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Ab- anticorpo 
a-HER- alfa-heregulina 
AI- imbalance alélico 
C- citoplasmático 
CDIO- carcinoma ductal invasor outros tipos histológicos 
CDIS- carcinoma ductal in situ 
CDISOE- carcinoma ductal invasor sem outra especificação 
c.g.a- campo de grande ampliação 
CISH- hibridização in situ cromogénica 
c-Kit- protooncogene que codifica a proteína KIT 
CLIS- carcinoma lobular in situ 
CSF1-R- receptor do factor estimulador de colónias de tipo 1 
CXCR4- receptor do SDF-la 
DMP- doença mieloproliferativa 
EGFR- receptor do factor de crescimento epidérmico 
EMT- transição epitélio-mesenquimatosa 
EN- epitélio normal 
FGFR- receptor do factor de crescimento fibroblástico 
GAP- proteína activadora da GTPase 
GIST- tumor estromal gastrointestinal 
GM-CSF- factor estimulador de colónias de granulócitos e macrófagos 
GNNK- tetrapeptídeo da região justamembranar do c-Kit 
HE- hematoxilina e eosina 
IGF-1R- receptor do factor de crescimento insulínico de tipo 1 
IH - imuno-histoquímica 
IL- immunoglobulin-like 
I L - 1 - interleucina de tipo 1 
IL-4- interleucina de tipo 4 
IPN- índice prognóstico de Nottingham 
K- cínase 
kDa- kiloDalton 
KIT- proteína monomérica codificada pelo protooncogene c-Kit 
Kits- isoforma solúvel do receptor do c-Kit 
KL- ligando do c-Kit (SCF) 
LCTNK- linfoma de células T/NK 
LMA- leucemia mielóide aguda 
LMC- leucemia mielóide crónica 
LOH- perda de heterozigotia 
M- mastócito 
MAST- mastocitose 
MCGF- factor de crescimento dos mastócitos 
M-CSF- factor estimulador de colónias de macrófagos 
ME- mitoses epiteliais 
MI- mesilato de imatinib 
MS- mitoses estromais 
N- núcleo 
NS- sem significância estatística 
P- nível de probabilidade estatística 
PC- padrão de crescimento 
PCR- reacção em cadeia polimerásica 
PDGFRA- receptor alfa do factor de crescimento derivado das plaquetas 
PDGFRB- receptor beta do factor de crescimento derivado das plaquetas 
PH- região de homologia com a pleckstrina 
PI3K- cínase-3 'do fosfoinositol 
PLC- fosfolípase C 
Pro- rico em prolina 
PTPase- proteína tirosina-fosfatase 
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RE- receptor de estrogenio 
RTK- receptor tirosina-dnase 
SCF- factor de célula estaminai (ligando do c-Kit) 
SCFR- receptor do SCF (c-Kit) 
SDF-la- factor derivado das células estromais de tipo 1-alfa 
SH2- região de homologia com o src de tipo 2 
SH3- região de homologia com o src de tipo 3 
SSCP- polimorfismos conformacionais de cadeia única 
TF- tumor filóide mamário 
TGF-a- factor de crescimento e de transformação de tipo alfa 
TGF-p- factor de crescimento e de transformação de tipo beta 
TM4SF- superfamília transmembranar de tipo 4 
Tr-Kit- isoforma truncada do c-Kit 
TSH- hormona estimuladora tireoideia 
VEGF- factor de crescimento do endotélio vascular 
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3. INTRODUÇÃO 

Foi estimado em 2001 que, anualmente, 3 milhões de europeus desenvolvem 
cancro.1 O cancro de mama, a par do cancro do pulmão e do cancro colo-rectal, é 
um dos três tipos de cancro mais frequentes na população europeia, sendo 
responsável por uma incidência de 200000 novos casos oncológicos por ano.2 A 
taxa de mortalidade do cancro mamário tem vindo a decrescer de forma sustentada 
desde o início dos anos noventa, tendo sido observada no decénio 1990-2000 uma 
redução em 25 a 35%.3A5-6 Tal facto é atribuível essencialmente a dois factores: 

1. A generalização do rastreio mamográfico em mulheres pós-menopáusicas 
assintomáticas; 

2. A consciencialização da opinião pública feminina para a importância do 
auto-exame da mama e do exame médico periódico. 

No cancro de mama, uma única célula neoplásica [resultante do efeito cumulativo 
de uma série de mutações somáticas (adquiridas) e de mutações germinativas 
(herdadas)] pode, através de um processo sequencial e estocástico de progressão 
tumoral, sofrer uma transformação maligna e metastizar (Tabela l ) . 7 

Tabela 1. Alterações genotípicas e fenotípicas das células epiteliais mamárias 
associadas com o início e progressão do cancro de mama 8'9 

Risco genético 
predisponente 

fe 

Hiperplasia 

w 

Carcinoma in 
situ 

k . 

Carcinoma 
invasor 

Mutações 
afectando a 
reparação de 
DNA e apoptose 
nos: 
BRCA-1 
BRCA-2 
p53 
PTEN 

fe 

Sobreestimulação 
do ciclo celular e 
supressão da 
apoptose por: 
estrogénio 
progesterona 
factores de 
crescimento 

w 

Mutações em 
factores de 
crescimento e 
esteróides sexuais 
que controlam o 
ciclo celular: 
c-erb-B2 
c-myc 
ciclina Dl 
pl6 
RB-1 

k . 

Alteração 
fenotípica ao 
nível de: 
ciclo celular 

Mutações 
afectando a 
reparação de 
DNA e apoptose 
nos: 
BRCA-1 
BRCA-2 
p53 
PTEN 

fe 

Sobreestimulação 
do ciclo celular e 
supressão da 
apoptose por: 
estrogénio 
progesterona 
factores de 
crescimento 

w 

Mutações em 
factores de 
crescimento e 
esteróides sexuais 
que controlam o 
ciclo celular: 
c-erb-B2 
c-myc 
ciclina Dl 
pl6 
RB-1 

k . 

Alteração 
fenotípica ao 
nivel de: 
morte celular e 
resposta à 
terapêutica 

Mutações 
afectando a 
reparação de 
DNA e apoptose 
nos: 
BRCA-1 
BRCA-2 
p53 
PTEN 

w 

Sobreestimulação 
do ciclo celular e 
supressão da 
apoptose por: 
estrogénio 
progesterona 
factores de 
crescimento 

W 

Mutações em 
factores de 
crescimento e 
esteróides sexuais 
que controlam o 
ciclo celular: 
c-erb-B2 
c-myc 
ciclina Dl 
pl6 
RB-1 

w 

Alteração 
fenotípica ao 
nivel de: 
morte celular e 
resposta à 
terapêutica 

Mutações 
afectando a 
reparação de 
DNA e apoptose 
nos: 
BRCA-1 
BRCA-2 
p53 
PTEN 

w 

Imortalização das 
células por 
expressão 
aumentada de: 
telomerase 

W 

Mutações em 
factores de 
crescimento e 
esteróides sexuais 
que controlam o 
ciclo celular: 
c-erb-B2 
c-myc 
ciclina Dl 
pl6 
RB-1 

w 

Alteração 
fenotípica ao 
nivel de: 
morte celular e 
resposta à 
terapêutica 

Mutações 
afectando a 
reparação de 
DNA e apoptose 
nos: 
BRCA-1 
BRCA-2 
p53 
PTEN 

w 

Imortalização das 
células por 
expressão 
aumentada de: 
telomerase 

W 

Mutações em 
factores de 
crescimento e 
esteróides sexuais 
que controlam o 
ciclo celular: 
c-erb-B2 
c-myc 
ciclina Dl 
pl6 
RB-1 

w 

Alteração 
fenotípica nos 
factores de 
crescimento 
que controlam: 
angiogénese 
metastização 

Imortalização das 
células por 
expressão 
aumentada de: 
telomerase 

W 

Mutações em 
factores de 
crescimento e 
esteróides sexuais 
que controlam o 
ciclo celular: 
c-erb-B2 
c-myc 
ciclina Dl 
pl6 
RB-1 

w 

Alteração 
fenotípica nos 
factores de 
crescimento 
que controlam: 
angiogénese 
metastização 

Imortalização das 
células por 
expressão 
aumentada de: 
telomerase 

W 

Mutações nas vias 
de apoptose: 
P53 

w 

Alteração 
fenotípica nos 
factores de 
crescimento 
que controlam: 
angiogénese 
metastização 

Imortalização das 
células por 
expressão 
aumentada de: 
telomerase 

W 

Instabilidade 
cromossómica 

w 

Mutações nas 
vias que 
controlam a 
invasão: 
E-caderina 

Instabilidade 
cromossómica 

w 

Mutações nas 
vias que 
controlam a 
invasão: 
E-caderina 

Instabilidade 
cromossómica 

w 

Defeitos na 
reparação de 
DNA do tipo 
"mismatch" 

Defeitos na 
reparação de 
DNA do tipo 
"mismatch" 
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3. INTRODUÇÃO 

Encontra-se descrita uma tríade de factores de risco implicada no desenvolvimento 
de neoplasia maligna de mama: acção estrogénica; história familiar; e, ainda, 
radioterapia prévia (susceptibilidade aumentada para idade inferior a 30 anos, com 
dose de radiação única superior a 3600 cGy ou múltiplas doses de radiação superior 
a 200 cGy).10111213 No que se refere ao primeiro factor considerado, o cancro da 
mama é uma neoplasia hormono-dependente, como demonstrado por inúmeros 
estudos que confirmam o estrogénio como o principal promotor da carcinogénese 
mamária.141516 Como corolário do anteriormente referido, mulheres desprovidas de 
ovários funcionantes e que não efectuem terapêutica hormonal de substituição não 
desenvolvem cancro de mama.7,17 

Do ponto de vista genético, o cancro de mama hereditário é responsável por 1 % 
dos cancros de mama, ocorrendo em síndromes clínicos hereditários (Li-Fraumeni, 
Cowden, Peutz-Jeghers, Muir-Torre), caracterizados por uma elevada penetrância 
de múltiplas neoplasias malignas. Já o cancro de mama familiar é responsável por 
5-10 % de casos de cancro de mama, sendo as mutações dos genes 
oncossupressores BRCA-1 e BRCA-2 responsáveis por quase 90 % desses mesmos 
casos.1819 As duas anomalias genéticas mais frequentemente envolvidas na 
progressão do cancro de mama são, em primeiro lugar, a perda de heterozigotia -
LOH - de um determinado gene supressor tumoral (por delecção do alelo normal 
dominante) e, em segundo lugar, a amplificação génica de um determinado 
oncogene (Tabela 2) -1 

p53 17pl3 
PTEN 10q23 
RCA-1 17q21 
BRCA-2 13ql4 

Tabela 2. Principais defeitos genéticos no cancro de mama x 

GENES DE CANCRO MAMÁRIO FAMILIAR ESTABELECIDOS 
Gene Localização Classe Doença 

cromossómica 

oncossupressor (mutação / LOH) síndrome Li-Fraumeni 
oncossupressor (mutação / LOH) síndrome de Cowden 
oncossupressor (mutação / LOH) ca mama / ovário familiar 
oncossupressor (mutação / LOH) ca mama fem./ masc. familiar 

GENES DE PROGRESSÃO DE CANCRO MAMÁRIO ESTABELECIDOS 
Gene Localização Classe Função 

cromossómica 

c-erb-B2 17ql2 oncogene(amplificação) Subunidade receptor factor crescimento 
c-myc 8q24 oncogene(amplificação) Regulador ciclo cel. /apoptose /sínt. prot. 
ciclina Dl l l q l 3 oncogene(amplificação) Regulador ciclo cel. (fase Gl) 
pl6 9p21 oncossupressor(metilação/LOH) Regulador ciclo cel. (fase Gl) 
RB-1 13ql4 oncossupressor(mutação/LOH) Regulador ciclo cel. (fases Gl/S) 
p53 17pl3 oncossupressor(mutação/LOH) Reg. ciclo cel. /apoptose/ repar. DNA 
E-caderina 16q22-23 oncossupressor(metilação/LOH) Proteína adesão célula-célula 

LOH - perda de heterozigotia 
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3. INTRODUÇÃO 

Os avanços mais recentes no conhecimento da carcinogénese mamária situam-se 
em grande parte no plano da genética oncológica, 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 mamária poderem vir a integrar a lista das 
referidas alterações genéticas.2 

Os genes supressores tumorais (oncossupressures) sofrem normalmente mutações 
ou delecções, enquanto que os oncogenes são usualmente amplificados ou 
sobreexpressos (Tabela 3).1 

Tabela 3. Principais genes oncossupressores e oncogenes (estabelecidos e 
suspeitos) no cancro de mama 1 

GENES ONCOSSUPRESSORES 
ESTABELECIDOS 

ONCOGENES 
ESTABELECIDOS 

p53 c-myc 
RB1 c-erb-B2 
BRCA1 FGFR1 
BRCA2 FGFR2 
PTEN ciclina D l 
P16/MTS-1 ciclina E 

SUSPEITOS SUSPEITOS 
TSG101 A1B1 
NM23 FAK 
IGF-2 R c-erb-B4 
E-caderina integrina a6p4 
p73 integrina a6pi 
integrma a2pi telomerase 

EGFR 
p-catenina 

Existem aproximadamente 500 proteínas cínases no genoma humano, enzimas que 
actuam fosforilando substratos com resíduos tirosina, treonina ou serina e que se 
denominam, respectivamente, de tirosina-cínases, treonina-cínases e serina-
cínases (há, ainda, cínases - caso da MAP cínase - que são serina-treonina-
cínases).20 As proteínas cínases encontram-se envolvidas na tradução do sinal, 
regulando positiva ou negativamente a actividade dos factores de transcrição. As 
tirosina-cínases constituem o domínio intracitoplasmático dos receptores dos 
factores de crescimento. Nas formas normais destes receptores, a actividade cínase 
sofre uma activação transitória quando o receptor complexa com o seu factor de 
crescimento específico. Dá-se, então, uma dimerização do receptor e uma 
fosforilação pela tirosina de vários substratos incluídos na cascata da indução do 
ciclo celular. Nas neoplasias humanas, a activação persistente da tirosina-cínase do 
receptor do factor de crescimento torna desnecessária a ligação ao seu ligando 
correspondente, conduzindo a uma estimulação contínua do sinal proliferativo nas 
células neoplásicas.8 

Os oncogenes (genes dominantes) são activados por uma mutação que dá à célula 
uma vantagem selectiva competitiva. Apenas um alelo dos dois existentes tem de 
sofrer essa alteração. Os oncogenes podem actuar no sentido da tradução de sinais 
dos factores de crescimento, no sentido de serem anti-apoptóticos ou de 
contrariarem a acção dos genes supressores tumorais específicos. De uma forma 
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geral, a activação dos oncogenes durante a carcinogénese ocorre por mutações que 
induzem o ganho de função, como por exemplo, amplificação da ciclina D l e do c-
erb-B2 ou mutação pontual do ras. Pensa-se que a maioria das alterações nos 
factores de crescimento (sendo estes factores de crescimento proteínas secretadas) 
envolvem mecanismos autócrinos ou parácrinos de secreção.21 Os receptores dos 
factores de crescimento são normalmente activados por sobreexpressão. Muitos 
destes receptores são activados por homodimerização e os níveis aumentados 
destes receptores parecem reduzir a sua dependência do ligando na iniciação do 
sinal. 

