar uma melhor resposta a inibidores de aromatase como
o Letrozol, em relacdo ao Tamoxifeno (Ciriello et al., 2015; Sikora, 2014).

Cabe citar, ainda, em relagdo as decisbes do tratamento sistémico de
pacientes com carcinoma de mama, recente estudo sueco, que correlacionou o
fendtipo molecular do tumor primario com o das metastases sincronicas em

linfonodos axilares de 85 pacientes, encontrando maiores chances de metastase a
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distancia e de morte em todos os fendtipos moleculares, comparados ao luminal A
(Falk et al., 2013). Estes dados reforgam a relevancia da identificagdo do fendétipo
luminal, de modo a buscar melhor planejamento terapéutico.

Em relagdo ao progndstico variavel do carcinoma de mama, o fendtipo triplo
negativo é caracterizado pela maior agressividade, menores taxas de sobrevida e
pela relagdo com o carcinoma hereditario da mama, compreendendo, em sua
maioria, o subtipo molecular basal-like (Bose, 2015; Rakha et al., 2008; Banerjee et
al., 2006). E possivel caracterizar também o fenétipo basal, no contexto clinico, pela
imunorreatividade para marcadores de células basais ou mioepiteliais, aplicando-se,
de modo geral, uma combinagédo de citoceratinas de alto peso molecular (CK5/6,
CK14, CK17) e EGFR. A associacao deste fenétipo com mutagdes do gene BRCA1
e do gene supressor de tumor p53 possibilita a utilizagdo de inibidores da polimerase
Poli(ADP-ribose) (inibidores PARP) (Bose, 2015; Badve et al., 2011; Fadare et al.,
2007).

Frente aos avangos expostos no entendimento da biologia molecular do
carcinoma de mama, torna-se relevante a caracterizagao citolégica dos fenétipos
moleculares no material proveniente da PAAF. Citologicamente, a caracterizagao do
fendtipo basal foi explorada, tendo sido encontrado, sobretudo, o critério citolégico
‘necrose’ presente em 67,4% dos esfregacos obtidos pela PAAF em carcinomas de
mama de fendtipo basal. Cabe destacar ainda a presenga de critério citoldgico
‘maior celularidade’ e ‘nucléolos proeminentes’ presentes nesse fendétipo em relagao
ao fendtipo luminal A, demonstrando que estes foram os critérios citolégicos mais
associados ao fendtipo basal do carcinoma de mama (Dufloth et al., 2009).

O fendtipo luminal, no entanto, apesar de ser o mais comum, com melhor
progndstico e com promissores avangos nas terapias-alvo, ainda n&o possui a
caracterizagdo citolégica descrita. Utilizando amostras de PAAF e resultados
imunoistoquimicos obtidos pela técnica de tissue microarray (TMA) de carcinomas
invasivos de mama, de tipo ductal e lobular, o objetivo deste estudo foi investigar os
critérios citoldgicos individuais presentes em esfregagos obtidos pela PAAF que

poderiam indicar o fenétipo luminal do carcinoma de mama.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Investigar os critérios citoldgicos individuais presentes nos esfregacos
citolégicos obtidos pela pungao aspirativa por agulha fina e que poderiam indicar o
fenétipo luminal do carcinoma de mama, tendo como padrédo ouro uma série de
carcinomas de mama classificados segundo a atual classificagdo molecular, através

de estudo imunoistoquimico, utilizando técnica de tissue microarray (TMA).

3.2. Objetivos especificos

1. Verificar a frequéncia dos critérios citologicos individuais presentes nos
esfregacos citologicos obtidos pela PAAF em relagdo aos fendtipos moleculares do
carcinoma de mama.

2. Analisar a associagao dos critérios citoldgicos individuais presentes nos
esfregacos citologicos obtidos pela PAAF com o diagndstico do fendtipo luminal do

carcinoma de mama.

30



4. Métodos

4.1. Tipo de estudo

Este estudo foi do tipo corte-transversal, com componente descritivo e
comparativo, como parte da linha de pesquisa em Oncopatologia do Programa de
Pd6s-graduagdo em Patologia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (UNESP), Botucatu/Sao Paulo - Brasil, em colaboracdo com a Faculdade de
Medicina da Universidade do Porto/Portugal. O estudo atual é um subprojeto do
projeto intitulado “Analise da relevancia clinica da classificacdo histoldégica dos
carcinomas da mama de tipo lobular e ductal e sua relacdo com a classificacéo

molecular de tipo luminal”, protocolo no CEP No. 10/2012.

4.2. Selegao dos sujeitos

4.2.1. Critérios de inclusao

Foram incluidos 297 casos de pacientes com idade maior do que 18 anos e
com o diagnostico de carcinoma de mama — lobular ou ductal - confirmado por
estudo histolégico de bidpsia ou peca operatéria, tendo sido realizada a PAAF
anteriormente a bidpsia ou a exérese do tumor. Os casos foram selecionados no

Laboratério de Patologia do Hospital Amaral Carvalho de Jau.

4.2.2. Critérios de exclusao
Foram excluidos 128 casos cujas laminas e/ou blocos ndo foram encontrados
ou nao apresentavam condigdes técnicas para a avaliagdo da expressdo das

proteinas através do método imunoistoquimico.
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4.3. Variaveis em estudo

4.3.1. Variaveis independentes

As variaveis independentes foram cinco critérios citologicos individuais preé-
estabelecidos: celularidade, coesdo celular, necrose, nucléolo e atipia nuclear.
Esses cinco critérios citoldgicos sdo sumarizados no Quadro 1 e demonstrados nas
figuras (Figuras A-F) e foram analisados individualmente, através da reviséo
microscopica de esfregagos citolégicos obtidos pela PAAF, utilizando microscopio
optico para multiplos observadores (BX50 Olympus®, Japan). A analise das
variaveis independentes foi realizada de modo blindado (duplo-cego) em relagéo ao
fendtipo do carcinoma de mama obtido em cada caso (variavel dependente) (vide

abaixo).

