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Ab- anticorpo

a-HER- alfa-heregulina

AI- imbalance alélico

C- citoplasmatico

CDIO- carcinoma ductal invasor outros tipos histolégicos
CDIS- carcinoma ductal in situ

CDISOE- carcinoma ductal invasor sem outra especificacdo
c.g.a- campo de grande ampliacao

CISH- hibridizacdo in situ cromogénica

c-Kit- protooncogene que codifica a proteina KIT

CLIS- carcinoma lobular in situ

CSF1-R- receptor do factor estimulador de colénias de tipo 1
CXCR4- receptor do SDF-1a

DMP- doenga mieloproliferativa

EGFR- receptor do factor de crescimento epidérmico

EMT- transicdo epitélio-mesenquimatosa

EN- epitélio normal

FGFR- receptor do factor de crescimento fibroblastico

GAP- proteina activadora da GTPase

GIST- tumor estromal gastrointestinal

GM-CSF- factor estimulador de colénias de granuldcitos e macréfagos
GNNK- tetrapeptideo da regido justamembranar do c-Kit
HE- hematoxilina e eosina

IGF-1R- receptor do factor de crescimento insulinico de tipo 1
IH- imuno-histoquimica

IL- immunoglobulin-like

IL-1- interleucina de tipo 1

IL-4- interleucina de tipo 4

IPN- indice prognéstico de Nottingham

K- cinase

kDa- kiloDalton

KIT- proteina monomérica codificada pelo protooncogene c-Kit
Kits- isoforma soluvel do receptor do c-Kit

KL- ligando do c-Kit (SCF)

LCTNK- linfoma de células T/NK

LMA- leucemia mieldide aguda

LMC- leucemia mieldide crdnica

LOH- perda de heterozigotia

M- mastdcito

MAST- mastocitose

MCGF- factor de crescimento dos mastdcitos

M-CSF- factor estimulador de coldnias de macréfagos

ME- mitoses epiteliais

MI- mesilato de imatinib

MS- mitoses estromais

N- nucleo

NS- sem significancia estatistica

P- nivel de probabilidade estatistica

PC- padrdo de crescimento

PCR- reac¢do em cadeia polimerdsica

PDGFRA- receptor alfa do factor de crescimento derivado das plaguetas
PDGFRB- receptor beta do factor de crescimento derivado das plaquetas
PH- regido de homologia com a pleckstrina

PI3K- cinase-3 "do fosfoinositol

PLC- fosfolipase C

Pro- rico em prolina

PTPase- proteina tirosina-fosfatase



RE- receptor de estrogénio

RTK- receptor tirosina-cinase

SCF- factor de célula estaminal (ligando do c-Kit)

SCFR- receptor do SCF (c-Kit)

SDF-1a- factor derivado das células estromais de tipo 1-alfa
SH2- regido de homologia com o src de tipo 2

SH3- regido de homologia com o src de tipo 3

SSCP- polimorfismos conformacionais de cadeia Unica

TF- tumor filéide mamario

TGF-a- factor de crescimento e de transformacdo de tipo alfa
TGF-B- factor de crescimento e de transformac&o de tipo beta
TM4SF- superfamilia transmembranar de tipo 4

Tr-Kit- isoforma truncada do c-Kit

TSH- hormona estimuladora tirecideia

VEGF- factor de crescimento do endotélio vascular
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3. INTRODUCAOQ

Foi estimado em 2001 que, anualmente, 3 milhdes de europeus desenvolvem
cancro.! O cancro de mama, a par do cancro do pulm3o e do cancro colo-rectal, é
um dos trés tipos de cancro mais frequentes na populacdo europeia, sendo
responsavel por uma incidéncia de 200000 novos casos oncolégicos por ano.? A
taxa de mortalidade do cancro mamario tem vindo a decrescer de forma sustentada
desde o inicio dos anos noventa, tendo sido observada no decénio 1990-2000 uma
reducdo em 25 a 35%.%*>® Tal facto é atribuivel essencialmente a dois factores:
1. A generalizacdo do rastreio mamografico em mulheres pés-menopdusicas
assintomaticas;
2. A consciencializacdo da opinido publica feminina para a importancia do
auto-exame da mama e do exame médico periddico.

No cancro de mama, uma unica célula neoplasica [resultante do efeito cumulativo
de uma série de mutagdes somadticas (adquiridas) e de mutacbes germinativas
(herdadas)] pode, através de um processo sequencial e estocastico de progressdo
tumoral, sofrer uma transformacdo maligna e metastizar (Tabela 1).’

Tabela 1. Alteragdes genotipicas e fenotipicas das células epiteliais mamarias
associadas com o inicio e progressdo do cancro de mama ®°

Risco genético Hiperplasia Carcinoma in Carcinoma
predisponente | situ invasor
Alteragdo
MutagBes Sobreestimulagao Mutagdes em fenotipica ao
afectando a do ciclo celular e factores de nivel de:
reparagdo de supressdo da crescimento e ciclo celular
DNA e apoptose apoptose por: esterdides sexuais
nos: estrogénio que controlam o Alteragao
BRCA-1 progesterona ciclo celular: fenotipica ao
BRCA-2 —® factores de F—» c-erv-B2 — nivel de:
p53 crescimento c-myc morte celular e
PTEN ciclina D1 resposta a
pl6 terapéutica
RB-1
Imortalizagdo das Alteragao
células por fenotipica nos
expressdo factores de
aumentada de: Mutagbes nas vias crescimento
telomerase de apoptose: que controlam:
P53 angiogénese
metastizacdo
MutagBes nas
Instabilidade vias que
cromossomica controlam a
invasdo:
E-caderina
Defeitos na
reparagdo de
DNA do tipo
“mismatch”
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Encontra-se descrita uma triade de factores de risco implicada no desenvolvimento
de neoplasia maligna de mama: accdo estrogénica; histéria familiar; e, ainda,
radioterapia prévia (susceptibilidade aumentada para idade inferior a 30 anos, com
dose de radiacdo unica superior a 3600 cGy ou multiplas doses de radiagao superior
a 200 cGy).1%*41213 No que se refere ao primeiro factor considerado, o cancro da
mama é uma neoplasia hormono-dependente, como demonstrado por inumeros
estudos que confirmam o estrogénio como o principal promotor da carcinogénese
mamaria. *!>'% Como corolario do anteriormente referido, mulheres desprovidas de
ovarios funcionantes e que ndo efectuem terapéutica hormonal de substituicdo nao

desenvolvem cancro de mama.”'’

Do ponto de vista genético, o cancro de mama hereditario é responsavel por 1 %
dos cancros de mama, ocorrendo em sindromes clinicos hereditarios (Li-Fraumeni,
Cowden, Peutz-Jeghers, Muir-Torre), caracterizados por uma elevada penetrancia
de multiplas neoplasias malignas. J& o cancro de mama familiar é responsavel por
5-10 % de casos de cancro de mama, sendo as mutacbes dos genes
oncossupressores BRCA-1 e BRCA-2 responsaveis por quase 90 % desses mesmos
casos.'®'® As duas anomalias genéticas mais frequentemente envolvidas na
progressao do cancro de mama sdo, em primeiro lugar, a perda de heterozigotia -
LOH - de um determinado gene supressor tumoral (por deleccdo do alelo normal
dominante) e, em segundo lugar, a amplificacdo génica de um determinado
oncogene (Tabela 2) .}

Tabela 2. Principais defeitos genéticos no cancro de mama ?!

GENES DE CANCRO MAMARIO FAMILIAR ESTABELECIDOS

Gene Localizacdo Classe Doenca
cromossoémica

p53 17p13 oncossupressor (mutagdo / LOH) sindrome Li-Fraumeni

PTEN 10g23 oncossupressor (mutagdo / LOH) sindrome de Cowden

RCA-1 17921 oncossupressor (mutagdo / LOH) ca mama / ovario familiar

BRCA-2 13qil4 oncossupressor (mutagdao / LOH) ca mama fem./ masc. familiar

GENES DE PROGRESSAO DE CANCRO MAMARIO ESTABELECIDOS

Gene Localizacédo Classe Funcgdo
cromossémica

c-erb-B2 17q12 oncogene(amplificagao) Subunidade receptor factor crescimento

c-myc 8g24 oncogene(amplificacdo)  Regulador ciclo cel. /fapoptose /sint. prot.

ciclina D1 11q13 oncogene(amplificagao) Regulador ciclo cel. (fase G1)

plé 9p21 oncossupressor{metilagao/LOH) Regulador ciclo cel. (fase G1)

RB-1 13q14 oncossupressor(mutagao/LOH) Regulador ciclo cel. (fases G1/S)

p53 17p13 oncossupressor(mutagao/LOH) Reg. ciclo cel. /apoptose/ repar. DNA

E-caderina 16q22-23  oncossupressor{metilacdo/LOH)  Proteina adesdo célula-célula

LOH - perda de heterozigotia
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Os avangos mais recentes no conhecimento da carcinogénese mamadria situam-se
em grande parte no plano da genética oncolégica, com a descoberta de 12
oncogenes e genes supressores tumorais reconhecidamente implicados no
desenvolvimento desta neoplasia e a perspectiva de 14 outros genes suspeitos de
participar no processo de oncogénese mamaria poderem vir a integrar a lista das
referidas alteracdes genéticas.?

Os genes supressores tumorais (oncossupressores) sofrem normalmente mutagoes
ou deleccdes, enquanto que 0s oncogenes sdo usualmente amplificados ou
sobreexpressos (Tabela 3).*

Tabela 3. Principais genes oncossupressores e oncogenes (estabelecidos e
suspeitos) no cancro de mama *

O 9 PR DR 9 D
AB DO 45 D
p53 c-myc
RB1 c-erb-B2
BRCA1 FGF R1
BRCA2 FGF R2
PTEN ciclina D1
pl6/MTS-1 ciclina E
SUSPEITOS SUSPEITOS
TSG101 AlB1
NM23 FAK
IGF-2 R c-erb-B4
E-caderina integrina a6p4
p73 integrina a6p1
integrina a2p1 telomerase
EGFR
p-catenina

Existem aproximadamente 500 proteinas cinases no genoma humano, enzimas que
actuam fosforilando substratos com residuos tirosina, treonina ou serina e que se
denominam, respectivamente, de tirosina-cinases, treonina-cinases e serina-
cinases (ha, ainda, cinases - caso da MAP cinase - que sdo serina-treonina-
cinases).?’ As proteinas cinases encontram-se envolvidas na traducdo do sinal,
regulando positiva ou negativamente a actividade dos factores de transcricdo. As
tirosina-cinases constituem o dominio intracitoplasmatico dos receptores dos
factores de crescimento. Nas formas normais destes receptores, a actividade cinase
sofre uma activacdo transitdria quando o receptor complexa com o seu factor de
crescimento especifico. Da-se, entdo, uma dimerizacdo do receptor e uma
fosforilagdo pela tirosina de varios substratos incluidos na cascata da indugdo do
ciclo celular. Nas neoplasias humanas, a activagdo persistente da tirosina-cinase do
receptor do factor de crescimento torna desnecessaria a ligacdo ao seu ligando
correspondente, conduzindo a uma estimulagdo continua do sinal proliferativo nas
células neoplasicas.?

Os oncogenes (genes dominantes) sdo activados por uma mutacdo que da a célula
uma vantagem selectiva competitiva. Apenas um alelo dos dois existentes tem de
sofrer essa alteracdo. Os oncogenes podem actuar no sentido da traducdo de sinais
dos factores de crescimento, no sentido de serem anti-apoptoticos ou de
contrariarem a acgdo dos genes supressores tumorais especificos. De uma forma
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geral, a activacdo dos oncogenes durante a carcinogénese ocorre por mutacdes que
induzem o ganho de fungdo, como por exemplo, amplificagdo da ciclina D1 e do c-
erb-B2 ou mutacdo pontual do ras. Pensa-se que a maioria das alteracdes nos
factores de crescimento (sendo estes factores de crescimento proteinas secretadas)
envolvem mecanismos autdcrinos ou paracrinos de secregdo.?! Os receptores dos
factores de crescimento sdo normalmente activados por sobreexpressdo. Muitos
destes receptores sdo activados por homodimerizagdo e os niveis aumentados
destes receptores parecem reduzir a sua dependéncia do ligando na iniciacdo do
sinal.

Também no cancro de mama o0s receptores tirosina-cinase (RTK) formam
complexos homo-ou heterodiméricos funcionais, apresentando, como noutros tipos
de neoplasias humanas, trés dominios fundamentais: dominio extracelular de
ligacdo hormonal (englobando uma regido rica em cisteina); dominio
transmembranar hidrofébico; e, finalmente, dominio citoplasmatico (englobando
uma regido tirosina-cindsica).?? Dos 15 receptores tirosina-cinase associados com o
cancro de mama, 9 possuem uma localizacdo epitelial e 6 uma localizagao estromal
(Tabela 4).

Tabela 4. Receptores tirosina-cinase associados com o cancro de mama ®

EPITELIAL ESTROMAL

EGF (c-Erb-B1) EGF R

FGF R1 FGF R1
FGF R2 FGF R2
c-Erb-B2 PDGF R
c-Erb-B3 R insulinico
c-Erb-B4 IGF-1 R

R insulinico

c-Met

IGF-1 R

3.1 PROTO-ONCOGENE C-KIT

O proto-oncogene c-Kit (conhecido igualmente como CD 117) codifica o dominio
tirosina-cinase duma proteina transmembranar que funciona como um receptor de
factor de crescimento do tipo III estruturalmente similar ao receptor do factor de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF-R) e ao receptor do factor estimulador
de colbnias de tipo 1 (CSF1-R).2%2%25

O c-Kit pertence, dentro da familia de receptores RTK, a subfamilia de receptores
de tipo III, cujos membros incluem:

. receptores alfa e beta do factor de crescimento derivado das plaquetas
(PDGFR alfa e beta)
receptor do factor estimulador de colonias de tipo 1 (CSF1-R)
receptor FLT3

Todos os membros desta familia de receptores tirosina-cinase contém cinco
dominios immunoglobulin-like (IL) no seu dominio extracelular para ligacdo do
respectivo ligando. Possuem, ainda, um Gnico dominio transmembranar e, para
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além disso, um dominio citoplasmatico tirosina-cinase, no qual se encontra inserida
uma cinase de grandes proporcdes (Figura 1).