Também no cancro de mama os receptores tirosina-cínase (RTK) formam 
complexos homo-ou heterodiméricos funcionais, apresentando, como noutros tipos 
de neoplasias humanas, três domínios fundamentais: domínio extracelular de 
ligação hormonal (englobando uma região rica em cisteína); domínio 
transmembranar hidrofóbico; e, finalmente, domínio citoplasmático (englobando 
uma região tirosina-cinásica).22 Dos 15 receptores tirosina-cínase associados com o 
cancro de mama, 9 possuem uma localização epitelial e 6 uma localização estromal 
(Tabela 4). 

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

EPITELIAL ESTROMAL 
EGF (c-Erb-Bl) EGFR 
FGFR1 FGFR1 
FGFR2 FGFR2 
c-Erb-B2 PDGFR 
c-Erb-B3 R insulínico 
c-Erb-B4 IGF-1 R 
R insulínico 
c-Met 
IGF-1 R 

3.1 PROTO-ONCOGENE C-KIT 

O proto-oncogene c-Kit (conhecido igualmente como CD 117) codifica o domínio 
tirosina-cínase duma proteína transmembranar que funciona como um receptor de 
factor de crescimento do tipo I I I estruturalmente similar ao receptor do factor de 
crescimento derivado das plaquetas (PDGF-R) e ao receptor do factor estimulador 
de colónias de tipo 1 (CSFl-R).23-24-25 

O c-Kit pertence, dentro da família de receptores RTK, à subfamília de receptores 
de tipo I I I , cujos membros incluem: 

• receptores alfa e beta do factor de crescimento derivado das plaquetas 
(PDGFR alfa e beta) 

• receptor do factor estimulador de colónias de tipo 1 (CSF1-R) 
• receptor FLT3 

Todos os membros desta família de receptores tirosina-cínase contêm cinco 
domínios immunoglobulin-like (IL) no seu domínio extracelular para ligação do 
respectivo ligando. Possuem, ainda, um único domínio transmembranar e, para 
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além disso, um domínio citoplasmático tirosina-cínase, no qual se encontra inserida 
uma cínase de grandes proporções (Figura 1). 

NH2 

NH2 NH2 

O 
NH2 

cp 
O 

COOH 

TIPOI 

COOH COOH 

TIPO II 

EGFR (erbBl) Receptor 
erbB2 da insulina 
erbB3 IGF-IR 
erbB4 

COOH COOH COOH 

TIPO III TIPO IV TIPO V 

PDGFctR FGFR1 VEGFR(flt-l) 
PDGFpR FGFR2 KDR(flk-l) 
CSF-R FGFR3 
C-Kit FGFR4 

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

Em 1997 foi descoberta a presença e importância funcional do ligando do c-Kit 
(inicialmente denominado Steel factor - SF- e, posteriormente, stem cell factor -
SCF), sugerindo-se a existência de um mecanismo autócrino de crescimento celular 
promovido pela ligação do SCF ao RTK c-Kit.26,27,28 No mesmo ano, demonstrou-se 
que nas células de carcinoma colo-rectal se observa uma sobreexpressão de c-Kit e 
do seu ligando SCF, por comparação com as células da mucosa colo-rectal normal, 
contribuindo para o postulado do referido mecanismo autócrino.29 O SCF é 
necessário para o crescimento, sobrevivência e potencial invasor da linha celular de 
carcinoma eólico DLD-1, funcionando, igualmente, como um factor de crescimento 
estimulador da sobrevivência, proliferação e diferenciação das células 
hematopoiéticas.30,31,32 No que se refere às neoplasias hematopoiéticas, sabe-se 
que a expressão de c-Kit (CD 117) e CD 11b na medula óssea permite distinguir a 
leucemia promielocítica aguda (em 77% dos casos CD 117 (+) e em apenas 6% 
dos casos CD 11b (+) ) da fase de recuperação da agranulocitose aguda (um tipo 
de proliferação mielóide benigna).33 O SCF comporta-se como uma citocina 
homodimérica não-covalente,sendo indispensável para a produção e função dos 
mastócitos e desempenhando, ainda, um papel importante no desenvolvimento dos 
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melanócitos, das células germinativas e das células "pacemaker" intestinais.34,35'36 

No que respeita ao mecanismo de acção do dímero SCF-c-Kit, a dimerização do 
receptor tirosina-cínase (induzida pelo SCF) e consequente activação do c-Kit é 
seguida por uma internalização do c-kit e translocação deste para vesículas 
citoplasmáticas.37 Importa referir que este processo de formação de vesículas é 
estritamente dependente da actividade tirosina-cínase do c-Kit. Essas mesmas 
vesículas, entretando constituídas na periferia celular, dirigem-se para o centro 
através da chamada via endossómica num processo dependente do recrutamento 
de src e sem necessidade de recrutamento da PI3-cínase. O tratamento das células 
com óxido fenilarsínico (bloqueador da internalização do receptor) impede a 
translocação do c-kit para as referidas vesículas citoplasmáticas. Já o tratamento 
das células com inibidores proteassómicos conduziria, pelo contrário, à acumulação 
de vesículas. Finalmente e como corolário de todo este processo, observa-se (após 
a referida internalização do c-Kit) uma autofosforilação intermolecular do domínio 
intra-citoplasmático tirosina-cínase, no qual se encontra localizada uma enzima 
cinásica. 

De um modo geral, no tecido mamário normal a presença da proteína do c-Kit 
correlaciona-se com o controlo do crescimento celular e a diferenciação do epitélio 
mamário normal.38 A interacção do c-Kit com o seu ligando SCF activa duas vias de 
transdução do sinal, nomeadamente a via do Ras-MAP cínase (Figura 2) e a via do 
fosfatidil-inositol-3-cínase (PI3 cínase), o que condiciona, em última instância, um 
aumento de resposta a dois outros factores de crescimento: o factor de crescimento 
epidérmico (EGF) e a alfa-heregulina (a-HER).39 
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A activação do c-Kit poderá também ocorrer na ausência do factor de crescimento, 
desde que se verifique a degradação do SHP-1, uma tirosina-fosfatase que regula 
negativamente a sinalização do c-Kit.40-41 A ligação c-Kit-SCF permite a criação 
neste receptor de locais de ligação ("ancoragem") para inúmeras proteínas de 
transdução de sinal, contendo todas elas domínios SH2 (Figura 3) Estas incluem a 
fosfatidilinositol 3'-cínase (PI3K) e a fosfolípase C (PLC) gama-l, a Stat l , a família 
de cínases Src (Src, Lyn e Fyn), e, por último, a GAP (proteína activadora da 
GTPase).42-43 A ligação do SCF ao c-Kit activa,de igual forma, a proteína cínase C, o 
Racl, o JNK e o Raf-1, promove, ainda, a fosforilação da tirosina do JAK2 e, 
finalmente, a associação da proteína adaptadora CRKL e da pl20. Sempre que a 
anteriormente referida SHP-1 (uma tirosina-fosfatase que contém, igualmente, um 
domínio SH2) se conjuga com uma tirosina da região justamembranar do c-Kit, 
inframodula a transdução de sinal deste último.44 
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Figura 3. Locais de ligação nos RTK do tipo I I I das moléculas de transdução de 
sinal (os locais tirosínicos de ligação sofrem autofosforilação aquando da ligação de 
moléculas de transdução de sinal que contenham domínios SH2)42 
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Deste modo, verifica-se, sucessiva e sequencialmente, um recrutamento de 
proteínas sinalizadoras (caso do Dok-1,52-53 regulador negativo da proliferação 
celular) uma fosforilação da tirosina dos substratos e, posteriormente, uma 
activação de múltiplas vias de sinalização, etapas dependentes da afinidade de 
ligação SCF-c-Kit.45. A um outro nível de funcionamento, a activação do c-Kit 
(induzida pelo SCF) condiciona de forma específica a expressão de slug.46'47'48-49'5051 

O Slug, sendo um membro da família Snail de factores de transcrição, funciona 
como um factor de transcrição zinc-finger interdependente do binómio SCF-c-Kit. 

A downregulation dos receptores activados de tirosina-cínase (nomeadamente, c-
Kit, EGF ou PDGF) pode, ainda, ser promovida pela família Cbl de lígases da 
ubiquitina (família que contém 3 membros: Cbl; Cbl-b e Cbl-3, através da 
ubiquitinização e degradação dos referidos receptores.54-55,56'57'58'59 Por último, 
alguns membros da superfamília transmembranar 4 (TM4SF) modulam, de igual 
modo, negativamente a função do c-Kit e, como tal, regulam a sensibilidade do c-
Kit ao SCF em células progenitoras hematopoiéticas.60 São os seguintes os efeitos 
do TM4SF sobre o c-Kit: 
• menor internalização e degradação do c-Kit; 
• menor fosforilação da tirosina-cínase e menor actividade cinásica em 

resposta ao SCF.61-62-63 

Em todo este processo, a tirosina-cínase nunca é "criada" nem destruída, mas sim 
constantemente reciclada.64'65-66'67 

3.2 REGULAÇÃO DA EXPRESSÃO DE C-KIT 

A regulação transcricional da expressão do c-Kit tem sido descrita em diversos 
estudos.68'69-70 O proto-oncogene c-Kit compreende 21 exões (com uma extensão 
genómica de 80 Kb de DNA) ao nível do cromossoma 4ql2.7172 A maioria destes 
exões possui entre 100 e 200 pares de bases. A extremidade 3 ' da região 
codificante deste gene (correspondendo ao exão 1) possui 2300 pares de bases 
(2,3 Kb) e é flanqueada por sinais de poliadenilação. Este proto-oncogene 
apresenta, ainda, uma estrutura e organização similares aos genes que codificam 
outros RTK de tipo I I I , como é o caso de: receptor do factor estimulador de 
colónias 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 o 
PDGFRA formam um primeiro cluster genético, localizando-se ambos no 
cromossoma 4 banda q l l - 1 3 . O CSF1-R o PDGFRB agregam-se, igualmente, num 
segundo cluster, ao nível do cromossoma 5 banda q31-33. Por último, o FLT1 e o 
FLT3/FLK2 formam um terceiro cluster, desta feita no cromossoma 13 banda q l2 . 

O protooncogene c-Kit codifica a síntese da proteína monomérica KIT, a qual possui 
três domínios (Figura 4)73: 
1- o domínio extracelular (exões 1-9), constituído por cinco domínios em ansa 
immunoglobulin-like (IL), local de ligação do SCF; 
2- o domínio transmembranar (exão 10); 
3- o domínio intracelular (exões 11-21), constituído por: 

• uma hélice inibidora justamembranar (hélice anfipática de tipo alfa 
codificada pelo exão 11), que, ao suprimir a fosforilação e actividade 
cinásica no KIT não-ligado ao SCF, inibe a actividade do KIT; 

• uma cínase intracelular (codificada pelo exão 17) constituída pelas duas 
sub-unidades que compõem a cínase do KIT e pelo pocket enzimático (que 
funciona como uma ansa de activação) em localização intermédia. 
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Figura 4. Estrutura molecular do c-Kit 

Estudos recentes atribuem funções diversas aos diferentes domínios extracelulares 
immunoglobulin-like (IL) da proteína KIT: 
• os três primeiros domínios IL estão implicados na ligação ao SCF; 
• o quarto domínio IL promove a dimerização do receptor; 
• o quinto domínio IL parece estar envolvido na clivagem proteolítica do KIT 

da superfície celular, por forma a gerar a forma solúvel de KIT.74 

A região promotora do gene c-Kit, embora não possua nem o TATA box nem o 
CCAAT box, apresenta locais de ligação consensus para múltiplos factores de 
transcrição, incluindo Sp l , SCL, AP-2, Ets, Myb e GATA-1.75-76 Quer o SCL quer o 
Spl funcionam como reguladores positivos do promotor do gene c-Kit. 77,78 A 
interacção do Spl com o promotor é considerada indispensável para a actividade 
máxima dessa mesma região promotora. 

A região proximal do promotor do c-Kit localiza-se numa posição situada entre -124 
e -83 do local de iniciação de transcrição. É possível encontrar reguladores positivos 
e negativos deste promotor num intervalo de 5,5 Kb a jusante do tocai de iniciação 
de transcrição. Importa referir, neste contexto, que no melanoma humano o 
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potencial metastático se correlaciona com a perda de expressão quer do factor de 
transcrição AP-2 quer do c-Kit (facto, igualmente, verificado nos carcinomas).79 

Verificou-se, ainda, a existência na região promotora do c-Kit de locais de ligação 
funcionais para o AP-2, pelo que a re-expressão de AP-2 nas células de melanoma 
restabeleceria a expressão endógena de c-Kit e suprimiria nestes casos a 
tumorigenicidade e potencial metastático dos melanomas. 

Num outro plano de funcionamento, para além de uma regulação celular do c-Kit 
específica para cada tipo de células, os níveis de RNAm e de proteína do c-Kit são 
modulados por outras citocinas. O GM-CSF, apesar de promover sinergisticamente 
com o SCF o crescimento de células mielóides, promove per se uma perda de 
expressão do c-Kit nas referidas células mielóides. Também a IL-4 (nos 
mastócitos), o TGF-beta e o TNF-alfa (nas células hematopoiéticas precursoras), o 
interferão-gama (nas células eritróides progenitoras) e a IL-1 (nas células 
endoteliais) promovem uma down-regulation do RNAm do c-Kit.80 O aumento da 
expressão do SCF nas células endoteliais por acção da IL-1 sugere, ainda neste 
contexto, a importância da relação entre c-Kit e SCF na inflamação da parede 
vascular. 