4.3.2. Variaveis dependentes

Os fendtipos do carcinoma de mama foram as varidveis dependentes e
seguiram a classificagdo de Perou (Perou et al., 2000), modificada por Sarlie (Sarlie
et al., 2001) e revistos na 13" St Gallen International Breast Cancer Conference
(Maisonneuve et al., 2014; Goldhirsch et al. 2011), que incluem a caracterizagao do

fendtipo luminal (Quadro 2).
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Quadro 1 — Variaveis independentes

Variavel Definigao Categorizacao

Celularidade Quantidade de células 1- Discreta
presentes no esfregacgo 2- Moderada
3- Acentuada

Coesao celular Grau de associacao 1- Predominancia de
celular células agregadas:
acentuada coesao
celular

2- Igual representacéao de
células agregadas e
células dissociadas:
moderada coesao
celular

3- Predominancia de
células dissociadas:
pouca coesao celular

Necrose Presenca de areas de 1- Presenga de necrose
necrose 2- Auséncia de necrose
Nucléolo Aspecto do nucléolo 1- Nucléolo inconspicuo
ou somente
micronucléolo: nucléolo
inconspicuo

2- Macronucléolo isolado
presente na maioria das
células: nucléolo
presente

3- Multiplos
macronucléolos
presentes: nucléolo
presente e proeminente

Atipia nuclear Pleomorfismo nuclear 1- Ausente
2- Discreta
3- Moderada
4- Intensa

FONTES: DeMay M. Practical principles of cytopathology. Revised Edition. American
Society for Clinical Pathology. 2007; Koss LG. Diagnostic Cytology and its
histopathologic bases, 5a ed., vol. 1, 2006.
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Figura A - Celularidade acentuada (May-Grunwald Giemsa, x50).
Figura B - Coesao acentuada (HE, x400).

Figura C - Células pouco coesas (HE, x400).
Figura D - Presencga de necrose (May-Grunwald Giemsa, x400).

Figura E - Auséncia de necrose (May-Grunwald Giemsa, x400).
Figura F — Nucléolos proeminentes e atipia citoldgica intensa (Papanicolaou, x400).
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Quadro 2 — Variaveis dependentes: Classificacdo molecular do carcinoma de mama.

Fendtipo molecular RE RP HER2 Ki67
Luminal A + + - < 20%
+ +/- - > 20%
Luminal B
+ +/- + qualquer

Superexpressao de

- - + ualquer
HER2 auala

Triplo-negativo - - - qualquer

RE (Receptor de estrogénio); RP( receptor de progesterona); HER2 (Human Epidermal Growth Factor
Receptor 2); Ki67 (indice de proliferagéo celular)
FONTE: St Gallen Consensus Conference 2013.

4.4. Coleta de dados

Foram identificadas e separadas todas as copias dos laudos citopatolégicos e
anatomopatolégicos que foram emitidos pelos médicos patologistas do Laboratério
de Patologia do Hospital Amaral Carvalho, Jau/Sdo Paulo no periodo de 2000 a
2005. As laminas e os respectivos blocos de parafina encontravam-se arquivados no
laboratério e foram retiradas do arquivo para as analises deste estudo. Para
construgdo da amostra, todos os casos disponiveis no laboratério foram identificados

de maneira sequencial.

4.5. Processamento de dados

4.5.1. Critérios citolégicos

As laminas dos esfregacos citolégicos do material obtido pela PAAF estavam

previamente fixadas e coradas pelos métodos de HE, Papanicolaou e May-Grinwald
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Giemsa - seguindo protocolos do Laboratério de Patologia do Hospital Amaral
Carvalho de Jau /SP (Quadro 3) (Marsan et al. 2001), e foram reavaliadas por dois
patologistas (R.M.D. e F.ANN.M.) para identificar a presenga de cinco critérios
citologicos individuais pré-estabelecidos: celularidade, coesao celular, necrose,

nucléolo e atipia nuclear (DeMay, 2007; Koss, 2006) (Quadro 1 e Figuras A-F).

Quadro 3 — Métodos de fixagdo do material obtido pela PAAF.

Coloragao Método de fixagcao
HE Imediata, em alcool 95°
Papanicolaou Imediata, em alcool 95°
May-Grunwald-Giemsa Secagem ao ar

FONTE: Marsan C. Cytopathologie mammaire par ponction. Le pathologiste. Elsevier. 2001.

4.5.2. Técnica de Tissue Microarray (TMA)

A pesquisa da expressdo de todos os marcadores imunoistoquimicos foi
estudada pela técnica de TMA, seguindo os protocolos do Instituto de Patologia
Molecular e Imunologia da Universidade do Porto (IPATIMUP) (Gerhard et al., 2013).