NH2

NH2 NH2 NH2 NH2
E i
NH2
oL
D
j; £
>
p
| ] |
T T 1 K
COOH COOH coon >
TIPO I TIPO II . : :
EGFR (erbB1) Receptor COOH COOH CcooH
erbB2 da insulina
erbB3 IGF-1R TIPOIII TIPOIV TIPOV
erbB4

PDGFuR  FGFR1 VEGFR(flt-1)
PDGFBR  FGFR2 KDR(flk-1)
CSF-R FGFR3

c-Kit FGFR4

Figura 1. Tipos de receptores tirosina-cinase (RTK) (8)

Em 1997 foi descoberta a presenca e importancia funcional do ligando do c-Kit
(inicialmente denominado Steel factor - SF- e, posteriormente, stem cell factor -
SCF), sugerindo-se a existéncia de um mecanismo autécrino de crescimento celular
promovido pela ligacdo do SCF ao RTK c-Kit.?®27?% No mesmo ano, demonstrou-se
que nas células de carcinoma colo-rectal se observa uma sobreexpressdo de c-Kit e
do seu ligando SCF, por comparacdo com as células da mucosa colo-rectal normal,
contribuindo para o postulado do referido mecanismo autdcrino.” O SCF é
necessario para o crescimento, sobrevivéncia e potencial invasor da linha celular de
carcinoma colico DLD-1, funcionando, igualmente, como um factor de crescimento
estimulador da sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo das células
hematopoiéticas.’**32 No que se refere as neoplasias hematopoiéticas, sabe-se
que a expressdo de c-Kit (CD 117) e CD 11b na medula dssea permite distinguir a
leucemia promielocitica aguda (em 77% dos casos CD 117 (+) e em apenas 6%
dos casos CD 11b (+) ) da fase de recuperacdo da agranulocitose aguda (um tipo
de proliferacdo mieldide benigna).** O SCF comporta-se como uma citocina
homodimérica ndo-covalente,sendo indispensavel para a producdo e funcdo dos
mastdcitos e desempenhando, ainda, um papel importante no desenvolvimento dos
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melandcitos, das células germinativas e das células “pacemaker” intestinais.***>*

No que respeita ao mecanismo de acgdo do dimero SCF-c-Kit, a dimerizacdo do
receptor tirosina-cinase (induzida pelo SCF) e consequente activacdo do c-Kit é
seguida por uma internalizacdo do c-kit e translocagdo deste para vesiculas
citoplasmdticas.”” Importa referir que este processo de formagdo de vesiculas é
estritamente dependente da actividade tirosina-cinase do c-Kit. Essas mesmas
vesiculas, entretando constituidas na periferia celular, dirigem-se para o centro
através da chamada via endossomica num processo dependente do recrutamento
de src e sem necessidade de recrutamento da PI3-cinase. O tratamento das células
com Oxido fenilarsinico (bloqueador da internalizacdo do receptor) impede a
translocacdo do c-kit para as referidas vesiculas citoplasmaéticas. Ja o tratamento
das células com inibidores proteassdémicos conduziria, pelo contrario, a acumulagao
de vesiculas. Finalmente e como coroldrio de todo este processo, observa-se (apods
a referida internalizacdo do c-Kit) uma autofosforilagdo intermolecular do dominio
intra-citoplasmatico tirosina-cinase, no qual se encontra localizada uma enzima
cinasica.

De um modo geral, no tecido mamadrio normal a presenca da proteina do c-Kit
correlaciona-se com o controlo do crescimento celular e a diferenciacdo do epitélio
mamario normal.?® A interacgdo do c-Kit com o seu ligando SCF activa duas vias de
transducdo do sinal, nomeadamente a via do Ras-MAP cinase (Figura 2) e a via do
fosfatidil-inositol-3-cinase (PI3 cinase), o que condiciona, em ultima instdncia, um
aumento de resposta a dois outros factores de crescimento: o factor de crescimento
epidérmico (EGF) e a alfa-heregulina (a-HER).*

Estimulos externos

MEMBRAI’\!A
CITOPLASMATICA
v
GTPase (familia do ras)
MAPTKK
MAPKKK (MEKK)
MAPKK (MEK)
MAPK Alvos
> Citoplasmaticos
MEMBRANA
NUCLEAR

v
Factores de transcricao

Respoia celular

Figura 2. MAP cinase (a cascata de tradugdo de sinal da MAP cinase liga a activacdo do ras com
o nicleo; uma série de acontecimentos sequenciais baseados nas cinases serinaftreonina resulta na
activagdo da MAP cinase que possui alvos citoplasméticos e nucleares; estes alvos nucleares funcionam
como factores de transcrigdo que se ligam aos seus locais de reconhecimento do DNA, obrigando a sua
fosforilagiio para a indugdo das suas fungBes activadoras) °
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A activacdo do c-Kit podera também ocorrer na auséncia do factor de crescimento,
desde que se verifique a degradagdo do SHP-1, uma tirosina-fosfatase que regula
negativamente a sinalizagdo do c-Kit."%* A ||gagao c-Kit-SCF permite a criagdo
neste receptor de locais de ligacdo ("ancoragem") para inimeras proteinas de
transducdo de sinal, contendo todas elas dominios SH2 (Figura 3) Estas incluem a
fosfatidilinositol 3 “-cinase (PI3K) e a fosfolipase C (PLC) gama-I, a Statl, a familia
de cinases Src (Src, Lyn e Fyn), e, por Gltimo, a GAP (proteina activadora da
GTPase).”>** A ligacdo do SCF ao c-Kit activa,de igual forma, a proteina cinase C, o
Racl, o JNK e o Raf-1, promove, ainda, a fosforilacdo da tirosina do JAK2 e,
finalmente, a associacdo da proteina adaptadora CRKL e da p120. Sempre que a
anteriormente referida SHP-1 (uma tirosina-fosfatase que contém, igualmente, um
dominio SH2) se conjuga com uma tirosina da regido justamembranar do c-Kit,
inframodula a transducdo de sinal deste Gltimo.**

DOMINIO EXTRACELULAR

MEMBRANA
CITOPLASMATICA

579 L— P
% SH3 SH2 Cinase | P
581 f— P

FAMILIA Src

740 —— P
SH3 | Pro SH2 SH2 1
- . :% Cinase PI3

7 | P ‘-—--————— SH2 |SH3|SH2 PH GAP GAP
<
I
N
A
S
E
1021 b— P 4—m PH| |PLC|P|SH2 SH2 SH3 | PLC ’ PLC -y
COOH

Figura 3. Locais de ligacdo nos RTK do tipo III das moléculas de transducgdo de
sinal (os locais tirosinicos de ligacdo sofrem autofosforilagdo aquando da ligagdo de
moléculas de transducdo de sinal que contenham dominios SH2) *?
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Deste modo, verifica-se, sucessiva e sequencialmente, um recrutamento de
proteinas sinalizadoras (caso do Dok-1,°>>* regulador negativo da proliferagdo
celular) uma fosforilagdo da tirosina dos substratos e, posteriormente, uma
activacdo de multiplas vias de sinalizacdo, etapas dependentes da afinidade de
ligacdo SCF-c-Kit.*>. A um outro nivel de funcionamento, a activacdo do c-Kit
(induzida pelo SCF) condiciona de forma especifica a expressédo de Slug. 474425051
O Slug, sendo um membro da familia Snail de factores de transcrigao, funciona
como um factor de transcricdo zinc-finger interdependente do bindmio SCF-c-Kit.

A downregulation dos receptores activados de tirosina-cinase (nomeadamente, c-

Kit, EGF ou PDGF) pode, ainda, ser promovida pela familia Cbl de ligases da

ubiquitina (familia que contém 3 membros: Cbl; Cbl-b e Cbl-3, através da

ubiquitinizacdo e degradacdo dos referidos receptores.>>5°657.585% por (ltimo,

alguns membros da superfamilia transmembranar 4 (TM4SF) modulam, de igual

modo, negativamente a funcdo do c-Kit e, como tal, regulam a sensibilidade do c-

Kit ao SCF em células progenitoras hematopoiéticas.®® Sdo os seguintes os efeitos

do TM4SF sobre o c-Kit:

. menor internalizacdo e degradacdo do c-Kit;

* menor fosforilacdo da tirosina-cinase e menor actividade cindsica em
resposta ao SCF.51:62.63

Em todo este processo, a tirosina-cinase nunca é “criada” nem destruida, mas sim

constantemente reciclada.®*6%68567

3.2 REGULACAO DA EXPRESSAO DE C-KIT

A regulacdo transcricional da expressdo do c-Kit tem sido descrita em diversos
estudos.®®%7° O proto-oncogene c-Kit compreende 21 exdes (com uma extensdo
gendmica de 80 Kb de DNA) ao nivel do cromossoma 4q12.”72 A maioria destes
exdes possui entre 100 e 200 pares de bases. A extremidade 3° da regido
codificante deste gene (correspondendo ao exdao 1) possui 2300 pares de bases
(2,3 Kb) e é flanqueada por sinais de poliadenilagdo. Este proto-oncogene
apresenta, ainda, uma estrutura e organizacdo similares aos genes que codificam
outros RTK de tipo III, como é o caso de: receptor do factor estimulador de
coldnias de tipo 1 (CSF1-R); os receptores A e B do factor de crescimento derivado
das plaquetas (PDGFRA e PDGFRB); o FLT1 e, ainda, o FLT3/FLK2. O c-Kit e 0
PDGFRA formam um primeiro cluster genético, localizando-se ambos no
cromossoma 4 banda q11-13. O CSF1-R o PDGFRB agregam-se, igualmente, num
segundo cluster, ao nivel do cromossoma 5 banda g31-33. Por ultimo, o FLT1 e o
FLT3/FLK2 formam um terceiro cluster, desta feita no cromossoma 13 banda gq12.

O protooncogene c-Kit codifica a sintese da proteina monomérica KIT, a qual possui
trés dominios (Figura 4)”:

1- o dominio extracelular (exdes 1-9), constituido por cinco dominios em ansa
immunoglobulin-like (IL), local de ligacao do SCF;

2- o dominio transmembranar (ex3do 10);

3- o dominio intracelular (exdes 11-21), constituido por:

. uma hélice inibidora justamembranar (hélice anfipdtica de tipo alfa
codificada pelo exdao 11), que, ao suprimir a fosforilacdo e actividade
cinasica no KIT ndo-ligado ao SCF, inibe a actividade do KIT;

. uma cinase intracelular (codificada pelo exdo 17) constituida pelas duas

sub-unidades que compdem a cinase do KIT e pelo pocket enzimatico (que
funciona como uma ansa de activacdo) em localizagdo intermédia.
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Figura 4. Estrutura molecular do c-Kit 7

Estudos recentes atribuem functes diversas aos diferentes dominios extracelulares
immunoglobulin-like (IL) da proteina KIT:

. os trés primeiros dominios IL estdo implicados na ligagdao ao SCF;
° o quarto dominio IL promove a dimerizacao do receptor;
. o quinto dominio IL parece estar envolvido na clivagem proteolitica do KIT

da superficie celular, por forma a gerar a forma soluvel de KIT.”

A regido promotora do gene c-Kit, embora ndo possua nem o TATA box nem o
CCAAT box, apresenta locais de ligacdo consensus para muitiplos factores de
transcricdo, incluindo Spl, SCL, AP-2, Ets, Myb e GATA-1.7>7® Quer o SCL quer o
Spl funcionam como reguladores positivos do promotor do gene c-Kit. 77’ A
interaccdo do Spl com o promotor é considerada indispensavel para a actividade
maxima dessa mesma regido promotora.

A regido proximal do promotor do c-Kit localiza-se numa posicao situada entre -124
e -83 do local de iniciacdo de transcricdo. E possivel encontrar reguladores positivos
e negativos deste promotor num intervalo de 5,5 Kb a jusante do local de iniciagdo
de transcricdo. Importa referir, neste contexto, que no melanoma humano o
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potencial metastatico se correlaciona com a perda de expressdo quer do factor de
transcricdo AP-2 quer do c-Kit (facto, igualmente, verificado nos carcinomas).”
Verificou-se, ainda, a existéncia na regido promotora do c-Kit de locais de ligagdo
funcionais para o AP-2, pelo que a re-expressao de AP-2 nas células de melanoma
restabeleceria a expressdo endogena de c-Kit e suprimiria nestes casos a
tumorigenicidade e potencial metastatico dos melanomas.

Num outro plano de funcionamento, para além de uma regulacdo celular do c-Kit
especifica para cada tipo de células, os niveis de RNAm e de proteina do c-Kit sdo
modulados por outras citocinas. O GM-CSF, apesar de promover sinergisticamente
com o SCF o crescimento de células mieléides, promove per se uma perda de
expressdo do c-Kit nas referidas células mieldides. Também a IL-4 (nos
mastocitos), o TGF-beta e o TNF-alfa (nas células hematopoiéticas precursoras), o
interferdo-gama (nas células eritroides progenitoras) e a IL-1 (nas células
endoteliais) promovem uma down-regulation do RNAm do c-Kit.®** O aumento da
expressdao do SCF nas células endoteliais por accdo da IL-1 sugere, ainda neste
contexto, a importancia da relacdo entre c-Kit e SCF na inflamagdo da parede
vascular.

A regulacdo da expressdo do c-kit também ocorre ao nivel do turnover da proteina
do c-kit.®* A ligagdo do SCF ao C-kit condiciona uma endocitose do receptor
(dependente da actividade enzimatica do dominio cinase), ubiquitinizacdo e
degradacdo. A activacdo do receptor resulta na sua clivagem, com subsequente
libertacdo do dominio extracelular soluvel.

3.3 ISOFORMAS DE SCF

O SCF existe na forma solivel e na forma ligada a membrana (Figura 5), como
resultado de um splicing diferencial e de uma clivagem proteolitica.’2%3848 QO
splicing alternativo do RNAm (resultando em delecgdo ou inclusdo do exdo 6) leva a
producdo de duas isoformas transmembranares de SCF, nomeada e
respectivamente o SCF 220 e o SCF 248. Uma protedlise rapida do SCF 248 origina
SCF soluvel que pode formar dimeros em solucao. Um segundo local de clivagem,
codificado pelo exdo 7, conduz a uma protedlise lenta do SCF 220, originando, de
igual forma, SCF solivel. A forma de SCF ligada a membrana forma dimeros que
parecem ser importantes para a fungao do c-Kit.

SCF SOLUVEL

4+— PROTEOLISE PROTEOLISE
—> Q LENTA O RAPIDA
. MEMBRANA
CF 220 (-EXAO 6) SCF 248 (+EXAD 6) ' HATICA

Figura 5. Isoformas transmembranares do SCF 73
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3.4 ISOFORMAS DE C-KIT

Sete isoformas do c-Kit foram ja identificadas (Figura 6). %78 Quatro delas
resultam de splicing alternativo do RNAm e caracterizam-se pela presenca ou
auséncia de uma sequéncia tetrapeptidica - GNNK - na regido justamembranar do
dominio extracelular e, ainda, pela presenca ou auséncia de um residuo de serina
na regido intercindsica do dominio citoplasmatico.?°%! Estudos posteriores indicam
que as isoformas GNNK+ e GNNK- sdo coexpressas na maioria dos tecidos, com um
predominio desta ultima, embora ndo tenha sido observada qualquer correlacao
entre a expressdo de uma determinada isoforma e os diferentes parametros clinico-
biolégicos estudados.***? Noutro estudo que analisou a saturacdo da ligagdo c-Kit-
SCF ndo se demostrou qualquer divergéncia na afinidade das diferentes isoformas
para o SCF, sendo que nenhuma delas evidenciou fosforilacdo da sua tirosina sem
ligacdo prévia ao SCF.*® Apés ligacdo ao SCF, a isoforma GNNK- sofreu um nivel
mais elevado de fosforilagdo da sua tirosina, foi mais rapidamente internalizada e
activou de modo mais intenso a cascata MAP-cinase, comparativamente a isoforma
GNNK+. De forma contrastante, as duas isoformas demonstraram um nivel idéntico
de recrutamento da PI3-cinase e um nivel idéntico de activacdo do c-Akt, efector a
jusante (downstream) da PI3-cinase. Estes dados indicam que as isoformas do c-Kit
diferem na sinalizacdo e na funcdo. Desconhecem-se, no presente, as
consequéncias funcionais da presenca ou auséncia do residuo S na regido
intercinasica do receptor.

A isoforma soluvel do receptor - Kits - pensa-se ser criada por clivagem
proteolitica do receptor e encontra-se presente em circulacdo sanguinea.®** O seu
significado funcional, bem como a sua proveniéncia (isoforma GNNK+ e/ou
isoforma GNNK-) encontra-se, ainda, por esclarecer.

Por ultimo, duas isoformas truncadas do c-Kit (tr-Kit) foram descritas em células
neopldsicas de carcinoma de colon e em espermatides murinas mediante o uso de
promotores cripticos, respectivamente, nos introes 15 e 16.