A regulação da expressão do c-kit também ocorre ao nível do turnover da proteína 
do c-kit.81 A ligação do SCF ao C-kit condiciona uma endocitose do receptor 
(dependente da actividade enzimática do domínio cínase), ubiquitinização e 
degradação. A activação do receptor resulta na sua clivagem, com subsequente 
libertação do domínio extracelular solúvel. 

3.3 ISOFORMAS DE SCF 

O SCF existe na forma solúvel e na forma ligada a membrana (Figura 5), como 
resultado de um splicing diferencial e de uma clivagem proteolítica.82,83'84-85 O 
splicing alternativo do RNAm (resultando em delecção ou inclusão do exão 6) leva à 
produção de duas isoformas transmembranares de SCF, nomeada e 
respectivamente o SCF 220 e o SCF 248. Uma proteólise rápida do SCF 248 origina 
SCF solúvel que pode formar dímeros em solução. Um segundo local de clivagem, 
codificado pelo exão 7, conduz a uma proteólise lenta do SCF 220, originando, de 
igual forma, SCF solúvel. A forma de SCF ligada a membrana forma dímeros que 
parecem ser importantes para a função do c-Kit. 

N N BJSISP N H V\ ^Ui^MLÏ) S5KSU™» 
Figura 5. Isoformas transmembranares do SCF 73 
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3.4 ISOFORMAS DE C-KIT 

Sete isoformas do c-Kit foram já identificadas (Figura 6). 86-87-88 Quatro delas 
resultam de splicing alternativo do RNAm e caracterizam-se pela presença ou 
ausência de uma sequência tetrapeptídica - GNNK - na região justamembranar do 
domínio extracelular e, ainda, pela presença ou ausência de um resíduo de serina 
na região intercinásica do domínio citoplasmático.89,90,91 Estudos posteriores indicam 
que as isoformas GNNK+ e GNNK- são coexpressas na maioria dos tecidos, com um 
predomínio desta última, embora não tenha sido observada qualquer correlação 
entre a expressão de uma determinada isoforma e os diferentes parâmetros clínico-
biológicos estudados.43,92 Noutro estudo que analisou a saturação da ligação c-Kit-
SCF não se demostrou qualquer divergência na afinidade das diferentes isoformas 
para o SCF, sendo que nenhuma delas evidenciou fosforilação da sua tirosina sem 
ligação prévia ao SCF.93 Após ligação ao SCF, a isoforma GNNK- sofreu um nível 
mais elevado de fosforilação da sua tirosina, foi mais rapidamente internalizada e 
activou de modo mais intenso a cascata MAP-cínase, comparativamente à isoforma 
GNNK+. De forma contrastante, as duas isoformas demonstraram um nível idêntico 
de recrutamento da PI3-cínase e um nível idêntico de activação do c-Akt, efector a 
jusante {downstream) da PI3-cínase. Estes dados indicam que as isoformas do c-Kit 
diferem na sinalização e na função. Desconhecem-se, no presente, as 
consequências funcionais da presença ou ausência do resíduo S na região 
intercinásica do receptor. 
A isoforma solúvel do receptor - Kits - pensa-se ser criada por clivagem 
proteolítica do receptor e encontra-se presente em circulação sanguínea.94,95 O seu 
significado funcional, bem como a sua proveniência (isoforma GNNK+ e/ou 
isoforma GNNK-) encontra-se, ainda, por esclarecer. 
Por último, duas isoformas truncadas do c-Kit (tr-Kit) foram descritas em células 
neoplásicas de carcinoma de cólon e em espermátides murinas mediante o uso de 
promotores crípticos, respectivamente, nos intrões 15 e 16. 
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3.5 MUTAÇÕES DE C-KIT 

A proteína KIT é expressa e é indispensável para o crescimento e desenvolvimento 
dos mastócitos, melanócitos, células estaminais hematopoiéticas e células 
intersticiais de Cajal.40 A proteína KIT que não se encontra ligada ao SCF existe 
predominantemente como um monómero enzimaticamente inactivo ao nível da 
membrana citoplasmática da célula. O SCF existe, sobretudo, como um dímero 
bivalente, podendo ser expresso na superfície das células estromais ou libertado 
como uma molécula solúvel por clivagem proteásica. A ligação do SCF induz uma 
dimerização do KIT e uma auto-fosforilação da tirosina no domínio intracelular do 
receptor.96 Esta auto-fosforilação de resíduos específicos de tirosina cria locais de 
ancoragem para moléculas de transdução de sinal e induz ligação do substrato e 
fosforilação. Algumas vias de transdução de sinal como a via PI3K/AKT e a via JNK 
foram implicadas na mediação da mitogénese induzida pelo KIT.20 

Mutações que provoquem fosforilação constitutiva independente do ligando e 
activação do KIT transformam, in vitro, linhas celulares dependentes de factores 
de crescimento em linhas celulares que não se encontram estritamente 
dependentes de factores de crescimento e, para além disso, convertem, in vivo, 
tumores indolentes em tumores agressivos.97 Mutações somáticas causando 
activação constitutiva do KIT foram associadas a certas neoplasias como a 
mastocitose adulta ou pediátrica atípica e a maioria dos GIST.98-99 Estas mutações 
activadoras do KIT dividem-se em dois tipos (Figura 7): 
1- Mutações de tipo pocket enzimático, que alteram a sequência de aminoácidos 
que constituem directamente o local enzimático. 
2- Mutações do tipo regulador, que afectam a regulação da molécula de cínase. 
O primeiro tipo de mutações tem como exemplo a substituição D816V, 
característica da mastocitose adulta, que afecta a ansa de activação à entrada do 
pocket enzimático localizado no domínio cinásico do KIT. As mutações do tipo 
regulador (que ocorrem, por exemplo, nos GIST) , pelo contrário, não afectam a 
sequência de aminoácidos do local enzimático, mas sim a hélice inibitória 
justamembranar (cuja função é a inibição da molécula de cínase).100101102 Desta 
forma, inibindo esse papel inibidor de cínase promovido pela referida hélice, obtém-
se uma activação constitutiva do KIT. 
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Figura 7. Mutações do c-Kit73 

[DMP- Doença mieloproliferativa / LMA- Leucemia mielóide aguda / 
MAST- Mastocitose / LCTNK- Linfoma células T / NK] 

22 



3. INTRODUÇÃO 

Outros potenciais mecanismos de acção das mutações de tipo regulador 
correspondem a: 
• efeitos do acesso do substrato ao local enzimático; 
• efeitos na ligação ao KIT de moléculas reguladoras ou de transdução de 

sinal; 
• indução de dimerização independente do ligando, com subsequente 

autofosforilação e activação. 

No que se refere aos GIST, neste tipo de neoplasias as mutações envolvem o 
domínio justamembranar (exão 11) do c-Kit.66 As mutações pontuais oncogénicas 
somáticas deste mesmo c-Kit ao atingirem o domínio extracelular ou o domínio 
citoplasmático deste RTK activam-no constuti va mente, constituindo um 
acontecimento patogénico central em até 92% dos GIST. Estas mutações 
possibilitam que o receptor do c-Kit (SCF) fosforile vários substratos proteicos, 
activando as cascatas de tradução de sinal que regulam a proliferação celular, a 
apoptose, a quimiotaxia e a adesão celular. Importa, ainda, mencionar que as 
mutações mais comuns no GIST consistem em delecções in frame de vários codões 
e, menos usualmente, mutações pontuais e inserções. Sabe-se já, igualmente, que 
os dois tipos de mutações activadoras do c-Kit (mutações do "tipo regulador" que 
afectam a regulação da molécula tirosina-cínase e mutações do "tipo locus 
enzimático" que alteram directamente a sequência de aminoácidos que codificam o 
referido locus enzimático) respondem de forma diferente aos inibidores do c-Kit, 
pelo que se torna necessária, por forma a orientar a terapêutica, a classificação dos 
doentes com base nas mutações específicas de cada indivíduo.57 

A distinção entre estes tipos de mutações tem implicações terapêuticas.103 Alguns 
autores sugerem que as mutações somáticas do c-Kit são mais comuns em GIST 
malignos do que em GIST benignos, tendo sido proposto que as mutações no exão 
11 do c-Kit sejam consideradas como um factor de mau prognóstico.104 Outros, 
ainda, são da opinião que as mutações do c-Kit per se apresentam pouco 
significado prognóstico por dois motivos: 

as mutações em GIST com menos de 1 cm (GIST acidentalmente 
detectados) diferem das mutações em GIST com mais de 1 cm (GIST 
detectados clinicamente)105 

• as mutações nos GIST não se correlacionam com determinados parâmetros 
clinico-patológicos. 

Os inibidores da cínase do KIT que inibam inicialmente o local enzimático wild-type 
do KIT deixam de o fazer se, entretanto, ocorrer uma mutação (de tipo pocket 
enzimático) que altere molecularmente o dito locus enzimático. Pensa-se que esses 
inibidores de cínase do KIT que se ligam ao pocket enzimático wild-type também 
poderão bloquear a activação da região reguladora justamembranar (hélice 
inibitória) por mutações activadoras de tipo regulador. Estes dois tipos de mutações 
activadoras respondem de modo diferente aos inibidores da cínase do KIT, pelo que 
a determinação do tipo de mutação especificamente desenvolvida por cada 
indivíduo afigura-se como indispensável para melhor conduzir a terapêutica 
individual dos doentes.106 

3.6 ACTIVAÇÃO CONSTITUTIVA DE C-KIT 

A activação da tirosina-cínase do c-Kit dá-se de duas formas 107: 
• A activação da tirosina-cínase à qual se liga o c-Kit por mutação somática 

encontra-se bem documentada em determinadas neoplasias humanas: 
GIST; mastocitose; seminoma e em leucemia mielóide aguda (LMA)108; 

• A activação da tirosina cínase do c-Kit pode dar-se, pelo contrário, por 
activação parácrina ou autócrina, secundária à ligação do SCF ao c-Kit, o 
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que está postulado no cancro do pulmão de pequenas células e no cancro do 
ovário.62109 

No primeiro caso, a activação constitutiva (por mutações) do c-Kit ocorre em 
células neoplásicas SCF-dependentes em GIST do cólon (derivados das células 
intersticiais de Cajal) e em leucemias de mastócitos.110 No segundo caso,mutações, 
como no cancro do pulmão de pequenas células, que conduzem à perda do local 
proximal de ligação à membrana citoplasmática das cínases da família src (caso da 
cínase Lyn), levam a uma activação constitutiva do c-Kit com aumento da sua 
expressão.109111 A perda de expressão do c-Kit deve-se, essencialmente, a 
mutações com perda de função e ocorre, fundamentalmente, em melanomas e, 
ainda, in vitro, em algumas linhas de carcinoma de pequenas células do pulmão. 
79,112,113,114 

3.7 INIBIDORES TIROSINA-CÍNASE E EXPRESSÃO DE C-KIT 

O mesilato de imatinib (MI) é um antineoplásico de primeira geração que, 
funcionando como inibidor tirosina-cínase, inibe as actividades bioquímicas que 
resultam de mutações oncogénicas com ganho de função dos RTK de tipo I I I 
(Figura 8).115-116 

O CH3S03H 

Figura 8. Mesilato de imatinib (derivado do 2-fenilaminopirimidina)117 

O MI inibe especificamente três receptores tirosina-cínase: 1- o ABL; 2- o PDGFR; 
3- as cínases do c-Kit (estes dois últimos, receptores tirosina-cínase).118 Enumera-
se, por ordem respectiva, os três tipos de inibição específica de receptores RTK: 

1- A fusão inadvertida do gene bcr com o gene abl cria uma tirosina-cínase 
constitutivamente activada (tirosina-cínase bcr-abl) que transforma as 
células e, desta forma, condiciona o aparecimento de LMC.119120121 O MI 
liga-se ao local de ligação ao ATP do domínio cínase 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 blástica, em fase 
acelerada ou em fase crónica, após falha terapêutica do alfa-interferão.122123 

O MI também é usado para o controlo da recidiva de LMC após transplante 
alogénico de células estaminais, embora, como efeitos laterais, produza 
mielossupressão e recorrência de doença enxerto-versus-hospedeiro.124125 
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2- Numa percentagem de casos, as doenças mieloproliferativas crónicas têm 
uma activação constitutiva do gene para o receptor beta do factor de 
crescimento das plaquetas (PDGFRbeta), gene localizado no cromossoma 
5q33 que codifica um RTK. A activação constitutiva desse gene é devida a 
uma translocação t (5;12)(q33;pl3), associada com o gene de fusão ETVG-
PDGFRbeta. Nos doentes com doenças mieloproliferativas (policitemia vera / 
trombocitose essencial / mielofibrose idiopática) associadas a activação do 
PDGFRbeta o MI induz respostas terapêuticas duradouras.126 

3- Mutações activadoras com envolvimento do domínio transmembranar (exão 
11) de outro RTK de tipo I I I - o c-Kit - foram demostradas nos GIST. O MI 
é, desta forma, igualmente utilizado para o tratamento dos GIST malignos 
irressecáveis e/ou metastáticos (resistentes à quimioterapia 
convencional)127128 Nestes casos o MI induz em 53,7% dos doentes uma 
resposta parcial. Este fármaco 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 
mutações do "tipo regulador" do c-Kit respondem melhor ao MI que os GIST 
com mutação do "tipo locus enzimático". Uma minoria de GIST (10%) não 
apresenta mutações do c-Kit, sendo que 35% desses casos (desprovidos de 
mutações de c-Kit) apresentam mutações activadoras do PDGFR de tipo alfa 
(RTK de tipo I I I , à semelhança do c-Kit). ). Nos restantes 65 % de casos 
deste tipo de patologia nos quais não de detectam mutações do c-Kit este 
é, com probabilidade, fortemente activado por possíveis mecanismos não-
mutacionais, tal como por processos autócrinos de interacção c-Kit - . Outra 
hipótese mais remota aventada consiste em, estes mesmos GIST, possuírem 
mutações do c-Kit que ainda não consigam ser detectadas pelos métodos 
convencionais de rastreio de mutações (PCR e/ou SSCP).58 

Em resumo, os inibidores tirosina-cínase, ao inibirem as actividades bioquímicas 
que resultam de mutações oncogénicas com ganho de função, funcionam como 
anti-neoplásicos moleculares de primeira linha. Os avanços na genética das células 
somáticas e da bioquímica possibilitarão o desenvolvimento de anti-neoplásicos de 
segunda geração que inibirão selectivamente proteínas cuja presença dependa da 
ocorrência de mutações oncogénicas com ganho de função ou com perda de 
função.129-130 