Foram obtidas |aminas dos blocos de tecidos doadores, nas quais foram
selecionadas duas areas morfologicamente significativas do carcinoma. Tais laminas
foram sobrepostas aos blocos doadores, e em cada um destes foram marcadas as
duas areas para delimitar o local de extracdo do material. Dessa forma, de cada
bloco doador foram extraidos dois cilindros de 2 mm de didmetro que foram
depositados nos blocos receptores, previamente preparados. Os blocos receptores
dos TMA foram construidos no Tissue Microarray builder ab1802 (Abcam®,
Cambridge, UK), composto por um molde de 24 cilindros e por uma “seringa
extratora” (punch-extractor). Depois de depositados todos os cilindros, os blocos
receptores foram os TMAs. Em cada bloco receptor foram colocados casos que
serviram de controle interno (1 fragmento de tecido testicular e 3 fragmentos de

tecido mamario normal). Estas amostras foram processadas da mesma forma, uma
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vez que pertenciam ao TMA. Apds o corte sequencial de 2 um de espessura, as
ldminas foram envolvidas em uma camada de parafina até a sua utilizagdo no
processo de imunoistoquimica (IHQ). Foi feita a coloragdo de Hematoxilina-Eosina
(HE) do primeiro corte de cada TMA para controle morfolégico da presenga do
carcinoma. Foi utilizada uma placa fria (Leica® 11 EG1130, Germany) e um
micrétomo (Reichet-Jung® 2030, Bicut, Germany) para a realizagdo dos cortes
histolégicos. Foram utilizados dois tipos de laminas, conforme os cortes histolégicos
eram destinados para coloragdo com HE (Marienfeld, Germany) ou para
imunoistoquimica (Superfrost®Plus, Germany), apresentando estas um maior poder

de adesao.

4.5.3. Técnica de Imunoistoquimica (IHQ)

A pesquisa da expressdo dos marcadores imunoistoquimicos estudados foi
feita no Laboratério de imunoistoquimica do Departamento de Patologia do Hospital
Amaral Carvalho de Jau/SP (Neto FAM, 2014) utilizando técnica imunoistoquimica
manual nas laminas obtidas pela técnica de TMA (exceto para o marcador E-
caderina, sendo utilizados cortes histolégicos convencionais), seguindo protocolo da
Instituicdo e descrito resumidamente a seguir: laminas com revestimento adesivo
préprias para coloragdo imunoistoquimica (Superfrost®Plus, Germany) contendo
cortes histologicos de 3y de cada bloco de TMA foram confeccionadas,
desparafinizadas em estufa a 58°C por trés horas, reidratadas em trés banhos em
xilol de 5’ cada, dois banhos em alcool 96% e mais dois banhos em alcool 70% e
submetidas a técnica de recuperagédo antigénica com panela de pressdo Pascal®
Dako (USA) em solugao tampéo citrato pH 7 (Target® Dako) ou EDTA pH 8 por 45’.
As laminas foram entdo incubadas com os anticorpos monoclonais primarios por 30’.

Os clones, fabricantes, diluicbes e métodos de recuperagdo empregados

estao descritos no Quadro 4.
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Quadro 4 - Anticorpos utilizados no estudo imunoistoquimico.

Anticorpo Clone Diluicao Fabricante Recuperagao
E-caderina NCH-38 1:100 Dako Citrato pH6
RE SP1 1:100 Spring Citrato pH6
RP SP42 1:200 Spring Citrato pH6
HER2 SP3 1:200 Spring Citrato pH6
Ki67 MIB-1 1:200 Dako EDTA

FONTE: Neto FAM, 2014 Analise da relevancia clinica da classificagdo histolégica dos
carcinomas da mama de tipos lobular e sua relagdo com a classificagdo molecular

[dissertacdo de mestrado] UNESP — protocolo do Hospital Amaral Carvalho de Jau / SP.

Apods a incubagado com os anticorpos primarios, as laminas foram lavadas em
solugdo salina tamponada (PBS) e incubadas com o polimero Histofine® Universal
Immuno-peroxidase Polymer, Anti-Mouse and — Rabbit (Nichirei, Tokyo, Japan) por
30'. As laminas foram novamente lavadas em PBS e incubadas com
Diaminobenzidina (DAB, Dako, USA) por 1 para revelagdo da reagao
imunoistoquimica e contracoradas com hematoxilina (30”). Controles positivos e
negativos (omissao do anticorpo primario) externos foram incluidos para validagao
da reagéo imunoistoquimica.

Para o marcador E-caderina, foi considerada positiva a marcacdo de
membrana de qualquer intensidade das células tumorais.

Para os marcadores RE e RP foi considerado positivo a marcacéo nuclear de
qualquer intensidade em = 1% das células tumorais, como preconizado pela
ASCO/CAP (American Society of Clinical Oncology/College of American
Pathologists) (Hammond et al., 2010). Para o HER2 foram também utilizados os
critérios estabelecidos pela ASCO-CAP (Wolff et al. 2013) e descritos no Quadro 5.
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Quadro 5 - Critérios estabelecidos pela ASCO-CAP para HERZ2.

HER2 Descricao

Escore 0 Nenhuma coloracido observada ou coloracdo de membrana
incompleta e fraca/pouco perceptivel em < 10% da células

tumorais invasivas

Escore 1+ Coloracdo de membrana incompleta e fraca/pouco

perceptivel em > 10% das células tumorais invasivas.

Escore 2+ Coloragao de membrana circunferencial incompleta e/ou
fraca/moderada em > 10% das células tumorais invasivas;
ou coloracdo de membrana completa e circunferencial

intensa em < 10% das células tumorais invasivas.

Escore 3+ Coloragao de membrana circunferencial completa e intensa

em > 10% das células tumorais invasivas

FONTE: ASCO-CAP Test Guideline 2013 (Wolff et al. 2013).

O indice de proliferagao celular Ki67 foi determinado através de contagem
com reticulo graduado inserido na ocular de um microscopio Optico (BX50
Olympus®, Japan), considerando-se a porcentagem de células exibindo coloragao
nuclear de qualquer intensidade em 100 células tumorais na area mais proliferativa
(“hot spot”). O cut-off de 20%, recentemente recomendado pela 13th St Gallen
Consensus Conference 2013, foi usado para dividir os casos com baixo indice de
proliferagdo celular (< 20%) e alto indice de proliferacdo celular (=220%)
(Maisonneuve et al., 2014).