NH2
. NH2 SCF _t
poMiNIO
DE _
LIGACAO SCF__\
DO SCF
DOMINIO
TRANSMEMBRANAR
DOMINIO
TIROSINA t —
CINASE DOMINIO
t TIROSINA
COOH CiNASE
f
COOH
A B C

Figura 6. Isoformas do c-Kit *
[ A- c-Kit GNNK+/GNNK- / B- c-Kit soluvel / C- c-Kit truncado (tr-Kit) ]
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3.5 MUTACOES DE C-KIT

A proteina KIT é expressa e € indispensavel para o crescimento e desenvolvimento
dos mastocitos, melandcitos, células estaminais hematopoiéticas e células
intersticiais de Cajal.*® A proteina KIT que ndo se encontra ligada ao SCF existe
predominantemente como um mondmero enzimaticamente inactivo ao nivel da
membrana citoplasmdtica da célula. O SCF existe, sobretudo, como um dimero
bivalente, podendo ser expresso na superficie das células estromais ou libertado
como uma molécula solivel por clivagem proteasica. A ligacdo do SCF induz uma
dimerizacdo do KIT e uma auto-fosforilacdo da tirosina no dominio intracelular do
receptor.’® Esta auto-fosforilacdo de residuos especificos de tirosina cria locais de
ancoragem para moléculas de transducdo de sinal e induz ligagdo do substrato e
fosforilagdo. Algumas vias de transdugdo de sinal como a via PI3K/AKT e a via JNK
foram implicadas na mediacdo da mitogénese induzida pelo KIT.?®

Mutacdes que provoquem fosforilacdo constitutiva independente do ligando e
activagao do KIT transformam, in vitro, linhas celulares dependentes de factores
de crescimento em linhas celulares que nd3o se encontram estritamente
dependentes de factores de crescimento e, para além disso, convertem, in vivo,
tumores indolentes em tumores agressivos.’” Mutacbes somdticas causando
activacdo constitutiva do KIT foram associadas a certas neoplasias como a
mastocitose adulta ou pediatrica atipica e a maioria dos GIST.®* Estas mutacdes
activadoras do KIT dividem-se em dois tipos (Figura 7):

1- Mutagbes de tipo pocket enzimatico, que alteram a sequéncia de aminoacidos
que constituem directamente o local enzimatico.

2- Mutacgbes do tipo regulador, que afectam a regulagdo da molécula de cinase.

O primeiro tipo de mutacdes tem como exemplo a substituicdo D816V,
caracteristica da mastocitose adulta, que afecta a ansa de activacdo a entrada do
pocket enzimatico localizado no dominio cinasico do KIT. As mutacgdes do tipo
regulador (que ocorrem, por exemplo, nos GIST) , pelo contrario, ndo afectam a
sequéncia de aminoacidos do local enzimdtico, mas sim a hélice inibitéria
justamembranar (cuja funcdo é a inibicdo da molécula de cinase).!%%101.102 Dagta
forma, inibindo esse papel inibidor de cinase promovido pela referida hélice, obtém-
se uma activacdo constitutiva do KIT.

Dominio extracelular

Eo

D52N (DMP)
EXAOQ2
EXAO S8 A417-421 (MA) | CXCO
— . Membrana
_| EXA010 Citoplasmatica
EXAD11 A 550-580 (GIST) CO Hélice
justamembranar
- D816V,E839K(MAST) Ansa de activagdo / pocket
EXAO17 | y825A (LCTNK) (Og— enzimatico
Dominio intracelular

Figura 7. Mutacdes do c-Kit 7®
[DMP- Doenca mieloproliferativa / LMA- Leucemia mieléide aguda /
MAST- Mastocitose / LCTNK- Linfoma células T / NK]
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Outros potenciais mecanismos de accdo das mutagbes de tipo regulador
correspondem a:

. efeitos do acesso do substrato ao local enzimatico;

. efeitos na ligacdo ao KIT de moléculas reguladoras ou de transducdo de
sinal;

. inducdo de dimerizacdo independente do ligando, com subsequente

autofosforilacdo e activacgao.

No que se refere aos GIST, neste tipo de neoplasias as mutacdes envolvem o
dominio justamembranar (exdo 11) do c-Kit.®® As mutagBes pontuais oncogénicas
somaticas deste mesmo c-Kit ao atingirem o dominio extracelular ou o dominio
citoplasmatico deste RTK activam-no constutivamente, constituindo um
acontecimento patogénico central em até 92% dos GIST. Estas mutacdes
possibilitam que o receptor do c-Kit (SCF) fosforile varios substratos proteicos,
activando as cascatas de traducdo de sinal que regulam a proliferacdo celular, a
apoptose, a quimiotaxia e a adesdo celular. Importa, ainda, mencionar que as
mutagdes mais comuns no GIST consistem em deleccbes in frame de varios coddes
e, menos usualmente, mutacdes pontuais e insercbes. Sabe-se ja, igualmente, que
os dois tipos de mutacbes activadoras do c-Kit (mutagdes do “tipo regulador” que
afectam a regulacdo da molécula tirosina-cinase e mutacdes do “tipo locus
enzimatico” que alteram directamente a sequéncia de aminoacidos que codificam o
referido locus enzimatico) respondem de forma diferente aos inibidores do c-Kit,
pelo que se torna necessaria, por forma a orientar a terapéutica, a classificacdo dos
doentes com base nas mutacdes especificas de cada individuo.®’

A distingcdo entre estes tipos de mutacfes tem implicagdes terapéuticas.'® Alguns

autores sugerem que as mutagdes somaticas do c-Kit sdo mais comuns em GIST

malignos do que em GIST benignos, tendo sido proposto que as mutagdes no exdo

11 do c-Kit sejam consideradas como um factor de mau progndstico.'® QOutros,

ainda, sdao da opinido que as mutacdes do c-Kit per se apresentam pouco

significado progndstico por dois motivos:

" as mutacdes em GIST com menos de 1 cm (GIST acidentalmente
detectados) diferem das mutactes em GIST com mais de 1 cm (GIST
detectados clinicamente)!®

® as mutacgdes nos GIST ndo se correlacionam com determinados parametros
clinico-patologicos.

Os inibidores da cinase do KIT que inibam inicialmente o local enzimético wild-type
do KIT deixam de o fazer se, entretanto, ocorrer uma mutacdo (de tipo pocket
enzimatico) que altere molecularmente o dito /ocus enzimatico. Pensa-se que esses
inibidores de cinase do KIT que se ligam ao pocket enzimatico wild-type também
poderdao bloquear a activacdo da regido reguladora justamembranar (hélice
inibitoria) por mutacbes activadoras de tipo regulador. Estes dois tipos de mutacbes
activadoras respondem de modo diferente aos inibidores da cinase do KIT, pelo que
a determinacdc do tipo de mutacdo especificamente desenvolvida por cada
individuo afigura-se como indispensavel para melhor conduzir a terapéutica
individual dos doentes.'%

3.6 ACTIVACAO CONSTITUTIVA DE C-KIT

A activacdo da tirosina-cinase do c-Kit da-se de duas formas 1°7:

® A activacdo da tirosina-cinase a qual se liga o c-Kit por mutacdo somatica
encontra-se bem documentada em determinadas neoplasias humanas:
GIST; mastocitose; seminoma e em leucemia mieldide aguda (LMA) 1°;

. A activagdo da tirosina cinase do c-Kit pode dar-se, pelo contrario, por
activacdo pardcrina ou autdcrina, secundaria a ligacdo do SCF ao c-Kit, o
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que esta postulado no cancro do pulmdo de pequenas células e no cancro do
ovario.51%°

No primeiro caso, a activacdo constitutiva (por mutagdes) do c-Kit ocorre em
células neopladsicas SCF-dependentes em GIST do colon (derivados das células
intersticiais de Cajal) e em leucemias de mastdcitos.!'® No segundo caso,mutacdes,
como no cancro do pulmado de pequenas células, que conduzem a perda do local
proximal de ligacdo a membrana citoplasmatica das cinases da familia src (caso da
cinase Lyn), levam a uma activacdo constitutiva do c-Kit com aumento da sua
expressdo.l®®!t A perda de expressdo do c-Kit deve-se, essencialmente, a
mutacdes com perda de funcdao e ocorre, fundamentalmente, em melanomas e,

ainda, in vitro, em algumas linhas de carcinoma de pequenas células do pulmdo.
79,112,113,114

3.7 INIBIDORES TIROSINA-CINASE E EXPRESSAO DE C-KIT

O mesilato de imatinib (MI) é um antineoplasico de primeira geracdo que,
funcionando como inibidor tirosina-cinase, inibe as actividades bioquimicas que
resultam de mutacBes oncogénicas com ganho de funcdo dos RTK de tipo III
(Figura 8).'1>118

CH3

CH3

Z =z

(0] CH3S03H

Figura 8. Mesilato de imatinib (derivado do 2-fenilaminopirimidina) '’

O MI inibe especificamente trés receptores tirosina-cinase: 1- o ABL; 2- o PDGFR;
3- as cinases do c-Kit (estes dois ultimos, receptores tirosina-cinase).''®* Enumera-
se, por ordem respectiva, os trés tipos de inibicdo especifica de receptores RTK:

1- A fusdo inadvertida do gene bcr com o gene abl cria uma tirosina-cinase
constitutivamente activada (tirosina-cinase bcr-abl) que transforma as
células e, desta forma, condiciona o aparecimento de LMC.119120.121 § M]
liga-se ao local de ligacdo ao ATP do dominio cinase inactivado do gene abl.
Daqui resulta que o MI se utiliza para o tratamento de LMC Cromossoma
Filadélfia positivo (95% dos casos de LMC) em crise bldstica, em fase
acelerada ou em fase crénica, apés falha terapéutica do alfa-interferdo.?%!23
O MI também ¢é usado para o controlo da recidiva de LMC apés transplante
alogénico de células estaminais, embora, como efeitos laterais, produza
mielossupressao e recorréncia de doenga enxerto-versus-hospedeiro.!?4125
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2- Numa percentagem de casos, as doencas mieloproliferativas crénicas tém
uma activacdo constitutiva do gene para o receptor beta do factor de
crescimento das plaquetas (PDGFRbeta), gene localizado no cromossoma
5q33 que codifica um RTK. A activagdo constitutiva desse gene é devida a
uma translocacao t (5;12)(q33;p13), associada com o gene de fusao ETVG-
PDGFRbeta. Nos doentes com doencas mieloproliferativas (policitemia vera /
trombocitose essencial / mielofibrose idiopatica) associadas a activagdo do
PDGFRbeta o MI induz respostas terapéuticas duradouras.!?®

3- Mutagdes activadoras com envolvimento do dominio transmembranar (exdo
11) de outro RTK de tipo III - o ¢c-Kit - foram demostradas nos GIST. O MI
€, desta forma, igualmente utilizado para o tratamento dos GIST malignos
irressecaveis e/ou metastaticos (resistentes a quimioterapia
convencional)!?’12® Nestes casos o MI induz em 53,7% dos doentes uma
resposta parcial. Este farmaco provoca, como principais efeitos laterais,
edema moderado, diarreia e fadiga (em 5% dos casos provoca hemorragia
gastro-intestinal ou abdominal). Estudos in vitro sugerem que os GIST com
mutacdes do “tipo regulador” do c-Kit respondem melhor ao MI que os GIST
com mutacdo do “tipo /ocus enzimatico”. Uma minoria de GIST (10%) ndo
apresenta mutagées do c-Kit, sendo que 35% desses casos (desprovidos de
mutacdes de c-Kit) apresentam mutagdes activadoras do PDGFR de tipo alfa
(RTK de tipo III, a semelhanga do c-Kit). ). Nos restantes 65 % de casos
deste tipo de patologia nos quais nao de detectam mutagdes do c-Kit este
é, com probabilidade, fortemente activado por possiveis mecanismos ndo-
mutacionais, tal como por processos autécrinos de interaccdo c-Kit - . Qutra
hipotese mais remota aventada consiste em, estes mesmos GIST, possuirem
mutagbes do c-Kit que ainda ndo consigam ser detectadas pelos métodos
convencionais de rastreio de mutacoes (PCR e/ou SSCP).>®

Em resumo, os inibidores tirosina-cinase, ao inibirem as actividades bioquimicas
que resultam de mutagdes oncogénicas com ganho de funcdo, funcionam como
anti-neoplasicos moleculares de primeira linha. Os avancos na genética das células
somaticas e da bioquimica possibilitardo o desenvolvimento de anti-neopldsicos de
segunda geracdo que inibirdo selectivamente proteinas cuja presenca dependa da
ocorréncia de mutacbes oncogénicas com ganho de funcdo ou com perda de
fungéo.‘z*"m

Neste contexto, a inibicdo selectiva das tirosina-cinases pode ser actualmente
considerada uma abordagem promissora na concepcdo de novos farmacos no
dominio da Oncologia e ja vem sendo utilizada em diferentes tipos de cancro.
131,132,133134  Em carcinomas mamarios estad ja descrita perda de expressdo do c-Kit,
tanto por técnicas imunohistoquimicas como moleculares.!®313%:137 Encontra-se,
igualrpent;;:, em estudo a pesquisa de mutacdes com ganho de funcdo na patologia
marmaria.

3.8 TUMORES MAMARIOS MESENQUIMATOSOS E EXPRESSAO DE C-KIT

A semelhanca do protooncogene c-Kit, também o PDGF € um receptor tirosina-
cinase de tipo III e, como tal, apresentam um comportamento andlogo. Foi
demonstrada recentemente nos tumores fildides da mama (TF) a coexpressédo do
PDGF e do receptor beta do PDGF nos dois componentes tecidulares (epitélio e
estroma) dos TF, apontando para uma clara interaccao epitélio-estromal neste tipo
de neoplasias.

O PDGF é um potente mitogénio para células mesenquimatosas e, ao induzir a
libertacdo macrofdgica de TGF-B, estimula indirectamente a diferenciacio de
fibroblastos em miofibroblastos. In vitro, células da linha celular MCF-7
transfectadas com Ras oncogénico estimulam, através do PDGF, a proliferacdo de