Neste contexto, a inibição selectiva das tirosina-cínases pode ser actualmente 
considerada uma abordagem promissora na concepção de novos fármacos no 
domínio da Oncologia e já vem sendo utilizada em diferentes tipos de cancro. 
I3i,i32,i33,i34 E m c a r c j n 0mas mamários está já descrita perda de expressão do c-Kit, 
tanto por técnicas imunohistoquímicas como moleculares.135'136,137 Encontra-se, 
igualmente, em estudo a pesquisa de mutações com ganho de função na patologia 
mamária.39 

3.8 TUMORES MAMÁRIOS MESENQUIMATOSOS E EXPRESSÃO DE C-KIT 

À semelhança do protooncogene c-Kit, também o PDGF é um receptor tirosina-
cínase de tipo I I I e, como tal, apresentam um comportamento análogo. Foi 
demonstrada recentemente nos tumores filóides da mama (TF) a coexpressão do 
PDGF e do receptor beta do PDGF nos dois componentes tecidulares (epitélio e 
estroma) dos TF, apontando para uma clara interacção epitélio-estromal neste tipo 
de neoplasias. 
O PDGF é um potente mitogénio para células mesenquimatosas e, ao induzir a 
libertação macrofágica de TGF-p, estimula indirectamente a diferenciação de 
fibroblastos em miofibroblastos. In vitro, células da linha celular MCF-7 
transfectadas com Ras oncogénico estimulam, através do PDGF, a proliferação de 
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miofibroblastos mamários, pelo que Shao et ai. consideram o PDGF como o 
principal factor responsável pela iniciação da desmoplasia no cancro mamário e, 
ainda, um co-factor na iniciação de outras neoplasias mamárias, nomeadamente 
mesenqui matosas. 
O TF é uma neoplasia rara, constituindo 0,5% da totalidade das neoplasias 
mamárias, de natureza fibroepitelial, que se origina do estroma periductal do 
parênquima mamário. Caracteriza-se, essencialmente, por uma expansão e 
aumento da celularidade do componente estromal da mama, tendo sido 
recentemente descrita por Tavassoli et ai. uma neoplasia análoga - o tumor 
estromal periductal mamário - uma lesão rara com comportamento sarcomatoso de 
baixo grau, anteriormente incluída no subtipo histológico dos TF.143-144 Manifesta-se 
clinicamente como um tumor solitário unilateral facilmente detectado pela 
imagiologia (mamografia ou ecografia mamária), sendo a média etária das doentes 
atingidas de 45 anos de idade e a sua dimensão média estimada de 4,5 cm. Este 
tipo de lesão subclassifica-se histológica mente (com base na celularidade do 
estroma, na actividade mitótica e no padrão de crescimento) em TF benigno, TF 
maligno de baixo grau e TF maligno de alto grau. Esta subclassificação é altamente 
preditiva da evolução clínica esperada, pelo que o TF benigno apresenta uma 
probabilidade quase nula de metastização e, após excisão, recidiva localmente em 
apenas 2 1 % dos casos.145 Já o maligno de baixo grau metastiza em menos de 5% 
dos casos, com uma recidiva local de 46% dos casos. Finalmente, o 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 tendência, 
quando recidivam, em malignizar e, ainda, em invadir a parede torácica.146147 O TF 
maligno que metastize não responde satisfatoriamente a quimioterapia nem a 
radioterapia.148 

O papel da transição epitélio-mesenquimatosa (EMT) vem sendo referido quer nas 
neoplasias mesenqui matosas, quer nas neoplasias epiteliais. 
No parênquima mamário normal a transição epitélio-mesenquimatosa (EMT) 
compreende os seguintes elementos: 

- camada epitelial-mioepitelia! ductal; 
- lâmina basal; 
- zona envolvente, constituída por fibroblastos e por capilares; 

zona periférica, constituída por fibras elásticas (presentes no estroma 
periductal e ausentes no estroma intralobular) e, ainda, (no estroma 
periductal) por escassos linfócitos, plasmócitos e histiócitos (incluindo alguns 
histiócitos periductais - ocrócitos- que acumulam intracitoplasmaticamente 
pigmento lipofuscínico). 

Por mecanismos associados com a perda dos receptores de estrogénio e de 
progesterona e, ainda, com defeitos primários na organização das proteínas 
desmossómicas e citosqueléticas, a EMT sofre alterações profundas durante o 
processo de invasão estromal pelo carcinoma mamário.140 A produção estromal da 
protease estromelisina I I I enquanto factor de degradação da EMT foi, aliás, 
proposta como um dos marcadores iniciais de carcinoma invasor da mama, embora 
mais recentemente se tenha sugerido que toda a síntese de proteases produzida 
por uma determinada neoplasia pareça constituir, na verdade, uma reacção do 
hospedeiro contra o próprio tumor.141 Ainda assim, não deixa de ser curioso 
verificar uma disparidade no subtipo de factor de crescimento insulínico (IGF) 
produzido pelos fibroblastos do cancro de mama (IGF-2), por comparação com o 
subtipo de IGF produzido pelas células fibroblásticas do tecido mamário normal 
(IGF-1).142 Esta EMT, cuja ligação e interdependência com a expressão de c-Kit 
começa a ser esclarecida, é sede, como já referido, de múltiplas neoplasias 
mamárias, entre as quais se incluem os tumores filóides da mama.50 

Dada a progressão para sarcoma em alguns casos, o estroma dos TF vem sendo 
geralmente considerado como o elemento neoplásico e o epitélio como não-
neoplásico. Estudos de clonalidade inicialmente efectuados para cinco TF sugeriram 
que o estroma seria monoclonal e o epitélio policlonal.149150 Apesar disso pode ser 
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encontrado epitélio hiperplásico em alguns destes tumores e foi já descrita a 
associação com CLIS e CDISOE da mama.151 A hibridização genómica comparativa 
realizada em 18 tumores filóides revelou que as delecções em 3p e as inserções 
em l q constituíam as anomalias cromossómicas mais comuns neste tipo de 
tumores, podendo, igualmente, ser detectadas com frequência no carcinoma 
mamário.152'153'154,155 Tal sugere que os mesmos genes poderão estar envolvidos 
nestes dois tipos de patologia mamária. Existe, ainda assim, a possibilidade de que 
este tipo de tumores sejam, do ponto de vista genético, menos heterogéneos e, 
como tal, mais passíveis de mapeamento genético. 
Um estudo mais recente de imbalance alélico (AI) em TF, recorrendo ao estudo por 
microssatélites nos cromossomas l q e 3p, concluiu que o AI no epitélio destas 
neoplasias é tão comum como no estroma, pelo que, pelo menos em alguns deles, 
quer o estroma quer o epitélio são neoplásicos.156 Os dados deste mesmo estudo 
sugerem que, por vezes, as alterações genéticas no estroma e epitélio são 
discordantes. As duas teorias explicativas deste fenómeno são: 

1. os dois componentes do tumor apresentam origens clonais independentes; 
2. o estroma e o epitélio originam-se do mesmo clone e adquirem diferentes 

mutações durante a progressão tumoral. 
A baixa probabilidade de existência de mutações independentes no estroma normal 
adjacente e no epitélio, e por outro lado, a concordância de AI em alguns TF 
apontam a segunda teoria explicativa como sendo mais provável. 
Estudos recentes demonstraram que os TF malignos apresentam áreas focais de 
celularidade estromal aumentada, de preferência de localização subepitelial, que 
correspondem a áreas de imunorreactividade estromal de p53.157158159 

27 



4. OBJECTIVOS 

4. OBJECTIVOS 

28 



4. OBJECTIVOS 

OBJECTIVO PRINCIPAL 

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

OBJECTIVOS SECUNDÁRIOS 

Os objectivos secundários deste trabalho foram os seguintes: 
1. estudar as diferenças de expressão de c-Kit entre patologias benigna e 

maligna de mama; 
2. analisar o local de expressão celular de c-Kit 

(membranar/citoplasmática/nuclear); 
3. avaliar o papel desempenhado pelo c-Kit nos diferentes subtipos de 

carcinoma de mama (in s/tu/invasor); 
4. correlacionar a expressão de c-Kit com os parâmetros clínico-patológicos de 

carcinoma invasor de mama; 
5. identificar na patologia mamária potenciais alvos terapêuticos dos inibidores 

tirosina-cínase. 
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MÉTODOS: 

Casos 

Foram estudados retrospectivamente 55 casos representativos de patologias 
mamárias benignas (n=20) e malignas (n=35) diagnosticados e arquivados no 
Serviço de Anatomia Patológica do Hospital de SJoão (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-histoquímico. 
A Classificação histopatológica utilizada baseou-se na empregue por Grupos 
Internacionais de Consenso em patologia mamária 21160.161162: 

1. Patologia benigna [n° de casos]: 
• Adenose [3] 
• Tumor adenósico [3] 
• Papilomas múltiplos [2] 
• Fibroadenoma [2] 
• Tumor filóide benigno [10] 

2. Patologia maligna [n° de casos]: 
• Tumor filóide maligno [5] 
• Carcinoma ductal in situ (CDIS) [10] 
• Carcinoma ductal invasor sem outra especificação (CDISOE) [10] 
• Carcinoma ductal invasor outro tipo histológico (CDIO) [10] 

No que respeita à gradação das neoplasias malignas, esta foi realizada de acordo 
com o sistema de Nottingham.163164165 

O índice prognóstico de Nottingham determina-se da seguinte forma: 

IPN = 0,2 x Diâmetro + Estádio + Grau 

Diâmetro: em cm 

Estádio: 

Estádio A = 1 sem metástases ganglionares 
Estádio B = 2 três ou menos gânglios axilares do nível inferior ou um gânglio 
na mamária interna 
Estádio C = 3 quatro ou mais gânglios de nível inferior ou um gânglio apical ou 
um gânglio na mamária interna e do nível inferior simultaneamente 

Grau: 

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

A- Formação de túbulos 
Grau 1- mais de 75 % de formação de túbulos 
Grau 2- 10 a 75 % de formação de túbulos 
Grau 3 - menos de 10 % de formação de túbulos 

B- Tamanho nuclear 
Grau 1- tamanho normal (duas a três vezes o dos eritrócitos) 
Grau 2- núcleos de tamanho intermédio 
Grau 3- núcleos muito grandes, vesiculares, com nucleolus proeminentes 

C- índice mitótico (área de campo de 0,196 mm2) 
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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 l(Total): se A+B+C de 3, 4 ou 5 
Grau 2 (Total): se A+B+C de 6 ou de 7 
Grau 3 (Total): se A+B+C de 8 ou de 9] 

Anticorpo 

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 concentração de 1:60. 
Existem três anticorpos dirigidos "contra" o c-Kit, nomeadamente o Ab-1 
(Anticorpo monoclonal IgGl) , o Ab-2 (Anticorpo monoclonal IgGl) e o Ab-3 
(Anticorpo monoclonal de rato IgG2a).23 O determinante antigénico dos três 
anticorpos apresenta como peso molecular 145kDa. O Ab-1 tem como epítopo o 
quarto terminal azotado do domínio extracelular immunoglobulin-like (IL) do c-Kit, 
inibindo a dimerização do c-Kit induzida pelo SCF, sem condicionar inibição da 
ligação do SCF ao c-Kit. Este Ab-1 precipita, dessa forma, apenas o c-Kit 
monomérico. Quer a IgG intacta quer o fragmento Fab inibem de modo eficiente a 
autofosforilação tirosínica do c-Kit. Já o Ab-2 tem como epítopo o primeiro e 
segundo terminais azotados do domínio extracelular IL do c-Kit, inibindo a 
proliferação dos megacariócitos humanos dependentes do SCF (células M07e) e, 
ainda, inibindo a ligação do SCF ao c-Kit. Não afecta a indução da síntese de DNA 
condicionada pelo GM-CSF ou pela IL-3. Por último, o Ab-3 tem como epítopo o 
segundo terminal azotado do domínio extracelular IL do c-Kit, não inibindo, à 
semelhança do Ab-1, a ligação do SCF ao c-Kit. O Ab-3 precipita quer a forma 
"ocupada"quer a forma "não-ocupada" deste proto-oncogene. Qualquer um destes 
três anticorpos do c-Kit apresenta como localização celular o citoplasma ou a 
membrana citoplasmática, apresentando como controlo interno positivo os 
mastócitos do parênquima mamário, os mastócitos da derme da pele normal, ou os 
melanócitos da camada basal da epiderme, e como controlo externo positivo são 
usualmente utilizadas as células neoplásicas dos tumores germinativos testiculares. 
Os três, Ab-1, Ab-2 e Ab-3, encontram aplicações na Imuno-histoquímica (cortes 
de congelação ou blocos de parafina) e na Imunofluorescência. O Ab-2 pode, ainda, 
utilizar-se em Imunoprecipitação (apenas na forma livre do c-Kit). Nenhum dos três 
anticorpos pode ser utilizado em Western Blotting. O anticorpo utilizado no 
presente estudo pertence à classe Ab-1, pelo que inibe a dimerização do c-Kit 
induzida pelo SCF (sem inibir a ligação do SCF ao c-Kit), precipitando, deste modo, 
apenas o c-Kit monomérico. 

Imuno-histoquímica 

O estudo imuno-histoquímico dos cortes seriados correspondentes aos casos em 
estudo foi efectuado utilizando métodos padronizados. Os cortes efectuados com 4 
iam de espessura foram montados em gelatina (Merck, Darmstadt, Alemanha) e em 
12-hidrossulfato de potássio crómico ( I I I ) , secos a 37°C e desparafinizados com 
xileno. A peroxidase endógena foi bloqueada com peróxido de hidrogénio em 
metanol durante 10 minutos. Previamente à incubação com o anticorpo primário, os 
cortes foram submetidos a recuperação antigénica com a utilização de solução 
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 específico (Ultravision block; Lab Vision Corp., 
Fremont, USA) e incubados com o anticorpo primário (c-Kit, anticorpo monoclonal, 
Novocastra Immunohistochemistry, Newcastle, U.K., T-595, 1:60). As restantes 
etapas do estudo imuno-histoquímico foram realizadas utilizando um sistema de 
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detecção antigénico imunoenzimático baseado no método da estreptavidina -
biotina (Kit UltraVision Large Volume Detection System Anti-Polyvalent HRP, Lab 
Vision Corp., Fremont, EUA). Finalmente, após lavagem em PBS, procedeu-se a 
uma coloração dos referidos cortes seriados com hematoxilina de Harris, 
desidratação, limpeza e, por último, montagem em resina sintética. Como controlo 
interno positivo da referida técnica imuno-histoquímica foram utilizados os 
mastócitos do tecido mamário normal e como controlo externo positivo foi utilizada 
uma lâmina correspondente a um caso de tumor estromal gastrointestinal (GIST) 
positivo para o c-Kit. 