Os tumores foram classificados segundo a classificagdo molecular (St Gallen
Consensus Conference 2013) (Maisonneuve et al., 2014) em quatro fendtipos
mostrados no Quadro 2 (acima).

Todas as laminas foram examinadas independentemente por dois
patologistas Senior (R.D. e F.AM.N.). As diferengas de interpretacdo foram
solucionadas em microscopio éptico para multiplos observadores (BX50 Olympus®,

Japan).
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4.5.4. Hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH)

Os casos HER2 com escore 2+ foram submetidos ao teste de FISH para
pesquisa da amplificagdo do gene HER2 conforme recomendacdo da ASCO-CAP
(Wolff et al. 2013), seguindo o protocolo do Instituto de Patologia Molecular e
Imunologia da Universidade do Porto (IPATIMUP) (Schmitt et al., 1997). Foi utilizado
o kit HER2 FISH® (Dako, USA). Os cortes histolégicos foram desparafinizados e
reidratados conforme descricdo da imunoistoquimica, acima. As |laminas foram entao
mergulhadas por 3’ na solugdo tampéao de lavagem do kit e incubadas em banho
maria a 95° com a solugdo de pré-tratamento do mesmo kit por 10’. As laminas
foram a seguir lavadas na solugdo tampéo (dois banhos de 3’ a temperatura
ambiente). O excesso de solugdo tampao foi removido e 5 a 8 gotas de Pepsina
foram aplicadas sobre os cortes histolégicos e incubadas por 10’ a temperatura
ambiente. As laminas foram novamente lavadas com a solugdo tampao (2 banhos
de 3’ a temperatura ambiente), desidratadas em trés solugdes de alcool a 70%, 85%
e 96% por 2’ cada e deixadas secar ao ar livre. Aplicacdo de 10 uL da sonda de
DNA e colocagao de laminula e selante em toda a periferia da laminula. As laminas
foram entdo colocadas no Hibridizador (Hibridizer® Dako, USA) e submetidas a
programa de desnaturagdo a 82° por 5’ e hibridagdo overnight (18 horas) a 45°.
Remocéo do selante e da laminula e incubagdo com a solugao de estringéncia do kit
a 65° por 10’. Lavagem das laminas na solugdo tampao (2 banhos de 3’ a
temperatura ambiente), desidratacdo em trés solugbes graduadas de alcool 70%,
85% e 96% por 2’ cada, secagem ao ar livre e por fim a aplicagédo de 15uL de meio
de montagem fluorescente DAPI que acompanha o kit e cobertura da lamina com
laminula para leitura no microscoépio de fluorescéncia.

Foram utilizadas duas sondas de DNA de cores vermelha e verde
correspondendo ao HER2 e ao centrémero do cromossomo 17 (CEN-17)
respectivamente. Foi considerado amplificado quando a relacdo HER2/CEN-17 foi
igual a dois ou, no caso de ser inferior a dois, quando havia um numero de cépias do
HER2 maior ou igual a seis por célula, conforme recomendagdo do ASCO-CAP
(Wolff et al. 2013).

40



4.6. Analise estatistica

A andlise estatistica da magnitude da associagdo dos critérios citolégicos
individuais dos esfregacgos citolégicos obtidos pela PAAF com os diagndsticos dos
fendtipos do carcinoma de mama, obtidos através da técnica de TMA, foi realizada
por valores estimados de odds ratio com os respectivos intervalos de confianca a
95% (1C95%). Os dados foram descritos em frequéncias absolutas (n) e frequéncias
relativas (%) para avaliar a associagao dos critérios citolégicos. O odds ratio (OR)
considerado significativo quando né&o inclui o valor 1. A andlise da associagao dos
critérios citolégicos na predigdo do diagndstico do fendtipo luminal de carcinoma de
mama foi feita com modelos de regressao logistica, com a inclusdo de todos os
critérios, sendo aplicada uma selecao do tipo backward. Os resultados da analise de
regressao logistica foram expressos em valores de OR, com os respectivos 1C95%.
Esses critérios foram comparados entre os fendétipos de carcinoma de mama através
do Teste exato de Fisher. O nivel de significancia assumido foi de 5% e o software

utilizado para a analise estatistica foi o SAS, Versao 9.2.

4.7. Aspectos éticos

Foram obedecidos os preceitos do Cédigo de Etica Médica para a utilizacdo
de dados das pacientes e respeitados os principios enunciados nas Resolugdes no.
196/96, no. 251/97 do Conselho Nacional de Salde e as normas do Comité de Etica
em Pesquisa da UNESP (Protocolo 4117-2012; Of.23/2014-CEP) (vide Anexos).
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Os resultados deste estudo estdo sendo apresentados na forma de artigo
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CYTOLOGICAL CRITERIA TO PREDICT LUMINAL PHENOTYPE OF BREAST
CARCINOMA