23



3. INTRODUCAO

miofibroblastos mamadrios, pelo que Shao et al. consideram o PDGF como o
principal factor responsdvel pela iniciacdo da desmoplasia no cancro mamario e,
ainda, um co-factor na iniciacdo de outras neoplasias mamarias, nomeadamente
mesenquimatosas.
O TF é uma neoplasia rara, constituindo 0,5% da totalidade das neoplasias
mamarias, de natureza fibroepitelial, que se origina do estroma periductal do
parénquima mamario. Caracteriza-se, essencialmente, por uma expansao e
aumento da celularidade do componente estromal da mama, tendo sido
recentemente descrita por Tavassoli et al. uma neoplasia andloga - o tumor
estromal periductal mamario — uma lesdo rara com comportamento sarcomatoso de
baixo grau, anteriormente incluida no subtipo histolégico dos TF.}*** Manifesta-se
clinicamente como um tumor solitdrio unilateral facilmente detectado pela
imagiologia (mamografia ou ecografia mamaria), sendo a média etadria das doentes
atingidas de 45 anos de idade e a sua dimensdo média estimada de 4,5 cm. Este
tipo de lesdo subclassifica-se histologicamente (com base na celularidade do
estroma, na actividade mitética e no padrdao de crescimento) em TF benigno, TF
maligno de baixo grau e TF maligno de alto grau. Esta subclassificagdo é altamente
preditiva da evolucdo clinica esperada, pelo que o TF benigno apresenta uma
probabilidade quase nula de metastizacdo e, apds excisdo, recidiva localmente em
apenas 21% dos casos.'** Ja o maligno de baixo grau metastiza em menos de 5%
dos casos, com uma recidiva local de 46% dos casos. Finalmente, 0 maligno de alto
grau metastiza em 25% dos casos, apresentando em 65% dos casos uma recidiva
local. A recidiva local dos TF é particularmente deletéria dada a sua tendéncia,
quando recidivam, em malignizar e, ainda, em invadir a parede toracica.'**'* O TF
maligno que metastize n3ao responde satisfatoriamente a quimioterapia nem a
radioterapia.l*®
O papel da transicdo epitélio-mesenquimatosa (EMT) vem sendo referido quer nas
neoplasias mesenquimatosas, quer nas neoplasias epiteliais.
No parénquima mamadrio normal a transicdo epitélio-mesenquimatosa (EMT)
compreende 0s seguintes elementos:
- camada epitelial-mioepitelial ductal;
- ldmina basal;
- zona envolvente, constituida por fibroblastos e por capilares;
© zona periférica, constituida por fibras eldsticas (presentes no estroma
periductal e ausentes no estroma intralobular) e, ainda, (no estroma
periductal) por escassos linfécitos, plasmdcitos e histiécitos (incluindo alguns
histidcitos periductais - ocrécitos- que acumulam intracitoplasmaticamente
pigmento lipofuscinico).
Por mecanismos associados com a perda dos receptores de estrogénio e de
progesterona e, ainda, com defeitos primarios na organizacdo das proteinas
desmossémicas e citosqueléticas, a EMT sofre alteragbes profundas durante o
processo de invasdo estromal pelo carcinoma mamario.** A producdo estromal da
protease estromelisina III enquanto factor de degradacdo da EMT foi, alids,
proposta como um dos marcadores iniciais de carcinoma invasor da mama, embora
mais recentemente se tenha sugerido que toda a sintese de proteases produzida
por uma determinada neoplasia pareca constituir, na verdade, uma reaccao do
hospedeiro contra o proprio tumor.'*! Ainda assim, n3do deixa de ser curioso
verificar uma disparidade no subtipo de factor de crescimento insulinico (IGF)
produzido pelos fibroblastos do cancro de mama (IGF-2), por comparagdo com o
subtipo de IGF produzido pelas células fibrobldsticas do tecido mamario normal
(IGF-1).'** Esta EMT, cuja ligacdo e interdependéncia com a expressdo de c-Kit
comegca a ser esclarecida, é sede, como ja referido, de multiplas neoplasias
mamarias, entre as quais se incluem os tumores fildides da mama.>°
Dada a progressac para sarcoma em alguns casos, o estroma dos TF vem sendo
geralmente considerado como o elemento neopldsico e o epitélio como ndo-
neoplasico. Estudos de clonalidade inicialmente efectuados para cinco TF sugeriram
que 0 estroma seria monoclonal e o epitélio policlonal.****® Apesar disso pode ser
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encontrado epitélio hiperpldsico em alguns destes tumores e foi ja descrita a
associacdo com CLIS e CDISOE da mama.'®! A hibridizagdo genémica comparativa
realizada em 18 tumores fildides revelou que as delecgbes em 3p e as insergdes
em 1g constituiam as anomalias cromossomicas mais comuns neste tipo de
tumores, podendo, igualmente, ser detectadas com frequéncia no carcinoma
mamario.15215315415 Ta| sugere que 0os mesmos genes poderdo estar envolvidos
nestes dois tipos de patologia mamaria. Existe, ainda assim, a possibilidade de que
este tipo de tumores sejam, do ponto de vista genético, menos heterogéneos e,
como tal, mais passiveis de mapeamento genético.
Um estudo mais recente de imbalance alélico (AI) em TF, recorrendo ao estudo por
microssatélites nos cromossomas 1q e 3p, concluiu que o Al no epitélio destas
neoplasias é tdo comum como no estroma, pelo que, pelo menos em alguns deles,
quer o estroma quer o epitélio sdo neoplasicos.® Os dados deste mesmo estudo
sugerem que, por vezes, as alteracbes genéticas no estroma e epitélio sdo
discordantes. As duas teorias explicativas deste fenémeno sdo:

1. os dois componentes do tumor apresentam origens clonais independentes;

2. 0 estroma e o epitélio originam-se do mesmo clone e adquirem diferentes

mutacbes durante a progressao tumoral.

A baixa probabilidade de existéncia de mutactes independentes no estroma normal
adjacente e no epitélio, e por outro lado, a concordancia de Al em alguns TF
apontam a segunda teoria explicativa como sendo mais provavel.
Estudos recentes demonstraram que os TF malignos apresentam areas focais de
celularidade estromal aumentada, de preferéncia de localizacdo subepitelial, que
correspondem a areas de imunorreactividade estromal de p53.1%7:1%8.159
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OBJECTIVO PRINCIPAL

O objectivo principal deste trabalho foi o de estudar a expressao do proto-oncogene
c-Kit (CD117) em lesdes benignas e malignas de mama.

OBJECTIVOS SECUNDARIOS

Os objectivos secundarios deste trabalho foram os seguintes:

L,

2

3.

estudar as diferencas de expressdo de c-Kit entre patologias benigna e
maligna de mama;

analisar o] local de expressao celular de c-Kit
(membranar/citoplasmatica/nuclear);

avaliar o papel desempenhado pelo c-Kit nos diferentes subtipos de
carcinoma de mama (in situ/invasor);

correlacionar a expressdo de c-Kit com os parametros clinico-patolégicos de
carcinoma invasor de mama;

identificar na patologia mamaria potenciais alvos terapéuticos dos inibidores
tirosina-cinase.
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METODOS:

Casos

Foram estudados retrospectivamente 55 casos representativos de patologias
mamarias benignas (n=20) e malignas (n=35) diagnosticados e arquivados no
Servico de Anatomia Patolégica do Hospital de S.Jodo (Porto). Os casos
encontravam-se arquivados sob a forma de blocos de parafina (previamente fixados
em formol) e foram revistos em cortes corados por hematoxilina-eosina (HE) e
estudados do ponto de vista imuno-histoquimico.

A Classificacdo histopatolégica utilizada baseou-se na empregue por Grupos
Internacionais de Consenso em patologia mamaria 21.160.161,162;

Patologia benigna [n° de casos]:
Adenose [3]

Tumor adendsico [3]
Papilomas multiplos [2]
Fibroadenoma [2]

Tumor fildide benigno [10]

* 6 0 0 0

Patologia maligna [n° de casos]:

Tumor filéide maligno [5]

Carcinoma ductal in situ (CDIS) [10]

Carcinoma ductal invasor sem outra especificacdo (CDISOE) [10]
Carcinoma ductal invasor outro tipo histolégico (CDIO) [10]

e 0o 0 oy

No que respeita a gradacdo das neoplasias malignas, esta foi realizada de acordo
com o sistema de Nottingham, 163164165
O Indice prognostico de Nottingham determina-se da seguinte forma:

IPN = 0,2 x Didmetro + Estadio + Grau

Diametro: em cm

Estadio:
Estadio A = 1 sem metastases ganglionares
Estadio B = 2 trés ou menos ganglios axilares do nivel inferior ou um ganglio

na mamaria interna
Estadio C = 3 quatro ou mais ganglios de nivel inferior ou um ganglio apical ou
um ganglio na mamaria interna e do nivel inferior simultaneamente

Grau:

Grau 1,2,3 da classificacdo de Bloom-Richardson modificada:

A- Formacdo de tubulos

Grau 1- mais de 75 % de formacdo de tubulos

Grau 2- 10 a 75 % de formacdo de tubulos

Grau 3 - menos de 10 % de formacdo de tubulos

B- Tamanho nuclear

Grau 1- tamanho normal (duas a trés vezes o dos eritrocitos)

Grau 2- nucleos de tamanho intermédio

Grau 3- nucleos muito grandes, vesiculares, com nucléolos proeminentes

C- Indice mitético (drea de campo de 0,196 mm?2)
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Grau 1- 0-7 mitoses por 10 c.g.a
Grau 2- 8-14 mitoses por 10 c.g.a
Grau 3- 15 ou mais mitoses por 10 c.g.a

Grau 1(Total): se A+B+Cde 3,40u5
Grau 2 (Total): se A+B+C de 6 ou de 7
Grau 3 (Total): se A+B+C de 8 ou de 9]

Anticor

O anticorpo utilizado foi o anti-c-Kit IgG (imunoglobulina do tipo IgG),
comercialmente disponibilizado pela Novocastra Immunohistochemistry (Newcastle,
U.K.), clone T-595, na concentragdo de 1:60.

Existem trés anticorpos dirigidos “contra” o c-Kit, nomeadamente o Ab-1
(Anticorpo monocional IgG1l), o Ab-2 (Anticorpo monoclonal IgGl) e o Ab-3
(Anticorpo monoclonal de rato IgG2a).? O determinante antigénico dos trés
anticorpos apresenta como peso molecular 145kDa. O Ab-1 tem como epitopo o
quarto terminal azotado do dominio extracelular immunoglobulin-like (IL) do c-Kit,
inibindo a dimerizacdo do c-Kit induzida pelo SCF, sem condicionar inibicdo da
ligacdo do SCF ao c-Kit. Este Ab-1 precipita, dessa forma, apenas o c-Kit
monomeérico. Quer a IgG intacta quer o fragmento Fab inibem de modo eficiente a
autofosforilagdo tirosinica do c-Kit. J@ o Ab-2 tem como epitopo o primeiro e
segundo terminais azotados do dominio extracelular IL do c-Kit, inibindo a
proliferacdo dos megacariocitos humanos dependentes do SCF (células M07e) e,
ainda, inibindo a ligacdo do SCF ao c-Kit. Ndo afecta a inducdo da sintese de DNA
condicionada pelo GM-CSF ou pela IL-3. Por ultimo, o Ab-3 tem como epitopo o
segundo terminal azotado do dominio extracelular IL do c-Kit, ndo inibindo, a
semelhanca do Ab-1, a ligacdo do SCF ao c-Kit. O Ab-3 precipita quer a forma
“ocupada”quer a forma “ndo-ocupada” deste proto-oncogene. Qualquer um destes
trés anticorpos do c-Kit apresenta como localizagdo celular o citoplasma ou a
membrana citoplasmatica, apresentando como controlo interno positivo os
mastadcitos do parénquima mamario, 0s mastocitos da derme da pele normal, ou os
melandcitos da camada basal da epiderme, e como controlo externo positivo sdo
usualmente utilizadas as células neoplasicas dos tumores germinativos testiculares.
Os trés, Ab-1, Ab-2 e Ab-3, encontram aplicacoes na Imuno-histoquimica (cortes
de congelacdo ou blocos de parafina) e na Imunofluorescéncia. O Ab-2 pode, ainda,
utilizar-se em Imunoprecipitacdo (apenas na forma livre do c-Kit). Nenhum dos trés
anticorpos pode ser utilizado em Western Blotting. O anticorpo utilizado no
presente estudo pertence a classe Ab-1, pelo que inibe a dimerizacdo do c-Kit
induzida pelo SCF (sem inibir a ligacdo do SCF ao c-Kit), precipitando, deste modo,
apenas o c-Kit monomérico.

Imuno-histogquimica

O estudo imuno-histoquimico dos cortes seriados correspondentes aos casos em
estudo foi efectuado utilizando métodos padronizados. Os cortes efectuados com 4
pum de espessura foram montados em gelatina (Merck, Darmstadt, Alemanha) e em
12-hidrossulfato de potdssio créomico (III), secos a 37°C e desparafinizados com
xileno. A peroxidase enddgena foi bloqueada com perdéxido de hidrogénio em
metanol durante 10 minutos. Previamente a incubagdo com o anticorpo primario, os
cortes foram submetidos a recuperacdo antigénica com a utilizacdo de solucdo
retrieval com EDTA (EDTA Buffer, Lab Vision Corp., Fremont, USA) durante 30
minutos em banho-maria a 98°C. De seguida, os cortes seriados foram submetidos
a um bloqueio proteico com um soro especifico (Ultravision block; Lab Vision Corp.,
Fremont, USA) e incubados com o anticorpo primario (c-Kit, anticorpo monoclonal,
Novocastra Immunohistochemistry, Newcastle, U.K., T-595, 1:60). As restantes
etapas do estudo imuno-histoquimico foram realizadas utilizando um sistema de
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deteccdo antigénico imunoenzimatico baseado no método da estreptavidina -
biotina (Kit UltraVision Large Volume Detection System Anti-Polyvalent HRP, Lab
Vision Corp., Fremont, EUA). Finalmente, apds lavagem em PBS, procedeu-se a
uma coloracdo dos referidos cortes seriados com hematoxilina de Harris,
desidratacdo, limpeza e, por Gltimo, montagem em resina sintética. Como controlo
interno positivo da referida técnica imuno-histoquimica foram utilizados os
mastocitos do tecido mamario normal e como controlo externo positivo foi utilizada
uma ldmina correspondente a um caso de tumor estromal gastrointestinal (GIST)
positivo para o c-Kit.

ra da imunorr ivi -Ki

A avaliacdo em termos gradativos da imunorreactividade das células mamadrias
“para” o c-Kit foi efectuada com base na gradacdo proposta por Makhlouf et al.'®®
Atendendo a percentagem de células epiteliais e/ou estromais com marcacdo para o
c-Kit:

0% de células imunorreactivas - score 0

0-25% de células imunorreactivas - score 1+

25-50% de células imunorreactivas — score 2+

50-100% de células imunorreactivas - score 3+

Os scores 0 e 1+ foram considerados como negatividade “para” c-Kit e os scores
2+ e 3+ foram considerados como positividade “para” c-Kit.

De seguida, determinou-se , quer para os casos negativos (score 0 e 1+), quer
para 0s casos positivos (score 2+ e 3+), a média do grau de imunorreactividade
epitelial e/ou estromal “para” o c-Kit, a semelhanca do estudo efectuado por Chui
X et al. no ambito da expressdo de c-Kit em neoplasias mamadrias.'*®> Para tal,
determinou-se a média aritmética dos scores (0,1+,2+ ou 3+) observados em
cada tipo de patologia mamaria estudada, determinando-se, igualmente, o desvio-
padrdo correspondente a média aritmética obtida. Esta média calculou-se, para
cada tipo de patologia mamaria estudada, através do somatdrio de todos os scores
parcelares obtidos, dividido pelo numero de casos estudados (referentes a cada um
dos diferentes tipos de patologia).

Anali isti

Os dados obtidos foram avaliados da seguinte forma:

e a diferenca entre as médias de varidveis continuas (como a gradacdo da
imunorreactividade do c-Kit) foi calculada pelo teste-t de Student. O nivel
de probabilidade inferior a 0,05 (P) foi considerado como o limite de
significancia estatistica.

e 0 teste do x2 foi utilizado para avaliar uma possivel associacdo entre a
expressdo do c-Kit e os parametros clinico-patologicos dos 55 casos de
patologia mamadria. Neste teste foi adoptado um intervalo de 95% de
confianga e os resultados foram considerados estatisticamente significativos
para valores de P inferior a 0,05.

A informacdo colhida e registada foi processada segundo as normas éticas em vigor
no Servico de Anatomia Patoldgica do Hospital de Sdo Jodo.
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DADOS CLINICO-PATOLOGICOS

A média etaria das doentes as quais correspondiam os referidos 55 casos foi na
patologia benigna de 40,5 anos (intervalo 28-70 anos), nos tumores fildides
malignos de 49,3 anos (intervalo 36-62 anos), no CDIS de 57,7 anos (intervalo 28-
77 anos), no CDISOE de 58,9 anos (intervalo 42-74 anos) e no CDIO de 60,1 anos
(intervalo 41-85 anos). A média etaria global das doentes foi de 54,3 anos
(intervalo 28-85 anos).

Nos 30 casos de carcinoma mamario estudados, a gradacdo nuclear e de
diferenciagdo (respectivamente para o carcinoma in situ e para o carcinoma
invasor) encontrou-se assim distribuida:
- CDIS: 80% [8/10] de alto grau nuclear; 20% [2/10] de grau nuclear
intermédio e 0% [0/10] de baixo grau nuclear.
- CDISOE: 20% [2/10] de grau I de diferenciacdo, 30% [3/10] de
grau II de diferenciacdo, 50% [5/10] de grau III de diferenciagdo.
- CDIO: 40% [4/10] de grau I de diferenciagdo, 20% [2/10] de
grau II de diferenciacdo, 40% [4/10] de grau II de diferenciagdo.

Em meédia, o indice progndstico de Nottingham (IPN) nos carcinoma invasores
estudados foi no CDISOE de 5,3 e no CDIO de 3,9. Globalmente, o IPN foi de 4,6.