Gradação da ímunorreactividade do c-Kit 

A avaliação em termos gradativos da ímunorreactividade das células mamárias 
"para" o c-Kit foi efectuada com base na gradação proposta por Makhlouf et ai.166 

Atendendo à percentagem de células epiteliais e/ou estromais com marcação 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 os casos positivos (score 2+ e 3+), a média do grau de ímunorreactividade 
epitelial e/ou estromal "para" o c-Kit, à semelhança do estudo efectuado por Chui 
X er ai. no âmbito da expressão de c-Kit em neoplasias mamárias.135 Para tal, 
determinou-se a média aritmética dos scores (0,1+,2+ ou 3+) observados em 
cada tipo de patologia mamária estudada, determinando-se, igualmente, o desvio-
padrão correspondente à média aritmética obtida. Esta média calculou-se, para 
cada tipo de patologia mamária estudada, através do somatório de todos os scores 
parcelares obtidos, dividido pelo número de casos estudados (referentes a cada um 
dos diferentes tipos de patologia). 

Análise estatística 

Os dados obtidos foram avaliados da seguinte forma: 
• a diferença entre as médias de variáveis contínuas (como a gradação da 

ímunorreactividade do c-Kit) foi calculada pelo teste-t de Student. O nível 
de probabilidade inferior a 0,05 (P) foi considerado como o limite de 
significância estatística. 

• o teste do %2 foi utilizado para avaliar uma possível associação entre a 
expressão do c-Kit e os parâmetros clínico-patológicos dos 55 casos de 
patologia mamária. Neste teste foi adoptado um intervalo de 95% de 
confiança e os resultados foram considerados estatisticamente significativos 
para valores de P inferior a 0,05. 

A informação colhida e registada foi processada segundo as normas éticas em vigor 
no Serviço de Anatomia Patológica do Hospital de São João. 
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DADOS CLIN ICO-PATO LÓGICOS 

A média etária das doentes às quais correspondiam os referidos 55 casos foi na 
patologia benigna de 40,5 anos (intervalo 28-70 anos), nos tumores filóides 
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 etária global das doentes foi de 54,3 anos 
(intervalo 28-85 anos). 

Nos 30 casos de carcinoma mamário estudados, a gradação nuclear e de 
diferenciação (respectivamente para o carcinoma in situ e para o carcinoma 
invasor) encontrou-se assim distribuída: 

- 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 diferenciação, 30% [3/10] de 
grau II de diferenciação, 50% [5/10] de grau I I I de diferenciação. 

- CDIO: 40% [4/10] de grau I de diferenciação, 20% [2/10] de 
grau I I de diferenciação, 40% [4/10] de grau I I de diferenciação. 

Em média, o índice prognóstico 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. 

EXPRESSÃO DO C-KIT 

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

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

Tabela 5: Resultados globais da imunorreactividade epitelial "para" 
lesões benignas e 35 lesões malignas estudadas 

c-Kit das 20 

Número ositividade N< 
para" c-Kit "para" c-Kit 

Patologia 
benigna 

20 70% 30% 

Patologia 
maligna 

35 8,6% 91,4% 

TOTAL 55 3 1 % 69% 

Em relação à gradação da imunorreactividade "para" o c-Kit e sua localização, 
observámos que nos tumores filóides a marcação era essencialmente estromal, 
com maior imunorreactividade nos casos malignos. Nas demais patologias 
verificamos que a marcação era epitelial com predomínio nas lesões benignas 
(exceptuando-se os casos de tumores filóides (Tabela 6). 
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Tabela 6: Resultados globais da imunorreactividade "para" c-Kit das 55 lesões 
mamárias segundo a localização epitelial ou estromal da marcação 
Lesão Imunorreactividade 

epitelial do c-Kit 
Imunorreactividade 
estromal do c-Kit 

Positividade 
"para" c-Kit 

Negatividade 
"para" c-Kit 

Benigno 2,3±0,7 0,7±0,3 80% 20% 

Tumor 
filóide 

benigno 

2,1±0,9 1,1±0,9 40% 60% 

Tumor 
filóide 

maligno 

0,4±0,6 2,6±0,4 100% 0% 

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 mamário normal 

No que respeita aos 55 casos cuja imunorreactividade para o c-Kit foi estudada, 7 
(12%) não apresentavam tecido mamário normal e 48 (88%) tinham 
representação de parênquima mamário sem alterações histológicas (Figura 16). 
Desses 48 casos, 29 (60%) apresentavam positividade nas células epiteliais "para" 
o c-Kit, 16 (34%) eram negativos. No que se refere à positividade "para" o c-Kit no 
estroma do tecido mamário normal, nenhum dos 48 casos observados apresentou 
imunolocalização estromal. Em termos comparativos, no que importa às diferenças 
de imunorreactividade epitelial do tecido mamário normal adjacente às diferentes 
patologias estudadas: na patologia benigna essa imunorreactividade foi positiva em 
60% dos casos e negativa em 40% dos casos; nos tumores filóides 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-histoquímico das lesões mamárias benignas permitiu detectar uma 
gradação global da imunorreactividade estromal do c-Kit de 2,3+0,7 (Tabela 7 e 
Figura 9). Excluindo os tumores filóides, 80% dos casos (8/10) evidenciaram 
positividade "para" o c-Kit, nos quais se incluíam todos os 5 casos de 
adenose/tumor adenósico (Figura 17). Foi, de igual forma, neste último tipo de 
patologia benigna que se observou uma ausência completa de imunorreactividade 
para o c-Kit nas células estromais. Dos 20 casos de patologia benigna estudados 
em três tumores filóides observámos 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 LESÕES BENIGNAS E MALIGNAS DE MAMA 

Patologia Número de Gradação da imunorreactividade do c-Kit (média ± 
Mamária casos desvio-padrão) 
Benigna 20 2 ,3+0,7* 
Filóide 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 lesões benignas e 
malignas de mama 

Tumores filóides 

No que respeita aos 15 casos de tumores filóides 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 filóides malignos de baixo grau o padrão de 
crescimento foi, pelo menos, focalmente infiltrative a celularidade estromal foi em 
todos de moderada a elevada, o número médio de mitoses observadas nas células 
estromais foi de 7/10 cg.a. e, por último, o número médio de mitoses evidenciadas 
nas célula epiteliais foi de 3/10 c.g.a (Tabela 8). 

Tabela 8: Classificação histológica dos tumores filóides e expressão de c-Kit 

CASO TIPO PC CS MS ME C-KIT LOCAL 
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 5 0 0 
15 B 0 1 0 0 0 
16 B 0 0 0 0 0 
17 MBG 1 1 2 1 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- subepiteiial 

Tipo histológico 
(TIPO) 

benigno (B) 
maligno baixo grau (MBG) 

Celularidade estromal: moderada (0) 
(CS) elevada (1) 

muito elevada (2) 

Padrão de crescimento: expansivo (0) 
(PC) infiltrative focal (1) 

infiltrativo (2) 

Mitoses estromais: 0 mitoses/10 cg.a (0) 
(MS) 0-5 mitoses/10 c.g.a (1) 

5-10 mitoses/10 c.g.a (2) 
>10 mitoses/10 c.g.a (3) 

Mitoses epiteliais: 0 mitoses/10 c.g.a (0) 
(ME) 0-5 mitoses/10 c.g.a (1) 

5-10 mitoses/10 c.g.a (2) 
>10 mitoses/10 c.g.a (3) 

Gradação da imunorreactividade do c-Kit ): 
0% células tumorais com marcação (0) 

<25% células tumorais com marcação (1+) 
25-50% células tumorais com marcação (2+) 

>50% células tumorais com marcação (3+) 

Relativamente aos 15 casos de tumores filóides estudados, demonstrámos uma 
positividade "para" o c-kit em 6 0 % dos casos (9/15). Dos 9 casos positivos "para" o 
c-Kit 55% (5/9) eram tumores filóides malignos de baixo grau e 4 5 % (4/9) eram 
tumores filóides benignos. Dos 6 casos negativos "para" o c-Kit todos eles 
correspondiam a tumores filóides benignos (Figuras 19 e 20). Um outro dado a 
acrescentar consistiu no facto de 6 0 % (3/5) dos 5 casos de tumores filóides 
malignos de baixo grau apresentarem uma positividade forte "para" o c-Kit de 
localização preferencialmente subepiteiial (Tabela 9) (Figuras 21,22,23 e 24). 

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

Patologia Mamária Número de Gradação da imunorreactividade do c-Kit 
casos (média + desvio-padrão) 

Tumor filóide benigno 10 1,1+0,9* 
Tumor filóide maligno 
baixo grau 

5 2,6±0,4* 

Tumor filóide (geral) 15 1,6±0,6* 
• P = 0,01 

Patologia maligna 

No que se refere à patologia mamária maligna observa-se que, no caso de 
exceptuarmos os 5 casos de tumores filóides malignos de baixo grau, na restante 
patologia maligna de mama só em um caso (1/35) se evidencia imunorreactividade 
"para" as células estromais (posta em evidência no único caso de carcinoma 
metaplásico ma má rio do presente estudo). 
Um segundo resultado obtido relativamente aos casos de patologia maligna 
estudados refere-se ao CDIS, no qual em 2 0 % dos casos se observa positividade 
"para" o c-Kit (Figura 25). Em CDISOE em 10% (1/10) dos casos há evidência de 
positividade "para" o c-Kit (Figura 26). Pelo contrário, em nenhum dos casos de 
CDIO estudados se encontrou evidência de imunorreactividade "para" o c-Kit. Outro 
resultado obtido neste estudo consistiu na observação de que no CDIS há perda 
contínua de expressão 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 há um contínuo de perda de expressão do c-Kit, 
pois observamos que no CDIS puro a imunorreactividade média é de 0,6+0,4, no 

38 



6. RESULTADOS 

CDIS com componente invasor a imunorreactividade média é de 0,5±0,3 e no 
carcinoma invasor puro essa média corresponde a 0,3±0,2. 

Tabela 10: ESTUDO COMPARATIVO DE IMUNORREACTIVIDADE EPITELIAL 
DO C-KIT ENTRE LESÕES MALIGNAS DE MAMA (exceptuando tumores 
filóides malignos! 

Patologia 
Mamária 

CDIS puro 

Numero 

10 

Gradaçac imunorreactividade do c-Kit (média 
desvio-padrão) 

0,6±0,4* 
CDIS + invasor 0,5+0,3* 

Invasor puro 11 0,3+0,2* 
• P = 0,01 

Figura IO: Imunorreactividade epitelial do c-Kit em lesões malignas de mama 

1,2 
1 

0,8 
0,6 
0,4 
0,2 

o 
o i 

o 
i i i i 

CDIS puro CDIS + 
invasor 

Invasor puro 

Imunolocalizacão celular de c-Kit 

Outro dado obtido consiste na diferença de localização celular da expressão dos 
casos positivos "para" o c-Kit (Figura 11). Em termos globais, 64% dos 17 casos 
positivos para c-Kit apresentavam imunorreactividade predominantemente 
citoplasmática, 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 
localização predominantemente citoplasmática e 4 (29% dos casos) evidenciavam 
localização predominantemente nuclear. Já no CDIS observaram-se 50% (1/2) de 
casos citoplasmáticos e 50% (1/2) de casos nucleares; enquanto que no carcinoma 
invasor o único caso positivo "para" c-Kit apresentava imunolocalizacão nuclear. 
Não se observou marcação membranar "para" o c-Kit em nenhum dos 55 casos 
estudados do ponto de vista imuno-histoquímico. 
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Figura 11: Imunolocalização celular de c-Kit 

Correlação da expressão de c-Kit e parâmetros clínico-patolóaicos 

Posteriormente, e recorrendo ao teste do %2, avaliou-se uma possível associação 
entre a expressão do c-kit e os parâmetros clínico-patológicos dos 20 casos de 
carcinoma invasor mamário. Há parâmetros que funcionam como factores de 
agressividade tumoral (caso do tamanho tumoral, do grau de diferenciação, da 
expressão de receptores de estrogénio ou do subtipo histológico) e outros que 
funcionam como índices relacionados com a capacidade de metastização (caso da 
invasão ganglionar). Nos 10 casos de CDSOE e nos 10 casos de CDIO estudados e 
correlacionados do ponto de vista clínico-patológico não se observou associação 
estatisticamente significativa entre a expressão imuno-histoquímica do c-Kit e os 
parâmetros clínico-patológicos estudados. Em particular, não se observou 
associação entre a expressão de c-Kit e a expressão de c-erb-B2 (subunidade de 
receptor de factor de crescimento), o grau de diferenciação e o "status" hormonal. 
De igual modo, não foi possível estabelecer uma correlação entre a expressão 
epitelial de c-Kit e o IPN do carcinoma invasor (Tabela 11). 
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Tabela 11 : Correlação entre a expressão de c-Kit e os parâmetros clínico-
patológicos do carcinoma invasor mamário 

Parâmetros Número de 
casos 

GIRE 
(média) 

P-
value 

Estatuto menopáusico 
• Pré-menopáusico (< 50 anos) 4 1,3 + 0,3 NS 
• Pós-menopáusico ( > 50 anos) 16 0,4 + 0,4 NS 

RE 
• (-) 10 1,1 + 0,4 NS 
• (+) 10 0,5 + 0,5 NS 

c-erb B2 
• (-) 14 0,6 + 0,2 NS 
• (+) 6 0,2 + 0,1 NS 

Imagiologia 
L • sem calcificações 11 0,2 + 0,2 NS 

• com calcificações 9 0,3 + 0,3 NS 
Subtipo histológico 

• CDISOE 10 1,1 + 0,4 NS 
• CDIO 10 0,5 + 0,4 NS 

Grau de diferenciação 
u • l 6 0,3 + 0,2 NS 

• I I 5 1,0 + 0,8 NS 
• I I I 9 1,0 + 0,7 NS 

Tamanho tumoral 
• T l 8 0,9 + 0,1 NS 
• T2 9 0,7 + 0,2 NS 
• T3 0 0,0 + 0,0 NS 
• T4 1 1,0 + 1,0 NS 