Abstract

Background: Advances in understanding the genetics of breast cancer associated
with the attempt to apply them routinely allowed the development of a classification of
molecular phenotypes, according to immunohistochemical expression profiles.
Cytologically, the characterization of the basal phenotype has been explored, given
its relation to hereditary breast carcinoma. However, the luminal phenotype, despite
being the most common, with better prognosis and targeted therapies under study,
has not yet recognized specific cytological criteria. Method: Using the material
obtained by fine-needle aspiration (FNA) the intention is to identify the luminal
phenotype on breast cancer samples, through the evaluation of cytological criteria
recognized in routine practice. The immunohistochemical and cytological correlation
of 169 cases of breast carcinoma was studied. Results: From 297 selected patients,
169 were included, resulting in the following molecular phenotypes - luminal A: 107
(63.3%), luminal B: 39 (23.1%), HERZ2 overexpression: 8 (4.7%), and triple negative:
15 (8.9%). The luminal phenotype showed mild or moderate cellularity (40.4%) (OR =
7.12, 95% CI: 1.61 - 31.52), inconspicuous or present nucleoli (55.5%) (OR = 8.31,
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95% ClI: 2.36 - 29.19) and mild or moderate nuclear atypia (44.5%) (OR = 8.42, 95%
Cl: 1.90 - 37.25). Inconspicuous or present nucleoli (62.6%) (OR = 2.99, 95% CI:
1.39 - 6.41), less dishesive cells (OR = 0.46, 95% CI: 0.24 - 0.88), showing clusters
with moderate to intense cellular cohesion (54.2%), and absence of necrosis (40.2%)
(OR =0.32, 95% CI: 0.15 - 0.68) were mainly associated with luminal A phenotype.
Conclusion: The individual FNA cytological criteria that might indicate the luminal
phenotype of breast cancer in FNA samples were cellularity, nucleolus and nuclear

atypia.

Keywords: breast carcinoma; molecular classification; luminal phenotype; fine

needle aspiration; cytological criteria; cytopathology of the breast.

Introduction

Breast carcinoma is widely known as a heterogeneous disease requiring
separation of clinically relevant groups for treatment, surveillance, prevention
activities and research [1, 2]. Genetic studies have confirmed a previous morphologic
impression of heterogeneity and continue to improve understanding. Besides great
data provided by multicenter molecular studies and international epidemiological
reports, efforts on translating this to clinical models still face some obstacles,
substantially concerning early diagnosis [3-6]. From a pathologist’'s perspective,
morphological and immunohistochemical correlates — as provided by surrogate
classification of molecular phenotypes - can be useful tools to reach this goal [7-10].

Since its description by Martin and Ellis in 1930 [11], fine-needle aspiration
(FNA) has been a widely used and accepted method for obtaining samples for
cytological diagnosis in various organs and is a routine procedure for the assessment
of breast lesions. It is a fast, low-cost technique, with great diagnostic accuracy and
with minimum risks to the patient [12-15]. Well-fixed FNA samples are not only
optimal subsidies to perform ancillary techniques, such as immunocytochemistry and
a series of molecular tests [16], but can, at first, supply further information for the
diagnosis of breast cancer at the cytomorphological level [17, 18, 19]. This fact has
been used in an attempt to predict the molecular phenotype of breast carcinoma in

cytological specimens [20].
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Gene-expression profiling is not currently standard in clinical practice, but, for
nearly a decade, testing for joint hormone receptor (HR) and human growth factor-
neu receptor (HER2) status has been a routine part of treatment planning [6, 21, 22].
In the meantime, there has been a proliferation of commercially offered multigene
prognostic/predictin assays that are being increasingly used in clinical decision-
making [2, 9]. Analyses of gene-expression profiling have confirmed two main groups
of breast carcinoma, which can be further separated into four molecular subtypes
according to HR expression (HR+) and/or epithelial cell of origin (luminal or basal).
There are two HR+ breast cancers (Luminal A and Luminal B) and two HR- cancers
(HER2-positive and basal-like). The molecular subtypes can be approximated by
HR/HER2 status; i.e. Luminal A (HR+/HER2-), Luminal B (HR+/HER2+), HER2-
overexpression (HR-/HER2+), and triple-negative (HR-/HER2-) [1, 5, 7-10]. The
basal phenotype is characterized by immunoreactivity for basal or myoepithelial cells
markers by applying, in general, a combination of high molecular weight cytokeratins
(CK5/6, CK14, CK17) and EGFR [23, 24].

Cytologically, the characterization of the basal phenotype has been explored,
given its relation to hereditary breast carcinoma [20]. However, the luminal
phenotype, despite being the most common, with better prognosis and targeted
therapies under study, has not yet recognized specific cytologic criteria. Using FNA
samples, the aim here, is to identify the luminal phenotype of breast carcinoma
through the evaluation of cytologic criteria recognized in routine practice, as it is

relevant for guiding treatment and predicting survival.

Materials and method

Samples

The study was based on a review of mastectomy specimens obtained from
297 patients with invasive breast carcinomas treated at the Oncology Hospital
Amaral Carvalho (Jau, Brazil) from 1997 to 2009; histological classification was
performed according to the WHO Classification of Breast Tumors. The Research
Ethics Committee of the Medical School of Sdo Paulo State University (UNESP)
approved the study.
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Immunohistochemical assay

Cases were grouped using conventional tissue microarray technique. The
specimens were immunohistochemically stained for estrogen receptor (ER) and
progesterone receptor (PR), HER2, Ki-67, CK5/6 and E-cadherin using the
streptavidin-biotin-peroxidase technique (NCH-38, dilution 1: 100, pH 7; Dako, USA).
The antigen retrieval times, clone antibodies, dilutions, and suppliers are listed in
table 1. Positive and negative controls were included in each run in order to
guarantee the reliability of the assays. Assessments of the molecular phenotype
were carried out, according to hormone receptor expression (HR+), HER2 expression
and proliferative status as defined by Ki-67 index, into four categories: Luminal A
(HR+/HER2-/low Ki-67 index), Luminal B (HR+/HER2+/high Ki-67 index), HER2
overexpression (HR-/HER2+), and triple-negative (HR-/HER2-). All slides were
analyzed by two senior pathologists (F.A.M.N. and R.M.D.). Complete expression
profiles allowing molecular phenotyping were obtained in 237 cases. There was a
loss of 60 cases due to either detaching cores or inconclusive results. Techniques
and analyses were based on updated protocols of American Society of Clinical

Oncology/College of American Pathologists.