EXPRESSAO DO C-KIT

Em 48 dos 55 casos estudados observam-se mastécitos no tecido mamario como
controlo interno positivo (Figura 15). Desses 48 casos, em 66% (32/48) observa-se
epitélio mamario normal adjacente a lesdo (Anexo 1).

Na tabela 5 podemos demonstrar que 17 dos 55 casos estudados (31%)
demonstraram positividade “para” c-Kit, sendo 14 de 20 lesdes benignas (70%) e 3
de 35 lesdes malignas (8,6%). No Anexo 1 encontram-se pormenorizados todos os
casos estudados.

Tabela 5: Resultados globais da imunorreactividade epitelial “para” c-Kit das 20
lesdes benignas e 35 lesdes malignas estudadas
Lesao Numero de casos Positividade Negatividade

“"para” c-Kit “para” c-Kit

Patologia 20 70% 30%
benigna
Patologia 35 8,6% 91,4%
maligna
TOTAL 55 31% 69%

Em relagdo a gradagdo da imunorreactividade “para” o c-Kit e sua localizagao,
observamos que nos tumores fildides a marcagdo era essencialmente estromal,
com maior imunorreactividade nos casos malignos. Nas demais patologias
verificamos que a marcagdao era epitelial com predominio nas lesGes benignas
(exceptuando-se os casos de tumores fildides (Tabela 6).
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Tabela 6: Resultados globais da imunorreactividade “para” c-Kit das 55 lesées
mamarias segundo a localizagdo epitelial ou estromal da marcacao
Lesdo Imunorreactividade Imunorreactividade Positividade Negatividade
epitelial do c-Kit estromal do c-Kit “para” c-Kit "para” c-Kit

Benigno 2,3+0,7 0,7+0,3 80% 20%
Tumor 2,1+0,9 1,140,9 40% 60%
fildide

benigno
Tumor 0,4+0,6 2,6+0,4 100% 0%
fildide

maligno

CDIS 0,6+0,4 0 20% 80%

CDISOE 0,4+0,3 0 10% 90%

CDIO 0,5+0,5 0,1+0,1 0% 100%

Tecido mamario normal

No que respeita aos 55 casos cuja imunorreactividade para o c-Kit foi estudada, 7
(12%) ndo apresentavam tecido mamdrio normal e 48 (88%) tinham
representacdo de parénquima mamadrio sem alteracdes histolégicas (Figura 16).
Desses 48 casos, 29 (60%) apresentavam positividade nas células epiteliais “para”
o c-Kit, 16 (34%) eram negativos. No que se refere a positividade “para” o c-Kit no
estroma do tecido mamario normal, nenhum dos 48 casos observados apresentou
imunolocalizacdo estromal. Em termos comparativos, no que importa as diferencas
de imunorreactividade epitelial do tecido mamario normal adjacente as diferentes
patologias estudadas: na patologia benigna essa imunorreactividade foi positiva em
60% dos casos e negativa em 40% dos casos; nos tumores fildides malignos de
baixo grau houve positividade em 25% dos casos e negatividade em 75% dos
casos; no CDIS a imunorreactividade foi positiva em 100% dos casos; no CDISOE
houve positividade em 55% dos casos e negatividade em 45% dos casos; no CDIO
essa percentagem foi, respectivamente, de 40% de casos positivos e 60% de casos
negativos.

Patologia benigna

O estudo imuno-histoquimico das leses mamarias benignas permitiu detectar uma
gradagdo global da imunorreactividade estromal do c-Kit de 2,34+0,7 (Tabela 7 e
Figura 9). Excluindo os tumores fildides, 80% dos casos (8/10) evidenciaram
positividade “para” o c-Kit, nos quais se incluiam todos os 5 casos de
adenose/tumor adendsico (Figura 17). Foi, de igual forma, neste ultimo tipo de
patologia benigna que se observou uma auséncia completa de imunorreactividade
para o c-Kit nas células estromais. Dos 20 casos de patologia benigna estudados
em trés tumores filéides observamos positividade “para” o c-Kit no estroma
subepitelial.
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Tabela 7: ESTUDO COMPARATIVO ENTRE IMUNORREACTIVIDADE (EPITELIAL E/OU
ESTROMAL) DO C-KIT EM LESOES BENIGNAS E MALIGNAS DE MAMA

Patoloqla - d ada Cl 0 dade d ed
d d d adS0 gae O-padrao

Benigna 20 2;3%0, 7%

Fildide maligno 5 2,6+0,4%

CDIS 10 0,6+0,4*

CDISOE 10 0,4+0,3*

CDIO 10 0,5+0,5*%

*P =0,01

Figura 9: Imunorreactividade epitelial e estromal do c-Kit em lesdes benignas e
malignas de mama
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No que respeita aos 15 casos de tumores fildides estudados, 10 (66% dos casos)
haviam sido previamente diagnosticados como benignos e 5 (34% dos casos) como
malignos de baixo grau (Figura 18). Nenhum dos 15 casos foi classificado como
maligno de alto grau. Em todos os fildides malignos de baixo grau o padrdo de
crescimento foi, pelo menos, focalmente infiltrativo, a celularidade estromal foi em
todos de moderada a elevada, o nimero médio de mitoses observadas nas células
estromais foi de 7/10 c.g.a. e, por Gltimo, o numero médio de mitoses evidenciadas
nas célula epiteliais foi de 3/10 c.g.a (Tabela 8).

Tabela 8: Classificacdo histolégica dos tumores fildides e expressdo de c-Kit

11 B 0 0 0 0 3+ N+C

12 B 0 1 0 0 3+ N+C (S)
13 B 0 0 1 0 3+ N+C

14 B 0 0 0 0 0

15 B 0 1 0 0 0

16 B 0 0 0 0 0

17 MBG 1 1 2 i 3+ N+C (S)
18 B 0 0 0 0 2+ N

19 MBG 2 1 1 0 2+ N

20 MBG 1 2 1 1 3+ N (S)
21 B 0 0 0 0 0

22 B 0 0 0 0 0

23 B 0 0 0 0 0

24 MBG 1 1 1 0 3+ N

25 MBG 1 1 2 1 2+ N (S)
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LEGENDA: S- subepitelial

Tipo histolégico: benigno (B) Padrdo de crescimento: expansivo (0)
(TIPO) maligno baixo grau (MBG) (PC) infiltrativo focal (1)
infiltrativo (2)
Celularidade estromal: moderada (0) Mitoses estromais: 0 mitoses/10 c.g.a (0)
(CS) elevada (1) (MS) 0-5 mitoses/10 c.g.a (1)
muito elevada (2) 5-10 mitoses/10 c.g.a (2)
>10 mitoses/10 c.g.a (3)
Mitoses epiteliais: 0 mitoses/10 c.g.a (0) Gradacdo da _imunorreactividade do c-Kit ):
(ME) 0-5 mitoses/10 c.g.a (1) 0% células tumorais com marcagao (0)
5-10 mitoses/10 c.g.a (2) <25% células tumorais com marcagdo (1+)

>10 mitoses/10 c.g.a (3) 25-50% células tumorais com marcagdo (2+)
>50% células tumorais com marcagdo (3+)

Relativamente aos 15 casos de tumores fildides estudados, demonstramos uma
positividade “para” o c-kit em 60% dos casos (9/15). Dos 9 casos positivos "para” o
c-Kit 55% (5/9) eram tumores fildides malignos de baixo grau e 45% (4/9) eram
tumores fildides benignos. Dos 6 casos negativos “para” o c-Kit todos eles
correspondiam a tumores fildides benignos (Figuras 19 e 20). Um outro dado a
acrescentar consistiu no facto de 60% (3/5) dos 5 casos de tumores filoides
malignos de baixo grau apresentarem uma positividade forte “para” o c-Kit de
localizacdo preferencialmente subepitelial (Tabela 9) (Figuras 21,22,23 e 24).

Tabela 9: ESTUDO COMPARATIVO DE IMUNORREACTIVIDADE ESTROMAL
DO C-Kit ENTRE TUMORES FILOIDES BENIGNOS E MALIGNOS DE MAMA

Patologia Mamaria Numero de Gradacdo da imunorreactividade do c-Kit

_ casos (média + desvio-padrdo)
Tumor filéide benigno 10 1,1+0,9*
Tumor fildide maligno 5 2,6+0,4%
baixo grau
Tumor fildide (geral) 15 1,6+0,6%
e P=0,01

Patologia maligna

No que se refere a patologia mamdria maligna observa-se que, no caso de
exceptuarmos 0s 5 casos de tumores fildides malignos de baixo grau, na restante
patologia maligna de mama s6 em um caso (1/35) se evidencia imunorreactividade
“para” as células estromais (posta em evidéncia no Gnico caso de carcinoma
metapldsico mamario do presente estudo).

Um segundo resultado obtido relativamente aos casos de patologia maligna
estudados refere-se ao CDIS, no qual em 20% dos casos se observa positividade
“para” o c-Kit (Figura 25). Em CDISOE em 10% (1/10) dos casos ha evidéncia de
positividade “para” o c-Kit (Figura 26). Pelo contrario, em nenhum dos casos de
CDIO estudados se encontrou evidéncia de imunorreactividade “para” o c-Kit. Outro
resultado obtido neste estudo consistiu na observacdo de que no CDIS ha perda
continua de expressdo do c-kit quando transitamos do grau nuclear intermédio
(imunorreactividade média de 1,0+0,8) para o alto grau nuclear
(imunorreactividade média de 0,3+0,7). A Tabela 10 e a Figura 10 mostram que
tanto no CDIS como no CDISOE ha um continuo de perda de expressdo do c-Kit,
pois observamos que no CDIS puro a imunorreactividade média é de 0,6+0,4, no
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CDIS com componente invasor a imunorreactividade média é de 0,5+0,3 e no
carcinoma invasor puro essa meédia corresponde a 0,3+0,2.

Tabela 10: ESTUDO COMPARATIVO DE IMUNORREACTIVIDADE EPITELIAL
DO C-KIT ENTRE LESOES MALIGNAS DE MAMA (exceptuando tumores
fildides malignos

Patologia Numero de  Gradacdo da imunorreactividade do c-Kit (média +
Mamaria €asos desvio-padrao)

CDIS puro 10 0,6+0,4%

CDIS + invasor 9 0,5+0,3*

Invasor puro 11 0,3+0,2%
« P=20,01

Figura 10: Imunorreactividade epitelial do c-Kit em lesdes malignas de mama

1
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02 | |
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CDIS puro CDIS + Invasor puro
invasor

munol lizacdo celular =Kit

Outro dado obtido consiste na diferenca de localizacao celular da expressdao dos
casos positivos "para” o c-Kit (Figura 11). Em termos globais, 64% dos 17 casos
positivos para c-Kit apresentavam imunorreactividade predominantemente
citoplasmadtica, enquanto que em 36% desses casos a imunorreactividade foi
predominantemente nuclear. De modo particular, na patologia benigna, em 14
casos com imunorreactividade “para” o c-Kit 10 (71% dos casos) apresentavam
localizagdo predominantemente citoplasmatica e 4 (29% dos casos) evidenciavam
localizagdo predominantemente nuclear. J@ no CDIS observaram-se 50% (1/2) de
casos citoplasmaticos e 50% (1/2) de casos nucleares; enquanto que no carcinoma
invasor o unico caso positivo “para” c-Kit apresentava imunolocalizacdo nuclear.
N3o se observou marcacdo membranar “para” o c-Kit em nenhum dos 55 casos
estudados do ponto de vista imuno-histoquimico.
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Figura 11: Imunolocalizacdo celular de c-Kit

@ ndcleo

Bcitoplasma

Posteriormente, e recorrendo ao teste do 2, avaliou-se uma possivel associacdo
entre a expressao do c-kit e os pardmetros clinico-patolégicos dos 20 casos de
carcinoma invasor mamario. Ha pardmetros que funcionam como factores de
agressividade tumoral (caso do tamanho tumoral, do grau de diferenciacdo, da
expressdo de receptores de estrogénio ou do subtipo histolégico) e outros que
funcionam como indices relacionados com a capacidade de metastizacdo (caso da
invasdo ganglionar). Nos 10 casos de CDSOE e nos 10 casos de CDIO estudados e
correlacionados do ponto de vista clinico-patolégico ndo se observou associagdo
estatisticamente significativa entre a expressdo imuno-histoquimica do c-Kit e os
parametros clinico-patolégicos estudados. Em particular, n3o se observou
associacdo entre a expressdo de c-Kit e a expressdo de c-erb-B2 (subunidade de
receptor de factor de crescimento), o grau de diferenciacdo e o “status” hormonal.
De igual modo, ndo foi possivel estabelecer uma correlacdo entre a expressdo
epitelial de c-Kit e o IPN do carcinoma invasor (Tabela 11).
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Tabela 11: Correlagdo entre a expressdo de c-Kit e os pardmetros clinico-
patoldgicos do carcinoma invasor mamario

pP-
value

Numero de
casos

Parametros

Estatuto menopausico

» Pré-menopausico (< 50 anos) 4 1,3+0,3 NS

e Pds-menopdusico ( > 50 anos) |16 04+0,4 NS
RE

o« () 10 1,1+0,4 NS

o (+) 10 0,5+0,5 NS
c-erb B2

o (-) 14 0,6 +0,2 NS

.« (+) 6 0,2+0,1 NS
Imagiologia

e sem calcificagbes 11 0,2+0,2 NS

e com calcificagdes 9 0,3+0,3 NS
Subtipo histolégico

» CDISOE 10 1,1 + 0,4 NS

e« CDIO 10 0,5+0,4 NS
Grau de diferenciacao

e I 6 0,3+0,2 NS

o II 5 1,0+ 0,8 NS

o III 9 1,0+ 0,7 NS
Tamanho tumoral

« T1 8 0,9+0,1 NS

o T2 9 0,7+0,2 NS

e T3 0 0,0+ 0,0 NS

. T4 1 1,0 + 1,0 NS
Invasao ganglionar

e () 11 0,6 + 0,4 NS

e (+) 1,1+0,9 NS
Invasdo venosa e/ou linfatica

e (9 10 0,7+0,3 NS

e (+) 10 09+1,1 NS
IPN (Indice progndstico de
Nottingham)

e < 3,4 (bom prognéstico) 4 0,9+ 0,2 NS

¢ 3,4 -5,4 (progndstico 9 0,6 +0,4 NS

intermédio)
e > 5,4 (mau prognéstico) 5 1,1+ 0,5 NS

NS - sem significancia estatistica

Fotografias de casos seleccionados

41



Figura 15. Mastécitos do mamilo - controlo interno (400x)

Figura 17. Adenose (200x)



Figura 20. TF benigno com marcagao subepitelial (400x)
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Figura 21. Tumor fildide maligno de baixo grau (200x)

Figura 22. Tumor fildide maligno de baixo grau (400x)

Figura 23. TF maligno bx grau com marcacgao subepitelial (200x)



Figura 24. TF maligno bx grau com marcagao subepitelial (400x)

Figura 26. CDISOE (400x)
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A perda de expressdo do c-Kit observada para o carcinoma mamario neste
trabalho (a corroborar resultados publicados anteriormente !S8159167.168) 4
comparavel a perda de expressdo de c-Kit no carcinoma tireoideu observada em
1995 por Natali et al. De acordo com esse estudo, o SCF ndo é mitogénico, per se
ou em conjugacdo com a TSH, em culturas primarias de tirécitos, o que indica que
na carcinogénese tireoideia a interaccdo SCF - c-Kit podera controlar a
diferenciagdo do tirécito e ndo a sua divisdo celular. Este facto explicaria a perda de
expressdo de c-kit na transformacdo neopldsica do epitélio da glandula tiredide e
pode ajudar na compreensdo dos resultados obtidos no presente trabalho. Tal
deve-se ao facto de a patologia molecular do cancro de mama, também no que
respeita a expressao do c-Kit, se enquadrar num conceito-chave da Biologia
Molecular &:

e de acordo com este conceito, um mesmo RTK pode, em diferentes células,
desencadear respostas biolégicas contrdrias, 0 que explica que as tirosina
cinases fms ou src controlem a mitogénese ou a diferenciacdo, dependendo
do tipo de célula em que se expressam.'%*'’° Dito de outra forma, segundo
uma perspectiva que mais interessa ao presente estudo, tal explicaria o
facto de o c-Kit poder controlar a divisdao celular no seminoma, na
mastocitose, no GIST, no glioma ou no carcinoma pulmonar de peguenas
células (nos quais se observa um aumento da expressao do c-Kit >%109171172)
e, pelo contrario, no carcinoma mamadrio (no qual se constata uma
diminuicdo dessa expressao de c-Kit) poder controlar ndo a divisdo celular
mas sim, eventualmente, a diferenciacdo celular.