Invasão ganglionar 
• (-) 11 0,6 + 0,4 NS 
• (+) 9 1,1 + 0,9 NS 

Invasão venosa e/ou linfática 
• (-) 10 0,7 + 0,3 NS 
• (+) 10 0,9 + 1,1 NS 

IPN (índice prognóstico de 
Nottingham) 

• < 3,4 (bom prognóstico) 4 0,9 + 0,2 NS 
• 3,4 - 5,4 (prognóstico 

intermédio) 
9 0,6 ± 0,4 NS 

• > 5,4 (mau prognóstico) 5 1,1 ± 0 , 5 NS 

NS - sem significância estatística 

Fotografias de casos seleccionados 
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Figura 16. Epitélio mamário normal (400x) 
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Figura 18. TF benigno com marcação epitelial predominante (200x) 

lu H J": 
« i , -

.".Mi 
"Vil?-

«t'A;».' . . . . . 4.*? iL«"r>" ■ ■ ■ -

'» V > Hfj fV f« :■ ' ■•' C ; ■ ,£ ■■■' \ 

:,; «ri*?4 

' •- - v.; {>'/ 'A' ; 

Figura 19. TF benigno com marcação subepitelial (200x) 
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Figura 20. TF benigno com marcação subepitelial (400x) 
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Figura 21. Tumor filóide maligno de baixo grau (200x) 
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Figura 22. Tumor filóide maligno de baixo grau (400x) 
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Figura 23. TF maligno bx grau com marcação subepitelial (200x) 



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

Figura 25. CDIS de alto grau nuclear (400x) 
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A perda de expressão do c-Kit observada para o carcinoma mamário neste 
trabalho (a corroborar resultados publicados anteriormente 158-1S9.167-168) é 
comparável à perda de expressão de c-Kit no carcinoma tireoideu observada em 
1995 por Natali et ai. De acordo com esse estudo, o SCF não é mitogénico, per se 
ou em conjugação com a TSH, em culturas primárias de tirócitos, o que indica que 
na carcinogénese tireoideia a interacção SCF - c-Kit poderá controlar a 
diferenciação do tirócito e não a sua divisão celular. Este facto explicaria a perda de 
expressão de c-kit na transformação neoplásica do epitélio da glândula tireóide e 
pode ajudar na compreensão dos resultados obtidos no presente trabalho. Tal 
deve-se ao facto de a patologia molecular do cancro de mama, também no que 
respeita à expressão do c-Kit, se enquadrar num conceito-chave da Biologia 
Molecular8: 

• de acordo com este conceito, um mesmo RTK pode, em diferentes células, 
desencadear respostas biológicas contrárias, o que explica que as tirosina 
cínases fms ou src controlem a mitogénese ou a diferenciação, dependendo 
do tipo de célula em que se expressam.169170 Dito de outra forma, segundo 
uma perspectiva que mais interessa ao presente estudo, tal explicaria o 
facto de o c-Kit poder controlar a divisão celular no seminoma, na 
mastocitose, no GIST, no glioma ou no carcinoma pulmonar de pequenas 
células (nos quais se observa um aumento da expressão do c-Kit 56-109-171-172)f 
e, pelo contrário, no carcinoma mamário (no qual se constata uma 
diminuição dessa expressão de c-Kit) poder controlar não a divisão celular 
mas sim, eventualmente, a diferenciação celular. 

No tecido mamário normal a activação do c-Kit pode efectuar-se através de uma de 
duas formas: 

1. por ligação ao SCF (que funciona como um factor de crescimento) 
2. na ausência do seu ligando (SCF), por degradação da SHP-1, 

tirosina-fosfatase que regula negativamente a sinalização do c-Kit. 
40,41 

Daqui resulta que, no carcinoma mamário, a diminuição da expressão do c-Kit 
poderá atribuir-se a um de dois mecanismos: 

1. delecção, por mutação, do c-Kit ou do seu ligando SCF; 
2. inibição do c-Kit, por sobreexpressão de tirosinas-fosfatases como a SHP-

l.42 

Apesar de ser possível considerar que, nalguns casos de carcinoma mamário agora 
estudados, a ausência de imunorreactividade do c-Kit possa ter sido devida à 
presença de proteína resultante de c-Kit mutado não detectada pelo anticorpo 
monoclonal utilizado, a diminuição da expressão do c-Kit no carcinoma mamário 
pode indicar que durante a transformação maligna do epitélio mamário outros 
factores de crescimento concorrem para a diminuição de expressão do c-Kit. 

Ainda se encontra por esclarecer de que modo a interacção do c-Kit com RTK para 
outros factores de crescimento influencia o grau e tipo de resposta ao SCF. As 
recentes aproximações feitas em relação a esta questão apontam para uma 
sinergia do binómio SCF - c-Kit especificamente com os factores de crescimento IL-
1, IL-3, IL-4 e IL-7 e, ainda mais recentemente, com o factor de crescimento 
derivado das células estromais mamárias de tipo 1-alfa (SDF-la), uma a-
quimiocina liganda do CXCR4 que é, ele próprio, um potente agente de quimiotaxia 
de células progenitoras.32,173 Partindo da premissa de que 60-70% dos cancros de 
mama apresentam sobreexpressão do receptor de estrogénio (RE), descobriu-se 
em 2002 que o SDF-la é um mediador do efeito mitogénico do estradiol no 
carcinoma mamário e que o CXCR4 é um importante regulador de migração e 
metastização nos cancros de mama e ovário.174 Uma abordagem promissora no 
tratamento do carcinoma mamário consistiria no desenvolvimento de um inibidor 
do CXCR4 (receptor do SDF-la). Já a outra citocina cuja interacção com o SCF - c-
Kit mais vem sendo estudada, a IL-4 (produzida nos linfócitos e nos mastócitos do 
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tecido mamário), julga-se que possa inibir a proliferação estrogénio-dependente do 
carcinoma de mama.175 Será que a interacção destas duas citocinas com o binómio 
SCF - c-Kit poderia no cancro mamário, por diminuição da expressão da IL-4 
conjugada com um aumento da expressão do SDF-la, conduzir à perda de 
expressão de c-Kit evidenciada neste tipo de neoplasia? Coloca-se, de momento, 
esta hipótese que carece de fundamentação por um estudo a efectuar 
posteriormente. 

Em 1996, Nishida et ai. demonstraram supressão do crescimento da linha celular 
MCF-7 após introdução de c-kit no meio de cultura, o que estava de acordo com a 
ausência de expressão desta proteína nos carcinomas mamários, conforme 
observámos neste estudo.176 Entretanto, outros estudos têm demonstrado, 
contrariamente ao observado in vivo, aumento da expressão do c-Kit em linhas 
celulares mamárias neoplásicas. Um desses estudos in vitro demonstrou, de igual 
forma, a necessidade de estradiol e/ou de IGF-1 (factor de crescimento da família 
do EGF) para o crescimento de certas linhas celulares de carcinoma mamário.177 

Neste estudo, linhas celulares de MCF-7 (que expressa naturalmente SCF) 
transfectadas com um vector de expressão de c-Kit, na presença de IGF-1, não 
precisaram da activação do c-Kit pelo SCF para o seu crescimento. Daqui resulta 
que, não havendo ligação do SCF ao c-Kit, aumentam os níveis da forma livre (não-
ligada ao SCF) de c-Kit, o que traduz um aumento da expressão 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 activação do c-Kit pelo SCF para a sua proliferação. Daqui 
resulta que, através da ligação do SCF ao c-Kit, diminuem os níveis da forma livre 
de c-Kit, o que traduz uma diminuição da expressão de c-Kit. In vitro a presença 
simultânea de SCF, de c-Kit e de estrogénio é indispensável para o crescimento do 
carcinoma mamário, como comprovado pelo efeito descrito para o anticorpo anti-c-
Kit. Este anticorpo inibe o crescimento do cancro de mama pois, na presença de 
SCF e estrogénio, mesmo que o estrogénio active o SCF, este último deixa de poder 
ligar-se ao c-Kit, seu receptor. Este anticorpo monoclonal contra o SCF ao ligar-se 
ao SCF, impede a ligação deste ao c-Kit e, de seguida, a formação da ansa 
autócrina SCF- c-Kit, evitando, assim, a activação das vias da MAP cínase e da PI3 
cínase e, finalmente, impedindo a activação (por amplificação e sobreexpressão) da 
família de ligandos dos EGFR. Assim sendo, para a proliferação de uma linha celular 
MCF-7 torna-se necessária a interacção em simultâneo de três mediadores: o SCF, 
interagindo com o c-Kit, e, ainda, o estrogénio (usualmente do subtipo estradiol). 
Para uma melhor compreensão dessa interacção será necessário aprofundar o 
conhecimento actual da regulação do splicing alternativo do SCF e da proteólise do 
SCF solúvel/ SCF ligado à membrana.85-90 

Outro resultado obtido neste estudo consistiu na observação de que no CDIS há 
perda de expressão do c-kit quando transitamos do grau nuclear intermédio para o 
alto grau nuclear, tal como evidenciado em estudos prévios para outros 
oncogenes.178179'180'181'182'183'184185 Quer no CDIS puro, quer no CDIS com 
componente invasor, quer no carcinoma invasor puro há um contínuo de perda de 
expressão 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 o CDIO sem CDIS) uma elevada concordância na expressão de 
c-Kit no componente in situ (imunorreactividade epitelial de 0,5+0,3) e no 
componente invasor deste tipo de neoplasia mamária (imunorreactividade epitelial 
de 0,5+0,3). Estes resultados permitem afirmar que, com probabilidade, não se 
observa conversão de cancros mamários c-Kit positivos em cancros mamários c-Kit 
negativos quando estas neoplasias se tornam invasoras. Já no que respeita ao 
estudo comparativo entre os CDIS puros, os CDIS com componente invasor e os 
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carcinomas invasores, verifica-se, à semelhança do previamente observado por 
Schmitt ef. ai para o c-erbB2, uma perda contínua de expressão de c-Kit quando 
"transitamos" do carcinoma intraductal para o carcinoma invasor. Tal poderá 
significar que: 

1. uma proporção dos carcinomas mamários invasores estudados pelo nosso 
grupo evoluem sem passagem por uma fase intraductal ou, em alternativa, 
não se relacionam com alterações da expressão génica no locus do c-Kit; 

2. alguns dos carcinomas mamários intraductais do presente estudo 
representam, com probabilidade, um estádio final de evolução da 
carcinogénese mamária, sem que se verifique, posteriormente, a aquisição 
de propriedades invasoras. 

No presente trabalho foi notória a perda de expressão de c-Kit quando transitámos 
do estudo imuno-histoquímico dos 10 casos de CDIS para o padrão de expressão 
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 já sido posto experimentalmente em evidência por Sternlicht et ai. que, na 
altura, explicara tal resultado baseando-se, igualmente, num mecanismo de acção 
parácrino, atribuído no CDIS à retenção ocasional de células mioepiteliais (facto 
nunca observado para o carcinoma invasor). Os estudos conduzidos por este grupo 
sugerem que, nesta circunstância, as escassas células mioepiteliais remanescentes 
apresentam um efeito supressor tumoral parácrino sobre as próprias células do 
carcinoma intraductal, inibindo, deste modo, a invasão do estroma mamário. Este 
efeito oncossupressor das células mioepiteliais parece, assim, centrar-se na sua 
capacidade de elaborar inibidores proteásicos que, deste modo, contrariam a 
invasibilidade das metaloproteinases (enzimas produzidas pelas referidas células do 
carcinoma intraductal). Também este último facto permite explicar, em primeiro 
lugar, a perda de expressão evidenciada neste estudo quando transitamos do CDIS 
puro para o CDIS com componente invasor e, ainda, quando transitamos deste 
último para o carcinoma invasor puro. Por último, tal permite, igualmente, 
explicar no estudo conduzido pelo nosso grupo a ausência de diferença de 
comportamento (estatisticamente significativa) entre a perda de expressão de c-Kit 
observada no CDIO e a perda de expressão deste mesmo RTK denotada no 
CDISOE, uma vez que ambas as neoplasias, apesar de distintamente 
subclassificadas do ponto de vista histológico, apresentam um comportamento 
invasor semelhante. 

No que se refere à localização da imunorreactividade do c-Kit esta foi, 
predominantemente, citoplasmática, em detrimento da localização nuclear ou 
membranar. A imunorreactividade citoplasmática predominante do c-Kit observada 
na generalidade dos casos estudados fica, com probabilidade, a dever-se a excesso 
de internalização da proteína KIT ou, em alternativa, a síntese anómala da proteína 
KIT que, impedida de alcançar a sua localização transmembranar, sofre acumulação 
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 
expressão de c-Kit no mesotelioma maligno apesar de os 37 casos estudados 
demonstrarem por imuno-histoquímica positividade para o c-Kit em localização 
exclusivamente nuclear, o estudo por RT-PCR desses casos não permitiu detectar 
RNAm do c-Kit. Como tal, concluiu-se que a imunorreactividade nuclear para c-Kit 
no mesotelioma maligno não corresponde a expressão do gene c-Kit e, pelo 
contrário, representa, com probabilidade, reacção cruzada do anticorpo utilizado 
contra determinadas proteínas nucleares. Um outro estudo recentemente efectuado 
demonstrou expressão nuclear de c-Kit em 25% dos casos de GIST estudados, dos 
quais 60% evidenciaram igualmente expressão de NSE (enolase específica de 
neurónio). Estes dados, acrescidos da previamente descrita imunolocalização 
nuclear de c-Kit em células normais de medula de supra-renal, sugerem que a 
expressão nuclear de c-Kit nos GIST é consistente com uma diferenciação neural. 
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Não sendo de admitir este tipo de diferenciação nos 18 casos de patologia mamária 
estudados com imunolocalização nuclear de c-Kit, resta-nos considerar a 
possibilidade de estarmos perante uma reacção cruzada do anticorpo anti-c-Kit IgG 
utilizado contra determinadas proteínas nucleares. 