Table 1. Sources and dilutions of primary antibodies used in this immunohistochemistry study

Antibody Clone Dilution Manufacturer Retrieval
E-cadherin NCH-38 1:100 Dako Citrate pH6
ER SP1 1:100 Spring Citrate pH6
PR SP42 1:200 Spring Citrate pH6
HER2 SP3 1:200 Spring Citrate pH6
Ki67 MIB-1 1:200 Dako EDTA
Cytological Criteria

All FNA specimens were previously stained with Giemsa, hematoxylin and
eosin (HE) and Papanicolaou stains. All patients had FNA obtained before the

histological diagnosis of breast carcinoma. The initial result of cytological analysis in
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the laboratory of origin, based on the NIH Consensus Development Conference, was
named the initial cytology result. All cases were analyzed to assess the presence of
five individual cytological criteria: cellularity (analyzed at lower magnification as either
mild/moderate or intense); cellular cohesion (the presence of tight cell clusters with
loose cribriform or papillary clusters in which tumor cells are poorly cohesive and
show cellular dissociation was classified as mild cohesion, while the presence of
more marked cellular cohesion was classified as moderate/intense cohesion);
necrosis (absent or present, i.e. the presence of numerous neutrophils/tumoral
diathesis); nucleoli were classified into inconspicuous or present and prominent, and
nuclear atypia (analyzed considering the nuclear-cytoplasmic ratio, i.e. the dimension
of nuclei compared with the diameter of red blood cells and features of the nuclear
membrane among neoplastic cells and considering two categories: mild and
moderate/intense). Each criterion was assessed individually for each case and was
reviewed by two senior pathologists who were blinded from the data of the cases;
FNA was performed using a multi-headed microscope (Olympus® BX50). The
complete evaluation of cytological criteria was performed on 169 cases. Excluded
cases excluded were due to lack of cytological material, absence of histological data,

incomplete staining and broken slides.

Statistical Analysis

The program SAS for Windows, version 9.2 was used. Data were presented
as absolute (n) and relative values (%) to assess the association of cytological
criteria with histological type and molecular phenotype. The x 2 test or Fisher’s exact
test with 95% Cl was used. Values of p < 0.05 were considered statistically

significant.

Results

From the total of 297 cases selected for this study, 169 cases were included.
After the completion of TMAs, the following molecular phenotypes were identified:
107 luminal A (63.3%), 39 luminal B (23.1%), 8 HER2 overexpression (4.7%) and 15
triple-negative (8.9%) (Table 2). 146 cases were ER+ (86.4%) and were classified
into luminal phenotype (Table 3).
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Analysis of frequencies and association of individual cytologic criteria present
in the FNA showed that the diagnosis of luminal phenotype of breast cancer was
indicated by mild or moderate cellularity (40.4%) (OR = 7.12, 95% CI: 1.61 - 31.52),
inconspicuous or present nucleoli (55.5%) (OR = 8.31, 95% CI: 2.36 - 29.19) and
mild to moderate nuclear atypia (44.5%) (OR = 8.42, 95% CI: 1.90 - 37.25).

Luminal A phenotype was associated with inconspicuous or present nucleoli
(62.6%) (OR =4.43, 95% CI: 2.24 - 8.77), less dishesive cells (OR = 0.46, 95% CI:
0.24 - 0.88), showing clusters with moderate to intense cellular cohesion (54.2%),
and absent necrosis (40.2%) (OR = 0.32, 95% CI: 0.15 - 0.68) (fig. 1). The nucleoli
criterion allowed for differentiating luminal A from luminal B phenotype (OR = 2.99,

95% CI: 1.39 - 6.41) and showed bordering significance to distinguish luminal B from

non-luminal phenotypes (OR = 3.73, 95% CI: 0.94 - 14.82) (Table 4).

Table 2. Frequencies of five cytological criteria in 169 FNA, by molecular phenotype.

Variable Category Molecular phenotype
Luminal A Luminal B HER2- Triple-
overexp. negative
Cellularity Mild 3 (12.2%) 3(7.7%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
Moderate 29 (27.1%) 14 (35.9%) 1(12.5%) 1(6.7%)
Intense 65 (60.7%) 22 (56.4%) 7 (87.5%) 14 (93.3%)
Cellular Mild 9 (45.8%) 24 (61.5%) 6 (75.0%) 10 (66.7%)
cohesion Moderate 8 (44.9%) 9 (23.1%) 2 (25.0%) 4 (26.6%)
Intense 0 (9.3%) 6 (15.4%) 0 (0.0%) 1(6.7%)
Necrosis Present 64 (59.8%) 28 (71.8%) 8 (100.0%) 15 (100.0%)
Absent 43 (40.2%) 1 (28.2%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
Nucleoli Inconspicuous 1(19.6%) 6 (15.4%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
Present 6 (43.0%) 8 (20.5%) 1(12.5%) 2 (13.3%)
Present and prominent 0 (37.4%) 25 (64.1%) 7 (87.5%) 13 (86.7%)
Nuclear atypia  Mild 24 (22.4%) 4 (10.3%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
Moderate 28 (26.2%) 9 (23.1%) 1(12.5%) 1(6.7%)
Intense 55 (51.4%) 26 (66.6%) 7 (87.5%) 14 (93.3%)

Table 3. Frequencies of markers

carcinoma.

in TMA performed in 169 cases of invasive breast

Molecular

phenotype

ER

PR

HER2

Kig7*

E-cadherin

Negative

Positive

Negative

Positive

Negative Positive

Low High

Negative Positive

Luminal A
Luminal B
HER2-overexpression

Triple negative

0 (0.0%)
0 (0.0%)
8 (4.7%)