No tecido mamario normal a activacdo do c-Kit pode efectuar-se através de uma de
duas formas:
1. por ligacdo ao SCF (que funciona como um factor de crescimento)
2. na auséncia do seu ligando (SCF), por degradacdo da SHP-1,
Egrgsina-fosfatase que regula negativamente a sinalizacdo do c-Kit.
Daqui resulta que, no carcinoma mamario, a diminuicdo da expressdo do c-Kit
podera atribuir-se a um de dois mecanismos:
1. delecgdo, por mutacao, do c-Kit ou do seu ligando SCF;
2. initzwigéo do c-Kit, por sobreexpressdo de tirosinas-fosfatases como a SHP-
1.4
Apesar de ser possivel considerar que, nalguns casos de carcinoma mamario agora
estudados, a auséncia de imunorreactividade do c-Kit possa ter sido devida a
presenca de proteina resultante de c-Kit mutado ndo detectada pelo anticorpo
monoclonal utilizado, a diminuicdo da expressdo do c-Kit no carcinoma mamario
pode indicar que durante a transformacdo maligna do epitélio mamario outros
factores de crescimento concorrem para a diminuicdo de expressdo do c-Kit.

Ainda se encontra por esclarecer de que modo a interaccdo do c-Kit com RTK para
outros factores de crescimento influencia o grau e tipo de resposta ao SCF. As
recentes aproximacbes feitas em relacdo a esta questdo apontam para uma
sinergia do binémio SCF - c-Kit especificamente com os factores de crescimento IL-
1, IL-3, IL-4 e IL-7 e, ainda mais recentemente, com 0 factor de crescimento
derivado das células estromais mamarias de tipo 1l-alfa (SDF-1a), uma o-
quimiocina liganda do CXCR4 que €, ele proprio, um potente agente de quimiotaxia
de células progenitoras.3*'’? Partindo da premissa de que 60-70% dos cancros de
mama apresentam sobreexpressdo do receptor de estrogénio (RE), descobriu-se
em 2002 que o SDF-1a € um mediador do efeito mitogénico do estradiol no
carcinoma mamario e que o CXCR4 é um importante regulador de migracdo e
metastizacdo nos cancros de mama e ovario.!’* Uma abordagem promissora no
tratamento do carcinoma mamario consistiria no desenvolvimento de um inibidor
do CXCR4 (receptor do SDF-1a). J@ a outra citocina cuja interaccao com o SCF - c-
Kit mais vem sendo estudada, a IL-4 (produzida nos linfocitos e nos mastdcitos do
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tecido mamario), julga-se que possa inibir a proliferacdo estrogénio-dependente do
carcinoma de mama.'’® Serd que a interaccdo destas duas citocinas com o bindmio
SCF - c-Kit poderia no cancro mamario, por diminuicdo da expressdo da IL-4
conjugada com um aumento da expressdo do SDF-1la, conduzir & perda de
expressdo de c-Kit evidenciada neste tipo de neoplasia? Coloca-se, de momento,
esta hipotese que carece de fundamentacdo por um estudo a efectuar
posteriormente.

Em 1996, Nishida et al. demonstraram supressdao do crescimento da linha celular
MCF-7 apos introducdo de c-kit no meio de cultura, o que estava de acordo com a
auséncia de expressdo desta proteina nos carcinomas mamarios, conforme
observéamos neste estudo.'’® Entretanto, outros estudos tém demonstrado,
contrariamente ao observado in vivo, aumento da expressdo do c-Kit em linhas
celulares mamarias neoplasicas. Um desses estudos in vitro demonstrou, de igual
forma, a necessidade de estradiol e/ou de IGF-1 (factor de crescimento da familia
do EGF) para o crescimento de certas linhas celulares de carcinoma mamario.'”’
Neste estudo, linhas celulares de MCF-7 (que expressa naturalmente SCF)
transfectadas com um vector de expressdao de c-Kit, na presenca de IGF-1, ndo
precisaram da activacao do c-Kit pelo SCF para o seu crescimento. Daqui resulta
que, ndo havendo ligagdo do SCF ao c¢-Kit, aumentam os niveis da forma livre (ndo-
ligada ao SCF) de c-Kit, 0 que traduz um aumento da expressdo de c-Kit. Num
ambiente pobre em factores de crescimento, e, nomeadamente, desprovido de IGF-
1, linhas celulares de carcinoma de mama ZR75-1 (que coexpressa naturalmente
SCF e c-Kit) precisam da activacao do c-Kit pelo SCF para a sua proliferacao. Daqui
resulta que, através da ligagdo do SCF ao c-Kit, diminuem os niveis da forma livre
de c-Kit, 0o que traduz uma diminuicdo da expressdo de c-Kit. In vitro a presenca
simultanea de SCF, de c-Kit e de estrogénio € indispensavel para o crescimento do
carcinoma mamario, como comprovado pelo efeito descrito para o anticorpo anti-c-
Kit. Este anticorpo inibe o crescimento do cancro de mama pois, na presenca de
SCF e estrogénio, mesmo que o estrogénio active o SCF, este ultimo deixa de poder
ligar-se ao ¢-Kit, seu receptor. Este anticorpo monoclonal contra o SCF ao ligar-se
ao SCF, impede a ligacdo deste ao c-Kit e, de seguida, a formacdo da ansa
autécrina SCF- c-Kit, evitando, assim, a activacdo das vias da MAP cinase e da PI3
cinase e, finalmente, impedindo a activacdo (por amplificacdo e sobreexpressio) da
familia de ligandos dos EGFR. Assim sendo, para a proliferacdo de uma linha celular
MCF-7 torna-se necessaria a interacgdo em simultdneo de trés mediadores: o SCF,
interagindo com o c-Kit, e, ainda, o estrogénio (usualmente do subtipo estradiol).
Para uma melhor compreensdo dessa interaccdo sera necessario aprofundar o
conhecimento actual da regulagdo do splicing alternativo do SCF e da protedlise do
SCF soltvel/ SCF ligado a membrana. %

Outro resultado obtido neste estudo consistiu na observacdo de que no CDIS ha
perda de expressao do c-kit quando transitamos do grau nuclear intermédio para o
alto grau nuclear, tal como evidenciado em estudos prévios para outros
oncogenes,!78:179.180,181,182,183,184,185 Quer no CDIS puro, quer no CDIS com
componente invasor, quer no carcinoma invasor puro ha um continuo de perda de
expressao do c-Kit, pois observamos que no CDIS puro a imunorreactividade
epitelial é de 0,6+0,4 , no CDIS com componente invasor associado é de 0,5+0,3
e, finalmente, no carcinoma invasor puro é de 0,3+0,2.

No nosso estudo dos CDISOE com CDIS concomitante observou-se (contrariamente
ao observado para 0 CDIO sem CDIS) uma elevada concordancia na expressao de
c-Kit no componente in situ (imunorreactividade epitelial de 0,5+0,3) e no
componente invasor deste tipo de neoplasia mamaria (imunorreactividade epitelial
de 0,5+0,3). Estes resultados permitem afirmar que, com probabilidade, ndo se
observa conversdo de cancros mamarios c-Kit positivos em cancros mamadrios c-Kit
negativos quando estas neoplasias se tornam invasoras. Ja no que respeita ao
estudo comparativo entre os CDIS puros, os CDIS com componente invasor e 0s

48



7. DISCUSSAO

carcinomas invasores, verifica-se, a semelhanca do previamente observado por
Schmitt et al para o c-erbB2, uma perda continua de expressdo de c-Kit quando
“transitamos” do carcinoma intraductal para o carcinoma invasor. Tal podera
significar que:

1. uma proporcdo dos carcinomas mamarios invasores estudados pelo nosso
grupo evoluem sem passagem por uma fase intraductal ou, em alternativa,
ndo se relacionam com alteracdes da expressdo génica no focus do c-Kit;

2. alguns dos carcinomas mamadrios intraductais do presente estudo
representam, com probabilidade, um estadio final de evolucdo da
carcinogénese mamadria, sem que se verifique, posteriormente, a aquisicao
de propriedades invasoras.

No presente trabalho foi notoria a perda de expressdo de c-Kit quando transitamos
do estudo imuno-histoquimico dos 10 casos de CDIS para o padrdo de expressao
evidenciado para o referido RTK pelos 20 casos de carcinoma invasor estudados.
Este mesmo diferencial de comportamento entre o CDIS e o carcinoma invasor
havia ja sido posto experimentalmente em evidéncia por Sternlicht et al. que, na
altura, explicara tal resultado baseando-se, igualmente, num mecanismo de accao
pardcrino, atribuido no CDIS a retencdo ocasional de células mioepiteliais (facto
nunca observado para o carcinoma invasor). Os estudos conduzidos por este grupo
sugerem que, nesta circunstancia, as escassas células mioepiteliais remanescentes
apresentam um efeito supressor tumoral paracrino sobre as préprias células do
carcinoma intraductal, inibindo, deste modo, a invasdo do estroma mamario. Este
efeito oncossupressor das células mioepiteliais parece, assim, centrar-se na sua
capacidade de elaborar inibidores protedsicos que, deste modo, contrariam a
invasibilidade das metaloproteinases (enzimas produzidas pelas referidas células do
carcinoma intraductal). Também este Gltimo facto permite explicar, em primeiro
lugar, a perda de expressao evidenciada neste estudo quando transitamos do CDIS
puro para o CDIS com componente invasor e, ainda, quando transitamos deste
ultimo para o carcinoma invasor puro. Por ultimo, tal permite, igualmente,
explicar no estudo conduzido pelo nosso grupo a auséncia de diferenca de
comportamento (estatisticamente significativa) entre a perda de expressdo de c-Kit
observada no CDIO e a perda de expressaoc deste mesmo RTK denotada no
CDISOE, uma vez que ambas as neoplasias, apesar de distintamente
subclassificadas do ponto de vista histolégico, apresentam um comportamento
invasor semelhante.

No que se refere a localizagdo da imunorreactividade do c-Kit esta foi,
predominantemente, citoplasmatica, em detrimento da localizacdo nuclear ou
membranar. A imunorreactividade citoplasmatica predominante do c-Kit observada
na generalidade dos casos estudados fica, com probabilidade, a dever-se a excesso
de internalizacdo da proteina KIT ou, em alternativa, a sintese andémala da proteina
KIT que, impedida de alcancar a sua localizagdo transmembranar, sofre acumulacdo
no citoplasma.

No nosso estudo foi igualmente observada imunorreactividade nuclear para o c-Kit
numa minoria dos casos estudados. Num estudo anterior que procurava avaliar a
expressdao de c-Kit no mesotelioma maligno apesar de os 37 casos estudados
demonstrarem por imuno-histoquimica positividade para o c-Kit em localizacdo
exclusivamente nuclear, o estudo por RT-PCR desses casos ndo permitiu detectar
RNAm do c-Kit. Como tal, concluiu-se que a imunorreactividade nuclear para c-Kit
no mesotelioma maligno ndo corresponde a expressdo do gene c-Kit e, pelo
contrdrio, representa, com probabilidade, reaccdo cruzada do anticorpo utilizado
contra determinadas proteinas nucleares. Um outro estudo recentemente efectuado
demonstrou expressao nuclear de c-Kit em 25% dos casos de GIST estudados, dos
quais 60% evidenciaram igualmente expressdo de NSE (enolase especifica de
neurdnio). Estes dados, acrescidos da previamente descrita imunolocalizacio
nuclear de c-Kit em células normais de medula de supra-renal, sugerem que a
expressdo nuclear de c-Kit nos GIST é consistente com uma diferenciacdo neural.
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N3o sendo de admitir este tipo de diferenciacdo nos 18 casos de patologia mamaria
estudados com imunolocalizacdo nuclear de c-Kit, resta-nos considerar a
possibilidade de estarmos perante uma reacgao cruzada do anticorpo anti-c-Kit IgG
utilizado contra determinadas proteinas nucleares.

No que se refere a um outra possivel correlacdo estudada, ndo se observou no
presente trabalho pelo teste do 2 uma associacdo estatisticamente significativa
entre a expressdo imuno-histocitoquimica do c-Kit e os pardmetros clinico-
patologicos estudados. Estes encontram-se ja devidamente estabelecidos como
factores de progndstico de carcinoma mamario em diversos estudos, 186187.188,189,150
Em particular, ndo se observou associacdo entre a expressao do c-Kit com a
expressao de c-erb-B2 (subunidade de receptor de factor de crescimento), o grau
de diferenciacdo e o "status” hormonal, tal como descrito em dois estudos
anteriormente efectuados.!®:1%2 Também ndo houve correlacdo entre a expressdo
de c-Kit e o IPN dos carcinomas invasores. Num outro estudo recentemente
publicado que investigava a expressao do c-kit e do c-erb-B2 em cancros da mama
com mau prognostico ndo foi possivel correlacionar a expressdao do c-Kit com a
expressao de c-erb-B2, o grau de diferenciacdo, o “status” hormonal, a expressao
de bcl-2 ou de p53 (marcadores histopatolégicos de apoptose) ou a expressdo de
Ki-67 (MIB-1) (marcador histopatologico de proliferagdo celular).'®?

No presente estudo ndo foram incluidos casos de patologia mamaria em mama
masculina por forma a confirmar ou infirmar os dados descritos na literatura que
apontam para uma conservacdo da expressao de c-Kit na malignizacdo da mama
masculina, (contrariamente a perda de expressdo de c-Kit verificada na mama
feminina) como concluido, quer por imuno-histoquimica (IH), quer por hibridizacdo
in situ cromogénica (CISH).!** De um modo geral, a expressdo de c-Kit em
neoplasias de mama masculina acompanha-se, quase sempre, por positividade para
a fosfotirosina no tecido mamadrio, o que sugere uma possivel fosforilagdo dos
residuos de tirosina deste RTK.

Relativamente aos 15 casos de tumores fildides (TF) estudados, demonstramos
uma positividade “para” o c-Kit numa maioria dos casos observados, positividade
essa observada, sobretudo, em TF malignos de baixo grau e, em menor numero,
em TF benignos. Dos 6 casos negativos “para” o c-Kit todos eles correspondiam a
TF benignos. Um outro dado a acrescentar consistiu no facto de a maioria dos casos
de TF malignos de baixo grau estudados que foram positivos no estroma
apresentar uma positividade forte, em localizacdo preferencialmente subepitelial.
Este achado confirma os dados da literatura que apontam para a presenca de um
indice mitético mais elevado (um dos trés critérios de malignidade do tumor filbide)
no estroma subepitelial (ou, dito de outra forma, periductal) comparativamente ao
estroma intralobular.?*% QOs resultados do nosso estudo demonstram a associacdo
da expressdo do c-kit com o potencial maligno dos tumores fildides da mama. Os
achados obtidos neste trabalho permitem, ainda, corroborar dados muito recentes
obtidos por Sawyer et al. que apontam, nestes TF malignos, para uma
sobreexpressdo estromal de c-Kit e de c-myc.'