No que se refere a um outra possível correlação estudada, não se observou no 
presente trabalho pelo teste do %2 uma associação estatisticamente significativa 
entre a expressão imuno-histocitoquímica do c-Kit e os parâmetros clínico-
patológicos estudados. Estes encontram-se já devidamente estabelecidos como 
factores de prognóstico de carcinoma mamário em diversos estudos. 18M87,i88,i89,i9o 
Em particular, não se observou associação entre a expressão do c-Kit com a 
expressão de c-erb-B2 (subunidade de receptor de factor de crescimento), o grau 
de diferenciação e o "status" hormonal, tal como descrito em dois estudos 
anteriormente efectuados.191,192 Também não houve correlação entre a expressão 
de c-Kit e o IPN dos carcinomas invasores. Num outro estudo recentemente 
publicado que investigava a expressão do c-kit e do c-erb-B2 em cancros da mama 
com mau prognóstico não foi possível correlacionar a expressão do c-Kit com a 
expressão de c-erb-B2, o grau de diferenciação, o "status" hormonal, a expressão 
de bcl-2 ou de p53 (marcadores histopatológicos de apoptose) ou a expressão de 
Ki-67 (MIB-1) (marcador histopatológico de proliferação celular).193 

No presente estudo não foram incluídos casos de patologia mamária em mama 
masculina por forma a confirmar ou infirmar os dados descritos na literatura que 
apontam para uma conservação da expressão de c-Kit na malignização da mama 
masculina, (contrariamente à perda de expressão de c-Kit verificada na mama 
feminina) como concluído, quer por imuno-histoquímica (IH), quer por hibridização 
in situ cromogénica (CISH).194 De um modo geral, a expressão de c-Kit em 
neoplasias de mama masculina acompanha-se, quase sempre, por positividade para 
a fosfotirosina no tecido mamário, o que sugere uma possível fosforilação dos 
resíduos de tirosina deste RTK. 

Relativamente aos 15 casos de tumores fílóides (TF) estudados, demonstrámos 
uma positividade "para" o c-Kit numa maioria dos casos observados, positividade 
essa observada, sobretudo, em TF malignos de baixo grau e, em menor número, 
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 localização preferencialmente subepitelial. 
Este achado confirma os dados da literatura que apontam para a presença de um 
índice mitótico mais elevado (um dos três critérios de malignidade do tumor filóide) 
no estroma subepitelial (ou, dito de outra forma, periductal) comparativamente ao 
estroma intralobular.21,195 Os resultados do nosso estudo demonstram a associação 
da expressão do c-kit com o potencial maligno dos tumores fílóides da mama. Os 
achados obtidos neste trabalho permitem, ainda, corroborar dados muito recentes 
obtidos por Sawyer et ai. que apontam, nestes TF malignos, para uma 
sobreexpressão estromal de c-Kit e de c-myc.196 

Dado o facto de, apenas como exemplo, também os mastócitos localizados no 
parênquima mamário apresentarem uma positividade forte "para" o c-kit (razão 
pela qual são utilizados como controlo interno do estudo imuno-histoquímico com o 
c-Kit), torna-se necessário, por forma a eliminar este e outros bias da correlação da 
expressão do c-Kit nos TF com o seu potencial maligno, recorrer, através de 
técnicas de biologia molecular, ao estudo de mutações (do tipo delecções in frame 
e outras) do c-Kit em tumores fílóides mamários. 
Pelo que resulta da observação dos resultados do presente estudo pode, em relação 
à expressão de c-Kit em neoplasias malignas da mama, constatar-se: 

• perda de expressão de c-Kit em neoplasias epiteliais malignas; 
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• aumento de expressão de c-Kit em neoplasias epitélio-mesenquimatosas 
malignas (nomeadamente, TF malignos de baixo grau). 

Tal diferença no padrão de expressão de c-Kit em neoplasias malignas de mama 
poderá dever-se ao facto de nos TF malignos se verificarem possivelmente 
mutações activadoras da expressão do c-Kit, enquanto que no carcinoma mamário, 
com probabilidade, se observam mutações activadoras da expressão de inibidores 
do c-Kit (caso do SHP-1, tirosina-fosfatase que inibe a tradução do sinal do c-Kit). 
Se assim se vier a comprovar, o envolvimento do c-Kit na carcinogénese dos TF 
malignos será primário e, pelo contrário, o envolvimento do c-Kit na carcinogénese 
dos carcinomas mamários será secundário (dependendo, primeiro, da acção de 
factores de crescimento como o IGF-1, e, só numa segunda fase, da desregulação 
da junção epitélio-estromal induzida pelo c-Kit, acontecimento que promoveria a 
degradação da lâmina basal e conduziria, por fim, à invasão do estroma adjacente). 

Esta diferença no padrão de expressão de c-Kit nas neoplasias epiteliais malignas e 
nas neoplasias epitélio-mesenquimatosas da mama pode ser corroborada pela 
observação do comportamento da 5-laminina, proteína de adesão célula-célula 
localizada na transição epitélio-mesenquimatosa (EMT) e com interligação 
molecular com a generalidade dos RTK (incluindo o c-Kit).197 Esta glicoproteína 
apresenta por estudo imunohistoquímico, à semelhança do c-Kit, uma perda de 
expressão nos carcinomas mamários e um aumento de expressão nos TF malignos. 
Igualmente por IH, um outro trabalho detectou a presença de endotelina-1 
(peptídeo vasoconstritor que estimula a síntese de DNA em células musculares lisas 
vasculares e em células estromais mamárias) no epitélio dos TF e a sua ausência 
nas células estromais.198 Esta observação sugere que a endotelina-1 produzida pelo 
componente epitelial dos TF pode exercer uma acção parácrina no sentido de 
estimular a proliferação das células estromais.199 Estudos morfométricos e 
histológicos posteriores apontam, de igual modo, para essa função parácrina do 
epitélio dos TF, tendo permitido evidenciar neste subtipo de tumores 
mesenquimatosos mamários um maior número de mitoses no estroma peri-epitelial 
(por comparação com o estroma localizado a maior distância do epitélio 
mamário).21 

Embora no presente estudo não tenha sido possível estudar o comportamento das 
proteínas estromais nas neoplasias mamárias e a sua relação com a expressão de 
c-Kit, existe já há algum tempo uma clara evidência de que alterações das 
proteínas do estroma mamário podem acompanhar lesões proliferativas da mama 
e, nomeadamente, a transformação carcinomatosa do epitélio mamário. U8<119<200 A 
tenascina, uma glicoproteína de matriz, é uma dessas proteínas, sendo produzida 
pelas células estromais sob duas isoformas : baixo (190 kDa) e alto (330 kDa) peso 
molecular. Esta última isoforma tem propriedades de anti-adesão, sendo o tipo 
predominantemente observado no estroma activado de alguns fibroadenomas, 
tumores filóides malignos e carcinomas invasores. A isoforma 190 kDa, pelo 
contrário, associa-se frequentemente à maioria das lesões benignas de mama e a 
hiperplasias atípicas. No mesmo sentido, Jones et ai. descreveram uma relação 
inversa entre a expressão de integrina e de tenascina em carcinoma mamários, 
enquanto que o grupo de Kaczmarek et ai. correlacionou determinadas isoformas 
oncofetais de fibronectina com a carcinogénese mamária.201,202 

Um outro dado que interessa particularmente na compreensão dos resultados 
obtidos no presente estudo consiste na descrição recente de expressão de receptor 
do PDGFB no estroma subepitelial do carcinoma mamário.203 Por imuno-
histoquímica observou-se no CDIS positividade ocasional do receptor do PDGFB nas 
células estromais subepiteliais em localização adjacente à membrana basal.204 Pelo 
contrário, nas regiões de CDISOE que apresentavam degradação da membrana 
basal observou-se uma positividade menos intensa das referidas células estromais. 
Os autores conclu iram, nesse sentido, que a ausência de receptor de PDGFB nas 
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células de carcinoma e a sua presença no estroma adjacente sugere uma 
estimulação parácrina do tecido estromal induzida pelas células epiteliais malignas 
do cancro da mama. Tal como observado para o PDGRB (RTK de tipo I I I , à 
semelhança do c-Kit), a ausência de expressão de c-Kit verificada neste trabalho 
nas células de carcinoma e a sua expressão no estroma justaposto sugere, 
igualmente, uma estimulação parácrina desse estroma pelas células do cancro de 
mama. 
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Em face da discussão dos resultados obtidos no presente estudo, é possível 
delinear as seguintes conclusões: 

1. A perda de expressão de c-Kit observada neste estudo nos casos de 
carcinoma mamário corrobora estudos anteriores e indica que, com probabilidade, 
durante a transformação maligna do epitélio mamário outros factores de 
crescimento concorrem para a diminuição de expressão do c-Kit; a ausência de 
imunorreactividade do c-Kit observada nos carcinomas estudados pode, com igual 
probabilidade, ter sido devida nalguns casos à presença de proteína resultante de 
c-Kit mutado não detectada pelo anticorpo monoclonal utilizado. 

2. A perda contínua de expressão de c-Kit evidenciada neste trabalho quando 
"transitamos" do carcinoma intraductal para o carcinoma invasor poderá significar 
que uma proporção dos carcinomas mamários invasores estudados pelo nosso 
grupo evoluem sem passagem por uma fase intraductal ou, em alternativa, não se 
relacionam com alterações da expressão génica no locus do c-Kit. Outra 
possibilidade explicativa consiste em alguns dos carcinomas mamários intraductais 
do presente estudo representarem, com probabilidade, um estádio final de evolução 
da carcinogénese mamária, sem que se verifique, posteriormente, a aquisição de 
propriedades invasoras. 

3. A imunorreactividade citoplasmática predominante do c-Kit observada na 
generalidade dos casos estudados fica, com probabilidade, a dever-se a excesso de 
internalização da proteína KIT ou, em alternativa, a síntese anómala da proteína 
KIT que, impedida de alcançar a sua localização transmembranar, sofre acumulação 
no citoplasma. A imunolocalização nuclear do c-Kit observada em alguns dos casos 
estudados poderá não corresponder a expressão do gene c-Kit mas, pelo contrário, 
representar, nalguns casos, reacção cruzada do anticorpo anti-c-Kit IgG utilizado 
contra determinadas proteínas nucleares. 

4. O estudo efectuado não demonstrou uma associação estatisticamente 
significativa entre a expressão imuno-histoquímica de c-Kit e os parâmetros clínico-
patológicos estudados. 

5. O aumento de expressão estromal de c-Kit observada neste estudo nos 
tumores filóides malignos de baixo grau, ao permitir uma associação da expressão 
do c-kit com o potencial maligno dos tumores filóides da mama, corrobora dados 
muito recentemente obtidos noutro estudo que apontam, nestas neoplasias, para 
uma sobreexpressão estromal de c-Kit. 
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No sentido de aprofundar a relação da expressão de c-Kit com a transformação 
maligna do tecido mamário neoplásico, colocam-se as seguintes perspectivas 
futuras de prossecução do presente estudo: 

1. A descoberta de um análogo do SCF poderia impedir a ligação do SCF ao c-Kit, o 
que inviabilizaria a constituição da ansa autócrina SCF-c-Kit. Desta forma, a 
activação das vias da MAP cínase e da PI3 cínase seria impedida, o que, finalmente, 
impediria a activação da família de ligandos dos EGFR (que compreende o c-erb-B2 
- EGFR do tipo 2).191'192193 Uma primeira perspectiva de continuação do trabalho 
descrito consiste em: 
- estudar, através de um modelo experimental, as possíveis vias de 
inibição da ansa autócrina SCF-c-Kit, no sentido de eslarecer os possíveis 
mecanismos de interacção dos diferentes ligandos do c-Kit. 

2. Visto que o SDF-la é um mediador do efeito mitogénico do estradiol no 
carcinoma mamário174 e a IL-4 (produzida nos linfócitos e nos mastócitos do tecido 
mamário), cuja interacção com o binómio SCF-c-Kit pode inibir a proliferação 
estrogenio-dependente do carcinoma de mama,175'207,208 uma segunda perspectiva 
futura deste estudo consiste em: 
- estudar, numa linha celular de carcinoma mamário ZR75-1 (linha celular 
com coexpressão natural de c-Kit e de SCF), a interacção entre a IL-4 e o 
SDF-la, no sentido de saber se, neste tipo de neoplasia, a IL-4 (inibidora 
do efeito mitogénico do estradiol no cancro de mama ) diminui os níveis de 
SDF-la (mediador do efeito mitogénico do estradiol). 

3. Sabendo-se da necessidade de presença simultânea in vitro do SCF, do c-Kit e 
do estrogenic seria igualmente interessante avaliar a importância relativa do IGF-
1, reconhecido factor de crescimento do carcinoma mamário, na interacção entre 
esses três 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 
interacção de SCF, de c-Kit, de estrogénio e de tamoxifeno (anti-
estrogénico), respectivamente, na presença e na ausência de IGF-1, por 
forma a comparar o efeito sobre o binómio SCF-c-Kit do estrogénio e do 
IGF-1. 