15 (8.9%)

107 (63.3%)
39 (23.1%)
0 (0.0%)

0 (0.0%)

24 (14.2%)
17 (10.1%)
8 (4.7%)

15 (8.9%)

83 (49.1%)
22 (13.0%)
0 (0.0%)

0(0.0%)

107 (63.3%) 0 (0.0%)

26 (15.4%) 13 (7.7%)
0(0.0%) 8 (4.7%)

15 (8.9%) 0 (0.0%)

107 (63.3%) 0 (0.0%)

3 (1.8%) 36 (21.3%)
3(1.8%) 5 (3.0%)

6 (3.5%) 9 (5.3%)

58 (34.3%) 49 (29.0%)

14(8.3%)  25(14.8%)
0(0.0%) 8 (4.7%)

0 (0.0%) 15 (8.9%)

Total

23 (13.6%)

146 (86.4%)

64 (37.9%)

105 (62.1%)

148 (87.6%) 21 (12.4%)

119 (70.4%) 50 (29.6%)

72 (42.6%) 97 (57.4%)

*The cut-off of 20% was accepted by the 13th St Gallen Consensus Conference.
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Table 4. Association of five cytological criteria between different molecular phenotypes of
breast carcinoma in 169 FNA biopsies.

Cytological criteria p value OR (95%Cl)
Cellularity (mild/moderate vs. abundant)
Luminal x Non-luminal 0.010 7.12 (1.61 - 31.52)
Luminal A x Non-luminal 0.012 6.78 (1.51 — 30.45)
Luminal B x Non-luminal 0.009 8.11 (1.61 — 39.49)
Luminal A x Luminal B 0.637 0.84 (0.40 —1.76)
Luminal A x Other (including luminal B) 0.263 1.46 (0.75 — 2.84)
Cell cohesion (mild vs. moderate/intense)
Luminal x Non-luminal 0.087 0.44 (0.17 - 1.13)
Luminal A x Non-luminal 0.043 0.37 (0.14 -0.97)
Luminal B x Non-luminal 0.524 0.70 (0.23 -2.10)
Luminal A x Luminal B 0.095 0.53 (0.25-1.12)
Luminal A x Other (including luminal B) 0.002 0.46 (0.24 — 0.88)
Necrosis (present)
Luminal x Non-luminal 0.935 0.00 (0.00 - 999.99)
Luminal A x Non-luminal 0.934 0.00 (0.00 - 999.99)
Luminal B x Non-luminal 0.955 0.00 (0.00 - 999.99)
Luminal A x Luminal B 0.187 0.56 (0.26 — 1.30)
Luminal A x Other (including luminal B) 0.003 0.32 (0.15-0.68)
Nucleoli (inconspicuous/present vs. prominent)
Luminal x Non-luminal 0.001 8.31 (2.36 — 29.19)
Luminal A x Non-luminal 0.000 11.12 (3.12 — 39.94)
Luminal B x Non-luminal 0.061 3.73(0.94 — 14.82)
Luminal A x Luminal B 0.005 2.99 (1.39 - 6.41)
Luminal A x Other (including luminal B) 0.000 443 (2.24 -8.77)
Nuclear atypia (mild/moderate vs. intense)
Luminal x Non-luminal 0.005 8.42 (1.90 — 37.25)
Luminal A x Non-luminal 0.003 9.93 (2.22 — 44.44)
Luminal B x Non-luminal 0.042 5.25 (1.06 — 25.88)
Luminal A x Luminal B 0.103 1.89 (0.88 — 4.07)
Luminal A x Other (including luminal B) 0.002 2.96 (1.48 — 5.93)

e

My

Fig. 1. Cell cohesion (a; H&E; x400) and absence of necrosis (b; Giemsa;
x400) were mainly associated with luminal A phenotype in FNA samples.

L
a
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Discussion

Cytological specimens have gained importance in the era of personalized
medicine, for allowing the realization of numerous molecular tests - such as DNA
extraction techniques, next-generation sequencing, proteomic studies, polymerase
chain reaction and in situ hybridization - made possible, mainly, by the proper
preservation and purity of samples [16, 25, 26]. The cell block is part of the FNA
procedure and enables performing immunocytochemistry and molecular tests for
further characterization of breast carcinoma. Thus, the intrinsic potential of each
sample is directly related with the experience of the cytopathologist in bringing
together a set of diagnostic, predictive and prognostic information by using
systematic analysis which include, at first, cytomorphology [16, 25].

Studies in literature on cytological criteria associated with molecular
phenotypes of breast cancer on FNA samples are limited to the basal phenotype,
with necrosis being described as the most relevant criterion to predict the basal
phenotype in these samples [20]. To date, no study has been identified that aims to
investigate individual cytologic criteria that could predict the luminal phenotype of
breast cancer.

The investigation of routinely applied cytological criteria in FNA specimens
showed that luminal phenotype has a tendency to less cellular samples, associated
with key criteria present in the nucleous, especially the nuclear grade and nucleolus.
For instance, the luminal B phenotype is related to higher nuclear grade [27, 28] as
compared to luminal A, which could require a greater evaluation of nuclear details.

Regarding absence of necrosis, a significant result to distinguish samples of
luminal A phenotype from other phenotypes was observed. This phenotype presents
mostly lower nuclear grade, so the presence of extensive necrosis is not expected [8,
23].