Dado o facto de, apenas como exemplo, também os mastécitos localizados no
parénquima mamario apresentarem uma positividade forte “para” o c-kit (razdo
pela qual sdo utilizados como controlo interno do estudo imuno-histoquimico com o
c-Kit), torna-se necessario, por forma a eliminar este e outros bias da correlacdo da
expressao do c-Kit nos TF com o seu potencial maligno, recorrer, através de
técnicas de biologia molecular, ao estudo de mutacdes (do tipo deleccbes in frame
e outras) do c-Kit em tumores fildides mamarios.

Pelo que resulta da observagdo dos resultados do presente estudo pode, em relacdo
a expressdo de c-Kit em neoplasias malignas da mama, constatar-se:

¢ perda de expressao de c-Kit em neoplasias epiteliais malignas;
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« aumento de expressdo de c-Kit em neoplasias epitélio-mesenquimatosas
malignas (nomeadamente, TF malignos de baixo grau).

Tal diferenca no padrdao de expressao de c-Kit em neoplasias malignas de mama
podera dever-se ao facto de nos TF malignos se verificarem possivelmente
mutacodes activadoras da expressdo do c-Kit, enquanto que no carcinoma mamadrio,
com probabilidade, se observam mutagdes activadoras da expressdo de inibidores
do c-Kit (caso do SHP-1, tirosina-fosfatase que inibe a traducdo do sinal do c-Kit).
Se assim se vier a comprovar, o envolvimento do c-Kit na carcinogénese dos TF
malignos serd primdrio e, pelo contrario, o envolvimento do c-Kit na carcinogénese
dos carcinomas mamarios serd secundario (dependendo, primeiro, da accdo de
factores de crescimento como o IGF-1, e, s6 numa segunda fase, da desregulagdo
da juncdo epitélio-estromal induzida pelo c-Kit, acontecimento que promoveria a
degradacdo da Iamina basal e conduziria, por fim, a invasdo do estroma adjacente).

Esta diferenca no padrao de expressao de c-Kit nas neoplasias epiteliais malignas e
nas neoplasias epitélio-mesenquimatosas da mama pode ser corroborada pela
observacdo do comportamento da 5-laminina, proteina de adesdo célula-célula
localizada na transicido epitélio-mesenquimatosa (EMT) e com interligacdo
molecular com a generalidade dos RTK (incluindo o c-Kit).!*” Esta glicoproteina
apresenta por estudo imunohistoquimico, a semelhanca do c-Kit, uma perda de
expressdo nos carcinomas mamarios e um aumento de expressdo nos TF malignos.
Igualmente por IH, um outro trabalho detectou a presenca de endotelina-1
(peptideo vasoconstritor que estimula a sintese de DNA em células musculares lisas
vasculares e em células estromais mamarias) no epitélio dos TF e a sua auséncia
nas células estromais.!?® Esta observacdo sugere que a endotelina-1 produzida pelo
componente epitelial dos TF pode exercer uma accdo paracrina no sentido de
estimular a proliferagdo das células estromais.'® Estudos morfométricos e
histologicos posteriores apontam, de igual modo, para essa funcdo paracrina do
epitélio dos TF, tendo permitido evidenciar neste subtipo de tumores
mesenquimatosos mamarios um maior numero de mitoses no estroma peri-epitelial
(por comparacdo com o estroma localizado a maior distdncia do epitélio
mamario).*

Embora no presente estudo nao tenha sido possivel estudar o comportamento das
proteinas estromais nas neoplasias mamarias e a sua relacdo com a expressido de
c-Kit, existe ja ha algum tempo uma clara evidéncia de que alteracdes das
proteinas do estroma mamario podem acompanhar lesdes proliferativas da mama
e, nomeadamente, a transformacgdo carcinomatosa do epitélio mamario. 118119200 o
tenascina, uma glicoproteina de matriz, € uma dessas proteinas, sendo produzida
pelas células estromais sob duas isoformas : baixo (190 kDa) e alto (330 kDa) peso
molecular. Esta dltima isoforma tem propriedades de anti-adesdo, sendo o tipo
predominantemente observado no estroma activado de alguns fibroadenomas,
tumores fildides malignos e carcinomas invasores. A isoforma 190 kDa, pelo
contrario, associa-se frequentemente a maioria das leses benignas de mama e a
hiperplasias atipicas. No mesmo sentido, Jones et al. descreveram uma relacdo
inversa entre a expressao de integrina e de tenascina em carcinoma mamarios,
enquanto que o grupo de Kaczmarek et al. correlacionou determinadas isoformas
oncofetais de fibronectina com a carcinogénese mamaria.20202

Um outro dado que interessa particularmente na compreensao dos resultados
obtidos no presente estudo consiste na descricdo recente de expressdo de receptor
do PDGFB no estroma subepitelial do carcinoma mamario.?®> Por imuno-
histoquimica observou-se no CDIS positividade ocasional do receptor do PDGFB nas
células estromais subepiteliais em localizacdo adjacente & membrana basal.?* Pelo
contrario, nas regibes de CDISOE que apresentavam degradacdo da membrana
basal observou-se uma positividade menos intensa das referidas células estromais.
Os autores concluiram,nesse sentido, que a auséncia de receptor de PDGFB nas
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células de carcinoma e a sua presenca no estroma adjacente sugere uma
estimulacdo paracrina do tecido estromal induzida pelas células epiteliais malignas
do cancro da mama. Tal como observado para o PDGRB (RTK de tipo III , a
semelhanca do c-Kit), a auséncia de expressdao de c-Kit verificada neste trabalho
nas células de carcinoma e a sua expressao no estroma justaposto sugere,
igualmente, uma estimulacdo paracrina desse estroma pelas células do cancro de
mama.
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Em face da discussdo dos resultados obtidos no presente estudo, é possivel
delinear as seguintes conclusbdes:

1. A perda de expressdo de c-Kit observada neste estudo nos casos de
carcinoma mamario corrobora estudos anteriores e indica que, com probabilidade,
durante a transformacdo maligna do epitélio mamdrio outros factores de
crescimento concorrem para a diminuicdo de expressdo do c-Kit; a auséncia de
imunorreactividade do c-Kit observada nos carcinomas estudados pode, com igual
probabilidade, ter sido devida nalguns casos a presenca de proteina resultante de
c-Kit mutado ndo detectada pelo anticorpo monoclonal utilizado.

2. A perda continua de expressdo de c-Kit evidenciada neste trabalho quando
“transitamos” do carcinoma intraductal para o carcinoma invasor podera significar
que uma proporgdo dos carcinomas mamarios invasores estudados pelo nosso
grupo evoluem sem passagem por uma fase intraductal ou, em alternativa, ndo se
relacionam com alteracbes da expressdo génica no Jocus do c-Kit. Outra
possibilidade explicativa consiste em alguns dos carcinomas mamarios intraductais
do presente estudo representarem, com probabilidade, um estadio final de evolucdo
da carcinogénese mamadria, sem que se verifique, posteriormente, a aquisi¢do de
propriedades invasoras.

3. A imunorreactividade citoplasmdtica predominante do c-Kit observada na
generalidade dos casos estudados fica, com probabilidade, a dever-se a excesso de
internalizacdo da proteina KIT ou, em alternativa, a sintese anémala da proteina
KIT que, impedida de alcancar a sua localizacdo transmembranar, sofre acumulacio
no citoplasma. A imunolocalizacdo nuclear do c-Kit observada em alguns dos casos
estudados podera ndo corresponder a expressdo do gene c-Kit mas, pelo contrério,
representar, nalguns casos, reaccao cruzada do anticorpo anti-c-Kit IgG utilizado
contra determinadas proteinas nucleares.

4. O estudo efectuado ndo demonstrou uma associacdo estatisticamente
significativa entre a expressao imuno-histoquimica de c-Kit e os parametros clinico-
patolégicos estudados.

5. O aumento de expressao estromal de c-Kit observada neste estudo nos
tumores fildides malignos de baixo grau, ao permitir uma associacdo da expressao
do c-kit com o potencial maligno dos tumores fildides da mama, corrobora dados
muito recentemente obtidos noutro estudo que apontam, nestas neoplasias, para
uma sobreexpressdo estromal de c-Kit.
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No sentido de aprofundar a relacdo da expressdo de c-Kit com a transformacao
maligna do tecido mamario neoplasico, colocam-se as seguintes perspectivas
futuras de prossecugdo do presente estudo:

1. A descoberta de um andlogo do SCF poderia impedir a ligagao do SCF ao c-Kit, o
que inviabilizaria a constituicdo da ansa autdcrina SCF-c-Kit. Desta forma, a
activacdo das vias da MAP cinase e da PI3 cinase seria impedida, o que, finalmente,
impediria a activacdo da familia de ligandos dos EGFR (que compreende o c-erb-B2
- EGFR do tipo 2).19119219 yUma primeira perspectiva de continuacdo do trabalho
descrito consiste em:

- estudar, através de um modelo experimental, as possiveis vias de
inibicdo da ansa autécrina SCF-c-Kit, no sentido de eslarecer os possiveis
mecanismos de interaccdo dos diferentes ligandos do c-Kit.

2. Visto que o SDF-1o. € um mediador do efeito mitogénico do estradiol no
carcinoma mamario'’* e a IL-4 (produzida nos linfécitos e nos mastécitos do tecido
mamario), cuja interaccdo com o bindmio SCF-c-Kit pode inibir a proliferacdo
estrogénio-dependente do carcinoma de mama,!’>297.2%8 yma segunda perspectiva
futura deste estudo consiste em:

- estudar, numa linha celular de carcinoma mamario ZR75-1 (linha celular
com coexpressdo natural de c-Kit e de SCF), a interaccdo entrea IL-4 e 0
SDF-1a, no sentido de saber se, neste tipo de neoplasia, a IL-4 (inibidora
do efeito mitogénico do estradiol no cancro de mama ) diminui os niveis de
SDF-1a (mediador do efeito mitogénico do estradiol).

3. Sabendo-se da necessidade de presenca simultanea in vitro do SCF, do c-Kit e
do estrogénio, seria igualmente interessante avaliar a importéncia relativa do IGF-
1, reconhecido factor de crescimento do carcinoma mamadrio, na interaccdo entre
esses trés factores promotores de cancro de mama. Assim sendo, uma terceira
perspectiva futura consiste em:

- comparar, numa linha celular de cancro de mama ZR75-1 os efeitos da
interaccdo de SCF, de c-Kit, de estrogénio e de tamoxifeno (anti-
estrogénico), respectivamente, na presenca e na auséncia de IGF-1, por
forma a comparar o efeito sobre o binémio SCF-c-Kit do estrogénio e do
IGF-1.

4,

a) O tumor fildide (TF) apresenta semelhancas com o GIST (tumor estromal
gastrointestinal): sdo ambos tumores mesenquimatosos raros que atingem
essencialmente doentes de meia-idade.?®*?!® Sendo ambos tratados por excisdo
completa, frequentemente recidivam, obrigando a re-intervenctes cirurgicas e,
mesmo quando histologicamente benignos, comportam-se ndo raras as vezes como
clinicamente malignos.'*® Para além disso, os dois tipos de tumores respondem mal
a quimioterapia convencional. Em termos biolégicos possuem afinidades: sdo
ambos tumores com origem no estroma, com uma clara evidéncia de interacgdo
pardcrina entre o componente estromal e o componente epitelial. >° No caso do TF,
essa interaccdo epitélio-estromal foi demonstrada recentemente pela coexpressio
do PDGF e do receptor beta do PDGF nos dois componentes tecidulares.>* Na
oncogénese dos GIST encontram-se envolvidas as células intersticiais de Cajal,
células “pacemaker” do estroma gastrointestinal. ?'?'? Encontra-se por descobrir
no estroma mamario algum subtipo celular que funcione como possivel homélogo
das referidas células estromais de Cajal. E importante referir que se observa uma
hiperplasia destas mesmas células intersticiais de Cajal

56



9. PERSPECTIVAS FUTURAS

nos tumores estromais gastrointestinais familiares (FGIST).?® Os FGIST sdo
tumores estromais gastrointestinais multiplos e hereditarios, com um padrdo de
transmissdo autossdmico dominante, tendo sido recentemente revelado o tipo de
mutacdo germinativa que se verifica num dos dois alelos do protooncogene c-Kit e
que condiciona 0 seu aparecimento: uma deleccdo in-frame do dominio
justamembranar do c-Kit.%6214215> Qutra questdo a equacionar do ponto de vista
epidemioldgico, e que permitiria estreitar a afinidade bioldgica verificada entre os
GIST e os TF malignos, consiste em, como perspectiva futura do presente trabalho:
- estudar a incidéncia de tumores mamarios em doentes com tumores
estromais gastrointestinais familiares (FGIST), para determinar um
possivel aumento da probabilidade de desenvolvimento de neoplasias
epitélio-mesenquimatosas mamarias em doentes com este tipo de
patologia.

b) Sabendo-se que, por estudos imunohistoquimicos, ambos os tumores (Fildide e
GIST) sdo positivos “para” a vimentina, “para” o CD34 e “para” a actina, (sendo,
por outro lado, os GIST quase na sua totalidade positivos “para” o c-Kit %) e que ha
uma associacdo da expressdo de c-Kit com o potencial maligno destes tumores
estromais mamarios, pretendemos estudar as mutactes activadoras do c-Kit nestas
neoplasias. A maioria das mutagdes recentemente descritas nos GIST envolvem o
dominio justamembranar do c-Kit ao nivel do exdo 11, entre os aminoacidos 550 e
560, e resultam numa activacdo constitutiva deste protooncogene. As mutacoes
mais comuns no GIST consistem em deleccoes in frame de varios coddes e, menos
usualmente, mutacbes pontuais e insercbes. Estando estas mutacdes do c-Kit
envolvidas na progressao tumoral, julga-se que a caracterizacdo do tipo de
mutacdo especifica verificada num determinado GIST poderd vir a constituir um
marcador prognoéstico deste e doutros tipos de tumores biologicamente afins.®-218
Sabe-se ja, igualmente, que os dois tipos de mutacbes activadoras do c-Kit
estudadas no GIST (mutagdes do “tipo regulador” que afectam a regulacdo da
molécula cinase e mutagdes do “tipo /ocus enzimatico” que alteram directamente a
sequéncia de aminoacidos que codificam o referido Jocus enzimatico) respondem de
forma diferente aos inibidores do c-Kit (inibidores selectivos das tirosina-cinases),
pelo que se torna necessadria, por forma a orientar a terapéutica, a classificacdo dos
doentes com base nas mutacdes especificas de cada individuo.*>*

Actualmente, a inibicdo selectiva das tirosina-cinases pode ser considerada uma
abordagem promissora na concepcao de novos farmacos no dominio da Oncologia e
ja vem sendo utilizado em diferentes tipos de cancro. '**!%* Os nossos resultados
preliminares apontam para que o TF possa ser uma das neoplasias candidatas ao
tratamento com estes farmacos. Os objectivos do futuro trabalho (ja em curso)
consistem em estudar as mutagbes especificas de doentes com TF de mama, no
sentido de verificar qual a sua relacdo com o potencial maligno destes tumores.
Procurara, deste modo, identificar-se a potencial populacdo-alvo para os inibidores
selectivos da tirosina-cinase. Em resumo, outra perspectiva futura de estudo
consiste em:

-estudar nos tumores filbides mamarios as mutacgdes activadoras no
dominio inibidor justamembranar codificado pelo exdo 11 do gene do c-Kit.
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O cancro de mama é um dos trés tipos de cancro mais frequentes na populagdo
europeia, sendo responsavel por uma incidéncia de 200000 novos casos
oncolégicos por ano. Tal como noutro tipo de neoplasias humanas, 0s receptores
tirosina-cinase (RTK) assumem um papel chave na carcinogénese mamaria atraveés
da constituicdo de complexos homo-ou heterodiméricos funcionais que apresentam
trés dominios fundamentais: dominio extracelular de ligacdo hormonal; dominio
transmembranar hidrofébico; e, finalmente, dominio citoplasmatico. O proto-
oncogene c-Kit (conhecido igualmente como CD 117) codifica o dominio tirosina-
cinase duma proteina transmembranar que funciona como um RTK do tipo III
estruturalmente similar ao receptor do factor de crescimento derivado das
plaquetas (PDGFR) e ao receptor do factor estimulador de colénias de tipo 1 (CSF1-
R). O gene do c-Kit compreende 21 exdes localizados no cromossoma 4ql12. As
tirosina-cinases constituem o dominio intracitoplasmatico dos receptores dos
factores de crescimento. Nas formas normais destes receptores, a actividade cinase
sofre uma activacdo transitoéria quando o receptor complexa com o seu factor de
crescimento especifico. Da-se, entdo, uma dimerizacdo do receptor seguida por
uma fosforilagcdo pela tirosina de varios substratos incluidos na cascata da inducdo
do ciclo celular. Nas neoplasias humanas a activacdo persistente da tirosina-cinase
do RTK torna desnecessaria a ligacdo deste ao seu ligando correspondente,
conduzindo a uma estimulacdo continua do sinal proliferativo nas células
neopldsicas. No tecido mamario normal, a interaccdo do c-Kit com o seu ligando
SCF activa duas vias de transdugdo do sinal, nomeadamente a via do Ras-MAP
cinase e a via do fosfatidil-inositol-3-cinase (PI3 cinase). Dessa forma, aumenta a
resposta a dois factores de crescimento: o factor de crescimento epidérmico (EGF)
e a alfa-heregulina («-HER). Em carcinomas mamarios esta descrita perda de
expressdo do c-Kit, encontrando-se a alteracdo da transicdo epitélio-
mesenquimatosa (EMT) associada ao aparecimento de um comportamento invasor.
Esta EMT, cuja ligacdo e interdependéncia com a expressao de c-Kit comegca a ser
esclarecida, é sede de multiplas neoplasias mamadrias, entre as quais se incluem os
tumores fildides (TF) da mama. Mutacgdes activadoras do c-Kit foram demonstradas
na mastocitose, nos tumores estromais gastrointestinais (GIST) e mais
recentemente no seminoma. Sabe-se ja, ainda, que os dois tipos de mutacdes
activadoras do c-Kit (mutagdes do “tipo regulador” e do “tipo /ocus enzimatico”)
respondem de forma diferente aos inibidores do c-Kit, pelo que se torna necessaria,
por forma a orientar a terapéutica, a classificacdo dos doentes com base na
mutacdes especificas de cada individuo. O estudo da expressdo do c-Kit em
neoplasias frequentes e com alta taxa de mortalidade como o cancro da mama
pode indicar futuros caminhos terapéuticos para um grande nimero de doentes. O
objectivo principal deste trabalho foi o de estudar a expressdo do proto-oncogene
c-Kit (CD117) em lesbes benignas e malignas de mama. Os objectivos secundarios
foram: estudar as diferencas de expressao de c-Kit entre patologias benigna e
maligna de mama; analisar o local de expressao celular de c-Kit; avaliar o papel
desempenhado pelo c¢-Kit nos diferentes subtipos de carcinoma de mama (in
situfinvasor); correlacionar a expressao de c-Kit com os parametros clinico-
patoldgicos de carcinoma invasor de mama; identificar na patologia mamadria
potenciais alvos terapéuticos dos inibidores tirosina-cinase. Nesse sentido,
procedemos a um estudo retrospectivo de 55 casos diagnosticados e arquivados no
Servico de Anatomia Patoldgica do Hospital de S.Jodo, compreendendo 20 lesdes
benignas e 35 lesdes malignas de mama (incluindo 5 tumores fildides malignos de
baixo grau, 10 carcinomas ductais in situ, 10 carcinomas ductais invasores sem
outra especificacdo e, ainda, 10 carcinomas ductais invasores de outros tipos
histolégicos). O principal resultado obtido consistiu na observacdo de perda de
expressdo continua de c-Kit quando “transitamos” da patologia benigna para o
CDIS, deste para o carcinoma invasor com componente in situ e, ainda, finalmente,
quando transitamos deste Ultimo para o carcinoma invasor sem componente in
situ. A perda de expressdo de c-Kit observada neste estudo nos casos de carcinoma
mamadrio corrobora estudos anteriores e indica que, com probabilidade, durante a
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transformacdo maligna do epitélio mamario outros factores de crescimento
concorrem para a diminuicdo de expressio do c-Kit; a auséncia de
imunorreactividade do c-Kit observada nos carcinomas estudados pode, com igual
probabilidade, nalguns casos ter sido devida a presenga de proteina resultante de
c-Kit mutado ndo detectada pelo anticorpo monoclonal utilizado. A perda continua
de expressdao de c-Kit evidenciada neste trabalho quando “transitamos” do
carcinoma intraductal para o carcinoma invasor podera significar que uma
proporcdo dos carcinomas mamarios invasores estudados pelo nosso grupo
evoluem sem passagem por uma fase intraductal ou, em alternativa, ndo se
relacionam com alteracbes da expressdo génica no Jocus do c-Kit. Outra
possibilidade explicativa consiste em alguns dos carcinomas mamarios intraductais
do presente estudo representarem um estadio final de evolucdo da carcinogénese
mamadria, sem que se verifique, posteriormente, a aquisicdo de propriedades
invasoras. O subtipo histolégico de carcinoma invasor de mama ndo se
correlacionou positivamente com o padrdo de expressao observado no c-Kit. O
estudo efectuado ndo demonstrou uma associacdo estatisticamente significativa
entre a expressdo imuno-histoquimica de c-Kit e os parametros clinico-patoldgicos
estudados. A imunorreactividade citoplasmatica predominante do c-Kit observada
na generalidade dos casos estudados pode dever-se a excesso de internalizagao da
proteina KIT ou, em alternativa, a sintese anémala da proteina KIT que, impedida
de alcancar a sua localizacdo transmembranar, sofre acumulacdo no citoplasma. A
imunolocalizacao nuclear do c-Kit observada numa minoria dos casos estudados
podera ndo corresponder a expressao do gene c-Kit mas, pelo contrario,
representar, nalguns casos, reaccao cruzada do anticorpo anti-c-Kit IgG utilizado
contra determinadas proteinas nucleares. O aumento de expressdo estromal de c-
Kit observada neste estudo nos tumores fildides malignos de baixo grau, ao
permitir uma associacdo da expressdo do c-kit com o potencial maligno dos
tumores fildides da mama, corrobora dados muito recentemente obtidos noutro
estudo que apontam, nestas neoplasias, para uma sobreexpressao estromal de c-
Kit.
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Breast cancer is one of the three most prevalent cancers in Europe, with an
estimated incidence of 200000 new cases per year. As in other human cancers
tyrosine-kinase receptors (RTK) play a major role on breast carcinogenesis through
the constitution of homo- or heterodimeric functional complexes which have three
essential components: extracellular hormone-binding domain; transmembrane
hydrophobic domain; and, finally, cytoplasmatic domain. The proto-oncogene c-Kit
(also known as CD 117) codifies the tyrosine-kinase domain of a transmembrane
protein which represents a type III tirosine-kinase similar in structure to platelet-
derived growing factor receptor (PDGFR) and to colony stimulating factor type 1
(CSF1-R). This RTK includes 21 exons located in cromossome 4q12. The tyrosine-
kinases constitute the intracytoplasmatic domain of the growing factor receptors. In
the normal type of these receptors, kinase function is temporarily activated
whenever the receptor complexes with its specific growing factor. As a result, there
is a dimerization of the receptor followed by a phosphorilation promoted by the
tyrosine of several substrates included in the cycle cell induction cascade. In human
neoplasias the persistent activation of the tyrosine-kinase of RTK brings the
binding of RTK with its ligand unnecessary and continuously stimulates proliferative
signaling on neoplastic cells. In normal mammary tissue, interaction of c-Kit with
its ligand SCF activates two transduction signaling pathways, namely the Ras-MAP
kinase pathway and the PI3 kinase. In that way, the response to two growing
factors - EGF and «-HER - increases. In breast carcinomas the loss of expression of
c-Kit is described and the alteration of the epithelial-mesenchimatous transition
(EMT) is associated with the acquisition of invasive features. Precisely this EMT,
whose connection with the expression of c-Kit begins to be thoroughly studied, is
the place of different kinds of breast neoplasias, including the entity known as
phyllodes tumour (TF) of the breast. Activating mutations of c-Kit have been
described in mastocytosis, in gastrointestinal stromal tumours (GIST) and, more
recently, in seminoma. It is already understood that these two types of activating
mutations (regulator type and enzymatic /ocus type) differently respond to c-Kit
inhibitors, and, accordingly, a patients’classification based on the specific
mutations of each individual is required, in order to give them appropriate therapy.
Studying, as in the case of breast cancer, the expression of c-Kit in usual and
highly lethal neoplasias can reveal new therapeutical pathways directed to a large
number of patients. The main aim of the present study was to study the expression
of c-Kit in benign and malignant lesions of the breast. The secondary goals were to
study the differences of expression of c-Kit between benign and malignant lesions
of the breast, analyse the immunolocalization of c-Kit, analyse the role played by c-
Kit in different subtypes of breast carcinoma, correlate c-Kit expression with the
clinico-pathological parameters of invasive carcinoma, and, finally, to identify a
potential target-population to selective tyrosine-kinase inhibitors. To accomplish
that task, we studied (in a retrospective way) 55 cases, which were diagnosed and
archived in the Surgical Pathology Department of S0 Jodo Hospital in Oporto and
included 20 benign lesions and 35 malignant lesions (including 5 malignant
phyllodes tumours, 10 in situ ductal carcinomas, 10 invasive ductal carcinomas
non-other-specified, and, finally, 10 invasive ductal carcinomas of other histological
types). The main result obtained during this study was the observation of a
continuous loss of expression of c-Kit from benign pathology to in situ carcinoma, in
situ carcinoma to invasive carcinoma with in situ component, and, finally, invasive
carcinoma with /in situ component to invasive carcinoma without in situ component.
The loss of expression of c-Kit observed in this study corroborates previous studies
and indicates that, in probability, during the malignant transformation of mammary
epithelium other growing factors contribute to this reduction in c-Kit expression.
The absence of immunoreactivity to c-Kit observed in studied carcinomas can also
be attributed, in some cases, to the presence of protein codified by mutated c-Kit,
which was undetected by the monoclonal antibody used. The continuous loss of
expression of c-Kit observed in this study whenever intraductal carcinoma converts
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into invasive carcinoma may well represent that a significative proportion of
invasive carcinomas evolve without a previous intraductal phase or, alternatively,
do not relate with genetic expression alterations of the c-Kit locus. Another
possibility resides in the fact that a considerable number of intraductal carcinomas
represent a final evolution step in breast carcinogenesis, without posterior
acquisition of invasive properties. On the other hand, in the present study the
histological subtype of invasive carcinoma did not correlate positively with the
pattern of expression of c-Kit. This present study did not show, as well, a
statistically significant association between the immunohistochemical expression of
c-Kit and the different clinico-pathological parameters studied. In general, the
predominant cytoplasmatic immunoreactivity observed in the great majority of
cases, can be attributed to an excessive internalization of KIT protein or, in an
alternative way, to an anomalous synthesis of KIT protein, which, prevented from
reaching its transmembranar position, suffers a cytoplasmatic accumulation. The
nuclear immunolocalization of c-Kit observed in a minority of cases studied may, in
fact, represent a cross-reaction of the anti-c-Kit IgG antibody which was used, and
not a specific pattern of expression of the proto-oncogene c-Kit. The increase in
the stromal expression of c-Kit observed in the present study in low-grade
malignant phyllodes tumors, reassures a possible association of c-Kit with the
malignant potential of phyllodes tumors of the breast and confirms quite recent
data which indicate a stromal overexpression of c-Kit in these type of tumors.
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Anexo 1: Resultados descritivos da imunorreactividade “para” c-Kit das 55 lesdes
mamarias estudadas

BENIGNO TIPO GRADACAO GRADAGCAO EPITELIO N MASTOCITO OBSERVA. LOCALIZACAO
EPITELIAL ESTROMAL
CASO 1 Papilomas 3+ 1+ EN + M+ C
multiplos
CASQ 2 Adenose 1+ 0 EN + M+ CeN
CASO 3 Tumor 3+ 0 EN +/- M+ CeN
adendsico
CASO 4 Tumor 2+ 1+ EN + M+ N
adendsico
CASO 5 Papilomas 2+ 0 EN + M+ N
multiplos
CASO 6 Adenose 3+ 0 N&o tem M+ Alteragbes CeN
lactacionais
CASO 7 Fibroadeno 1+ 2+ Nao tem M- Estroma N
ma subepitelial
CASO 8 Fibroadeno 1+ 2+ EN + M+ CeN
ma
CASO 9 Tumor 3+ 0 EN - M+ cC
adendsico
CASO 10 Adenose 3+ 1+ EN + M+ Metaplasia Ce N
apdcrina
CASO 11  Fildide 3+ 3+ EN+ M+ CeN
CASO 12  Fildide 3+ 3+ EN- M+ Estroma CeN
subepitelial
CASO 13  Fildide 2+ 3+ N&o tem M- CeN
CASO 14  Fildide 1+ 0 EN- M+ Estroma
mixoide
CASO 15  Fildide 3+ 0] EN- M+ « G
CASO 16 Fildide 1+ 0 EN+ M+
CASO 17  Fildide 2+ 0 EN- M+ C
CASO 18 Fildide 3+ 2+ N3o tem M- N
CASO 19  Fildide 2+ 0 N&o tem M- N
CASO 20 Fildide 1+ 0 EN+ M+
FILOIDE
MALIGNO
CASO 21 Bx grau 1+ 3+ EN- M+ Estroma CeN
subepitelial
CASO 22 Bx grau 0 2+ EN- M+ N
CASO 23 Bx grau 0 3+ Ndo tem M- Estroma N
subepitelial
CASO 24 Bx grau 1+ 3+ EN- M+ N
CASO 25 Bx grau 0 2+ EN+ M- Estroma N
subepitelial
CDIS
CASO 26 Grau 0 0 EN + M+
intermé-
dio
CASO 27 Altograu 0 0 EN + M+
CASO 28 Altograu 0 0 EN + M+
CASO 29 Altograu 1+ 0 EN + M+ N
CASO30 Altograu O 0 EN + M+
CASO 31 Grau 0 0 EN + M+
intermé-
dio
CASO 32 Altograu 0 0 EN + M+
CASO 33 Altograu 1+ 0 EN + M+ ®
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CASO 34

CASO 35
CDISOE

CASO 36
CASO 37
CASO 38
CASO 39
CASO 40
CASO 41

CASO 42
CASO 43
CASO 44
CASO 45

CDIO

CAS0 46
CASO 47
CASO 48
CASO 49
CASO 50
CASO 51

CASO 52
CASO 53
CASO 54
CASO 55

Alto grau 2+

Alto grau 2+
Mais CDIS 2+
Mais CDIS 0

Mais CDIS O
Mais CDIS 1+

Mais CDIS 0

Mais CDIS 0

Enddcrino 1+
Mucinoso 1+
Micropapilar 1+

Tubular 0
Escamoso 1+
Medular 0
Atipico

Lobular 0
Tubular 0

Micropapilar 0
Metapldsico 1+

o 0O oo oo oo oo o 0O 0 0O 0o o

=l =]

1+

EN +

EN +

EN +
EN +
EN +/-
EN -
EN +
EN +

EN +/-
EN +
N&o tem
EN -

EN -
EN -
EN -
EN -
EN -
EN +

EN -
EN +
EN +
EN +

M+

M+

M+
M+
M+
M+
M+
M+

M+
M+
M+
M+

M+
M+
M+
M+
M+
M+

M+
M+
M+
M+

Positivo N
Negativo
Positivo N
N3o tem
Né&o tem
Negativo

N&o tem
Negativo
N&o tem
Positivo N

Negativo
Nao tem
Negativo
Ndo tem
Ndo tem
N&o tem

Ndo tem
Ndo tem
Negativo
N3o tem
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