4. 
a) O tumor filóide (TF) apresenta semelhanças com o GIST (tumor estromal 
gastrointestinal): são ambos tumores mesenquimatosos raros que atingem 
essencialmente doentes de meia-idade.209,210 Sendo ambos tratados por excisão 
completa, frequentemente recidivam, obrigando a re-intervenções cirúrgicas e, 
mesmo quando histológica mente benignos, comportam-se não raras as vezes como 
clinicamente malignos.125 Para além disso, os dois tipos de tumores respondem mal 
à quimioterapia convencional. Em termos biológicos possuem afinidades: são 
ambos tumores com origem no estroma, com uma clara evidência de interacção 
parácrina entre o componente estromal e o componente epitelial.50 No caso do TF, 
essa interacção epitélio-estromal foi demonstrada recentemente pela coexpressão 
do PDGF e do receptor beta do PDGF nos dois componentes tecidulares.34 Na 
oncogénese dos GIST encontram-se envolvidas as células intersticiais de Cajal, 
células "pacemaker" do estroma gastrointestinal. 211,212 Encontra-se por descobrir 
no estroma mamário algum subtipo celular que funcione como possível homólogo 
das referidas células estromais de Cajal. É importante referir que se observa uma 
hiperplasia destas mesmas células intersticiais de Cajal 
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nos tumores estromais gastrointestinais familiares (FGIST).213 Os FGIST são 
tumores estromais gastrointestinais múltiplos e hereditários, com um padrão de 
transmissão autossómico dominante, tendo sido recentemente revelado o tipo de 
mutação germinativa que se verifica num dos dois alelos do protooncogene c-Kit e 
que condiciona o seu aparecimento: uma delecção in-frame do domínio 
justamembranar do c-Kit.66,214-215 Outra questão a equacionar do ponto de vista 
epidemiológico, e que permitiria estreitar a afinidade biológica verificada entre os 
GIST e os TF malignos, consiste em, como perspectiva futura do presente trabalho: 
- estudar a incidência de tumores mamários em doentes com tumores 
estromais gastrointestinais familiares (FGIST), para determinar um 
possível aumento da probabilidade de desenvolvimento de neoplasias 
epitélio-mesenquimatosas mamárias em doentes com este tipo de 
patologia. 

b) Sabendo-se que, por estudos imunohistoquímicos, ambos os tumores (Filóide e 
GIST) são 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-Kit57) e que há 
uma associação da expressão de c-Kit com o potencial maligno destes tumores 
estromais mamários, pretendemos estudar as mutações activadoras do c-Kit nestas 
neoplasias. A maioria das mutações recentemente descritas nos GIST envolvem o 
domínio justamembranar do c-Kit ao nível do exão 11, entre os aminoácidos 550 e 
560, e resultam numa activação constitutiva deste protooncogene. As mutações 
mais comuns no GIST consistem em detecções in frame de vários codões e, menos 
usualmente, mutações pontuais e inserções. Estando estas mutações do c-Kit 
envolvidas na progressão tumoral, julga-se que a caracterização do tipo de 
mutação específica verificada num determinado GIST poderá vir a constituir um 
marcador prognóstico deste e doutros tipos de tumores biologicamente afins.97,218 

Sabe-se já, igualmente, que os dois tipos de mutações activadoras do c-Kit 
estudadas no GIST (mutações do "tipo regulador" que afectam a regulação da 
molécula cínase e mutações do "tipo locus enzimático" que alteram directamente a 
sequência de aminoácidos que codificam o referido locus enzimático) respondem de 
forma diferente aos inibidores do c-Kit (inibidores selectivos das tirosina-cínases), 
pelo que se torna necessária, por forma a orientar a terapêutica, a classificação dos 
doentes com base nas mutações específicas de cada indivíduo.154 

Actualmente, a inibição selectiva das tirosina-cínases pode ser considerada uma 
abordagem promissora na concepção de novos fármacos no domínio da Oncologia e 
já vem sendo utilizado em diferentes tipos de cancro. 138,155 Os nossos resultados 
preliminares apontam para que o TF possa ser uma das neoplasias candidatas ao 
tratamento com estes fármacos. Os objectivos do futuro trabalho (já em curso) 
consistem em estudar as mutações específicas de doentes com TF de mama, no 
sentido de verificar qual a sua relação com o potencial maligno destes tumores. 
Procurará, deste modo, identificar-se a potencial população-alvo para os inibidores 
selectivos da tirosina-cínase. Em resumo, outra perspectiva futura de estudo 
consiste em: 
-estudar nos tumores filóides mamários as mutações activadoras no 
domínio inibidor justamembranar codificado pelo exão 11 do gene do c-Kit. 
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O cancro de mama é um dos três tipos de cancro mais frequentes na população 
europeia, sendo responsável por uma incidência de 200000 novos casos 
oncológicos por ano. Tal como noutro tipo de neoplasias humanas, os receptores 
tirosina-cínase (RTK) assumem um papel chave na carcinogénese mamária através 
da constituição de complexos homo-ou heterodiméricos funcionais que apresentam 
três domínios fundamentais: domínio extracelular de ligação hormonal; domínio 
transmembranar hidrofóbico; e, finalmente, domínio citoplasmático. O proto-
oncogene c-Kit (conhecido igualmente como CD 117) codifica o domínio tirosina-
cínase duma proteína transmembranar que funciona como um RTK do tipo I I I 
estruturalmente similar ao receptor do factor de crescimento derivado das 
plaquetas (PDGFR) e ao receptor do factor estimulador de colónias de tipo 1 (CSF1-
R). O gene do c-Kit compreende 21 exões localizados no cromossoma 4ql2. As 
tirosina-cínases constituem o domínio intracitoplasmático dos receptores dos 
factores de crescimento. Nas formas normais destes receptores, a actividade cínase 
sofre uma activação transitória quando o receptor complexa com o seu factor de 
crescimento específico. Dá-se, então, uma dimerização do receptor seguida por 
uma fosforilação pela tirosina de vários substratos incluídos na cascata da indução 
do ciclo celular. Nas neoplasias humanas a activação persistente da tirosina-cínase 
do RTK torna desnecessária a ligação deste ao seu ligando correspondente, 
conduzindo a uma estimulação contínua do sinal proliferativo nas células 
neoplásicas. No tecido mamário normal, a interacção do c-Kit com o seu ligando 
SCF activa duas vias de transdução do sinal, nomeadamente a via do Ras-MAP 
cínase e a via do fosfatidil-inositol-3-cínase (PI3 cínase). Dessa forma, aumenta a 
resposta a dois factores de crescimento: o factor de crescimento epidérmico (EGF) 
e a alfa-heregulina (a-HER). Em carcinomas mamários está descrita perda de 
expressão do c-Kit, encontrando-se a alteração da transição epitélio-
mesenquimatosa (EMT) associada ao aparecimento de um comportamento invasor. 
Esta EMT, cuja ligação e interdependência com a expressão de c-Kit começa a ser 
esclarecida, é sede de múltiplas neoplasias mamárias, entre as quais se incluem os 
tumores filóides (TF) da mama. Mutações activadoras do c-Kit foram demonstradas 
na mastocitose, nos tumores estremais gastrointestinais (GIST) e mais 
recentemente no seminoma. Sabe-se já, ainda, que os dois tipos de mutações 
activadoras do c-Kit (mutações do "tipo regulador" e do "tipo locus enzimático") 
respondem de forma diferente aos inibidores do c-Kit, pelo que se torna necessária, 
por forma a orientar a terapêutica, a classificação dos doentes com base na 
mutações específicas de cada indivíduo. O estudo da expressão do c-Kit em 
neoplasias frequentes e com alta taxa de mortalidade como o cancro da mama 
pode indicar futuros caminhos terapêuticos para um grande número de doentes. O 
objectivo principal deste trabalho foi o de estudar a expressão do proto-oncogene 
c-Kit (CD117) em lesões benignas e malignas de mama. Os objectivos secundários 
foram: estudar as diferenças de expressão de c-Kit entre patologias benigna e 
maligna de mama; analisar o local de expressão celular de c-Kit; avaliar o papel 
desempenhado pelo c-Kit nos diferentes subtipos de carcinoma de mama (in 
s/tiv/invasor); correlacionar a expressão de c-Kit com os parâmetros clínico-
patológicos de carcinoma invasor de mama; identificar na patologia mamária 
potenciais alvos terapêuticos dos inibidores tirosina-cínase. Nesse sentido, 
procedemos a um estudo retrospectivo de 55 casos diagnosticados e arquivados no 
Serviço de Anatomia Patológica do Hospital de S.João, compreendendo 20 lesões 
benignas e 35 lesões malignas de mama (incluindo 5 tumores filóides malignos de 
baixo grau, 10 carcinomas ductais in situ, 10 carcinomas ductais invasores sem 
outra especificação e, ainda, 10 carcinomas ductais invasores de outros tipos 
histológicos). O principal resultado obtido consistiu na observação de perda de 
expressão contínua 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 último para o carcinoma invasor sem componente in 
situ. A perda de expressão de c-Kit observada neste estudo nos casos de carcinoma 
mamário corrobora estudos anteriores e indica que, com probabilidade, durante a 
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transformação maligna do epitélio mamário outros factores de crescimento 
concorrem para a diminuição de expressão do c-Kit; a ausência de 
imunorreactividade do c-Kit observada nos carcinomas estudados pode, com igual 
probabilidade, nalguns casos ter sido devida à presença de proteína resultante de 
c-Kit mutado não detectada pelo anticorpo monoclonal utilizado. A perda contínua 
de expressão de c-Kit evidenciada neste trabalho quando "transitamos" do 
carcinoma intraductal para o carcinoma invasor poderá significar que uma 
proporção dos carcinomas mamários invasores estudados pelo nosso grupo 
evoluem sem passagem por uma fase intraductal ou, em alternativa, não se 
relacionam com alterações da expressão génica no locus do c-Kit. Outra 
possibilidade explicativa consiste em alguns dos carcinomas mamários intraductais 
do presente estudo representarem um estádio final de evolução da carcinogénese 
mamária, sem que se verifique, posteriormente, a aquisição de propriedades 
invasoras. O subtipo histológico de carcinoma invasor de mama não se 
correlacionou positivamente com o padrão de expressão observado no c-Kit. O 
estudo efectuado não demonstrou uma associação estatisticamente significativa 
entre a expressão imuno-histoquímica de c-Kit e os parâmetros clínico-patológicos 
estudados. A imunorreactividade citoplasmática predominante do c-Kit observada 
na generalidade dos casos estudados pode dever-se a excesso de internalização da 
proteína KIT ou, em alternativa, a síntese anómala da proteína KIT que, impedida 
de alcançar a sua localização transmembranar, sofre acumulação no citoplasma. A 
imunolocalização nuclear do c-Kit observada numa minoria dos casos estudados 
poderá não corresponder a expressão do gene c-Kit mas, pelo contrário, 
representar, nalguns casos, reacção cruzada do anticorpo anti-c-Kit IgG utilizado 
contra determinadas proteínas nucleares. O aumento de expressão estromal de c-
Kit observada neste estudo nos tumores filóides malignos de baixo grau, ao 
permitir uma associação da expressão do c-kit com o potencial maligno dos 
tumores filóides da mama, corrobora dados muito recentemente obtidos noutro 
estudo que apontam, nestas neoplasias, para uma sobreexpressão 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 I I I 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 4ql2. 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 a-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 locus 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 São João 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 

72 



12. RESUMO EM INGLÊS 

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 lesões 
mamárias estudadas 

BENIGNO TIPO 

CASO 1 Papilomas 
múltiplos 

3+ 

CASO 2 Adenose 1 + 
CASO 3 Tumor 

adenósico 
3+ 

CASO 4 Tumor 
adenósico 

2+ 

CASO 5 Papilomas 
múltiplos 

2+ 

CASO 6 Adenose 3+ 

CASO 7 Fibroadeno 
ma 

1+ 

CASO 8 Fibroadeno 
ma 

1 + 

CASO 9 Tumor 
adenósico 

3+ 

CASO 10 Adenose 3+ 

CASO 11 Filóide 3+ 
CASO 12 Filóide 3+ 

CASO 13 Filóide 2+ 

CASO 14 Filóide 1 + 

CASO 15 Filóide 3+ 
CASO 16 Filóide 1 + 
CASO 17 Filóide 2+ 
CASO 18 Filóide 3+ 

CASO 19 Filóide 2+ 
CASO 20 Filóide 1 + 
FILÓIDE 
MALIGNO 
CASO 21 Bx grau 1 + 

CASO 22 Bx grau 0 

CASO 23 Bx grau 0 

CASO 24 Bx grau 1 + 

CASO 25 Bx grau 0 

CDIS 
CASO 26 Grau 

intermé­
dio 

0 

CASO 27 Alto grau 0 
CASO 28 Alto grau 0 
CASO 29 Alto grau 1 + 

CASO 30 Alto grau 0 
CASO 31 Grau 

intermé­
dio 

0 

CASO 32 Alto grau 0 
CASO 33 Alto grau 1+ 

GRADAÇÃO GRADAÇÃO EPITELIO N MASTOCITO OBSERVA. LOCALIZAÇÃO 
EPITELIAL ESTROMAL 

M+ C 1 + 

0 
0 

1+ 

0 

o 

2+ 

2+ 

0 

1 + 

3+ 
3+ 

3+ 

0 

0 
0 
0 
2+ 

0 
0 

3+ 

2+ 

3+ 

3+ 

2+ 

EN + 

EN + M + 
EN + / - M+ 

EN + M + 

EN + M + 

Não tem M + 

Não tem M-

EN + M+ 

EN - M + 

EN + M + 

EN+ M + 
EN- M + 

Não tem M-

EN- M + 

EN- M + 
EN+ M+ 
EN- M + 
Não tem M-

Não tem M-
EN+ M+ 

EN- M + 

EN- M+ 

Não tem M-

EN- M + 

EN+ M-

EN + M + 

EN + M+ 
EN + M + 
EN + M+ 

EN + M+ 
EN + M + 

EN + M + 
EN + M+ 

C e N 
C e N 

N 

N 

Alterações C e N 
lactacionais 

Estroma N 
subepitelial 

C e N 

Metaplasia C e N 
apócrina 

CeN 
Estroma Ce N 
subepitelial 

C e N 

Estroma 
mixóide 

C 
N 

Estroma 
subepitelial 

Estroma 
subepitelial 

Estroma 
subepitelial 

C e N 

N 

N 

N 

N 
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CASO 34 Alto grau 2+ 

CASO 35 Alto grau 2+ 
CDISOE 
CASO 36 Mais CDIS 2+ 
CASO 37 Mais CDIS 0 
CASO 38 Mais CDIS 0 
CASO 39 Mais CDIS 1 + 
CASO 40 0 
CASO 41 0 

CASO 42 0 
CASO 43 Mais CDIS 0 
CASO 44 1+ 
CASO 45 Mais CDIS 0 

CDIO 
CASO 46 Endócrino 1+ 
CASO 47 Mucinoso 1+ 
CASO 48 Micropapi lar l+ 
CASO 49 Tubular 0 
CASO 50 Escamoso 1+ 
CASO 51 Medular 

Atípico 
0 

CASO 52 Lobular 0 
CASO 53 Tubular 0 
CASO 54 MicropapilarO 
CASO 55 Metaplásico ' 1+ 

o 

o 

o 
o 
o 
o 
o 
o 

o 
o 
o 
o 

o 
o 
o 
o 
o 
o 

o 
o 
o 
1+ 

EN + M+ 

EN + M + 

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

EN + / - M + 
EN + M+ 
Não tem M+ 
EN - M+ 

E N - M+ 
EN - M+ 
E N - M + 
E N - M + 
EN - M + 
EN + M+ 

EN - M + 
EN + M + 
EN + M + 
EN + M + 

C 

N 

Positivo N N 
Negativo N 
Positivo N N 
Não tem N 
Não tem 
Negativo 

Não tem 
Negativo 
Não tem N e C 
Positivo N N 

Negativo C 
Não tem N 
Negativo N 
Não tem 
Não tem N 
Não tem 

Não tem 
Não tem 
Negativo 
Não tem C e N 
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