The luminal A phenotype showed greater cell cohesion in relation to non-
luminal phenotype. The loss of tumor cell cohesion is a significant characteristic
associated with increased risk of malignancy in mammary cytology. Wakasa et al.
[29] described a cytological subclassification for breast cancer samples that showed
the criterion ‘loss of cellular cohesion’, and for invasive lobular carcinoma, medullary

carcinoma, neuroendocrine carcinoma and solid papillary carcinoma this criterion
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was present in most cases. However, this criterion was not studied with the
molecular phenotype classification of breast carcinoma.

The differentiation of luminal phenotype of breast carcinoma, especially, the
luminal A phenotype is of clinical value, since this phenotype presents a better
prognosis, related to lower mortality and lower rates of metastases, Otherwise, it may

be associated with lobular carcinoma according to recent studies [30, 31].

Conclusion

The individual FNA cytological criteria that might indicate the Iuminal
phenotype of breast cancer were mild to moderate cellularity, inconspicuous or little
nucleoli and mild to moderate nuclear atypia. Inconspicuous or little nucleoli,
moderate to intense cell cohesion and absence of necrosis were associated with
luminal A phenotype.

Further research with larger samples, as well as application of new molecular
markers possibly related with luminal phenotype, are required to establish which
cytological criteria could be predictive and prognostic in FNA biopsies. The difficulties
are considerable, as the luminal phenotype is the most heterogeneous in terms of
genetic pathways of growth.

The application of these cytological criteria in routine diagnosis of FNA
biopsies can lead to the establishment of diagnostic models with greater precision
and accuracy, in order to achieve early detection and prompt therapeutic approach in

patients with breast carcinoma.
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5. Conclusao

Até o presente momento nao foi identificado estudo que se propde a
investigar os critérios citolégicos individuais que pudessem identificar o fendtipo
luminal do carcinoma de mama.

1. Com relagao a frequéncia, os esfregacos citologicos obtidos pela PAAF dos
carcinomas de mama de fendétipo luminal mostraram celularidade baixa e moderada
(40.4%), nucléolos inconspicuos ou pequenos (55.5%) e atipia nuclear leve a
moderada (44.5%).

2. Com relagédo a associagao dos critérios citolégicos do fenétipo luminal do
carcinoma de mama, os esfregagos citolégicos mostraram celularidade baixa e
moderada (OR = 7.12, 1C95%: 1.61 - 31.52), nucléolos inconspicuos ou pequenos
(OR = 8.31, 1C95%: 2.36 - 29.19) e atipia nuclear leve a moderada (OR = 8.42,
IC95%: 1.90 - 37.25). O fendtipo luminal A se associou a menor perda de coeséo
celular (OR = 0.46, IC95%: 0.24 - 0.88), mostrando grupamentos com coesao celular
moderada a intensa, e auséncia de necrose (OR = 0.32, 1C95%: 0.15 - 0.68), sendo
que o critério citolégico ‘nucléolo’ permitiu ainda distingao dos fendétipos luminal A e
luminal B (OR = 2.99, IC95%: 1.39 - 6.41).

Sa0 necessarias novas pesquisas com amostras mais amplas e com
aplicagao de novos marcadores moleculares, de modo a se buscar quais sdo os
critérios citolégicos preditivos e prognosticos relacionados ao fendtipo luminal nos
esfregacos citolégicos obtidos pela PAAF. As dificuldades sdo consideraveis, em
vista da heterogeneidade genética e molecular associada a este fenétipo.

A aplicagao de critérios citolégicos preditivos na rotina diaria da PAAF podera
levar a elaboragdo de possiveis modelos diagndsticos, com maior precisdo e
acuracia, no intuito de estabelecer o diagndstico precoce e a pronta conduta

terapéutica das pacientes com carcinoma de mama.
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6. Anexos

6.1. Ficha de coleta de dados

FICHA DE COLETA DE DADOS

1. Numero do caso:
2. Numero do bloco de parafina:
3. Numero da pungao aspirativa:
4. Fenétipos dos carcinomas de mama:
1= Luminal A
2= Luminal B
3= Superexpressao de HER2
4= Triplo negativo
4.1. Celularidade:
1= Discreta
2= Moderada
3= Acentuada
4.2. Coesao celular:
1= Pouca
2= Moderada
3= Acentuada
4.3. Necrose:
1= Presente
2= Ausente
4.4. Nucléolo:
1= Inconspicuo
2= Presente
3= Presente e proeminente
4.5. Atipia nuclear:
1 = Ausente
2= Discreta
3= Moderada
4= Intensa
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6.2. Planilha do tissue microarray (TMA)

Observador: ( )1 ( )2
TMA PLANO ___

Numero do
caso

E-caderina

Ki67

RE

RP

HER2
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6.3. Comité de ética
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Distrito Rubi&o Junior, s/n®- Botucatu -~ SP.

CEP; 18.618-970

Fone: (14) 3880-1608 / 3880-1609

e-mail secretaria; capellup@fmb.unesp.br
Kleber@imb.unesp_br

e-mail coordenadoria: tsarden@fmb unesp br
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Botucatu, 27 de Fevereiro de 2014 Of. 23/2014-CEP

Tlustrissima Senhora

Prof?. Dr® Rozany Mucha Dufloth
Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina de Botucatu

Cara Prof® Rozany,
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clinica da classificacdo histolégica dos carcinomas da mama de tipo lobular e ductal
e sua relagdo com a classificacdo molecular de tipo luminal® coerdenado por Vossa
Senhoria e aprovado por este CEP em 07/05/12, informo que foi AUTORIZADA o
inclusdo de 01 sub-projeto & saber:

Titulo: "Critérios citoldgicos associados ao fenétipo luminal do carcinoma de mama”
Autor: Rafael Bispo Paschoalini

Orientador: Prof®. Dr®. Rozany Mucha Dufloth

Titulo Académico: Mestrado
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