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Resumo

Bases da investigagao: o cancer de mama € a neoplasia maligna mais incidente em todo o
mundo e muitas dessas mulheres desenvolvem metastases distantes, mais frequentemente
para os 0ssos, linfonodos, pulméo, cérebro e figado. Metastases para o trato gastrointestinal
sdo raras, mas quando presentes o estbmago € um dos locais mais comuns. O diagndstico
diferencial entre a metastase gastrica de origem mamaria e o adenocarcinoma gastrico
primario é dificil, os achados radioldgicos e endoscopicos sao semelhantes e as
caracteristicas morfolégicas muitas vezes ndo permitem o diagndstico da origem da
neoplasia, dificultando a conduta terapéutica adequada. Objetivo: a motivagao e o objetivo
desta investigagao foram a busca da caracterizagéo do perfil de expressao de marcadores
moleculares no carcinoma mamario, na metastase gastrica e no segundo primario gastrico
sincrénico ou metacrénico, de forma a identificar possiveis marcadores que facilitem o
diagnodstico da metastase gastrica de origem mamaria. Métodos: o desenho de pesquisa
proposto foi de natureza retrospectiva e controlada, compondo-se trés grupos de analise
com 42 pacientes cada, em um total de 126 pacientes; o grupo Teste incluiu pacientes com
carcinoma mamario e que desenvolveram adenocarcinoma gastrico primario (n=17) ou
carcinoma mamario metastatico no estdbmago (n=25), diagnosticados previamente ao
tratamento; o grupo Controle | incluiu pacientes com diagnéstico de carcinoma mamario
primario, sem outras lesdes associadas e o grupo Controle Il incluiu pacientes com
diagnostico de adenocarcinoma gastrico primario, também sem outras lesdes associadas.
Os marcadores selecionados para analise incluiram: o receptor de estrogénio (RE), o
receptor de progesterona (RP), a gross cystic disease fluid protein-15 (GCDFP-15) e o
hepatocyte nuclear factor 4-alpha (HNF4A), que foram analisados nas amostras do
carcinoma em 126 blocos de parafina, nos grupos Teste e Controles | e Il. Foram calculadas
as sensibilidades, especificidades, acuracia, prevaléncia, valores preditivos, estimando-se
no grupo Teste os intervalos de confianga dos valores obtidos. Resultados: o marcador
tumoral RE apresentou imunoexpressdo positiva em 12/25 pacientes (48,0%) com
carcinoma mamario metastatico no estdmago, sensibilidade de 48,0%, especificidade de
100,0% e acuracia de 69,0%, com valor de p<0,001; o marcador tumoral RP apresentou
imunoexpressao positiva em 6/25 pacientes (24,0%) com carcinoma mamario metastatico
no estdbmago, sensibilidade de 24,0%, especificidade de 100,0% e acuracia de 54,8%, com
valor de p<0,001; o marcador GCDFP-15 apresentou imunoexpressao positiva em 9/25
pacientes (36,0%) com carcinoma mamario metastatico no estémago, sensibilidade de
36,0%, especificidade de 100,0% e acuracia de 61,9%, com valor de p<0,001; o marcador
tumoral HNF4A apresentou imunoexpressao positiva em 17/17 pacientes (100,0%) com
adenocarcinoma gastrico primario, e positivo em 1 paciente com carcinoma mamario
metastatico no estbmago, sensibilidade de 100,0%, alta especificidade de 96,0% e acuracia
de 97,6%, com valor de p<0,001. Conclusao: com base nos resultados obtidos nesta
investigagdo podemos concluir que os marcadores HNF4A, RE, RP e GCDFP-15 sao
efetivos no diagnodstico diferencial entre cancer gastrico primario e metastase gastrica de
origem mamaria. O marcador HNF4A, em particular, pode ser considerado como altamente
significante para a exclusdo de carcinoma mamario metastatico no estbmago, e que pode
conferir desta forma alto poder de confiabilidade na distingdo destas lesdes.

Palavras-chave: HNF4A. Imuno-histoquimica. Biomarcador. Céancer gastrico. Metastase
gastrica. Neoplasia mamaria.
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Abstract

Research bases: Breast cancer is the most frequent malignancy in the world, and many of
these women develop distant metastases, most often to the bones, lymph nodes, lung, brain
and liver. Metastases to the gastrointestinal tract are rare, but when present the stomach is
the most common site. The differential diagnosis between gastric metastasis of mammary
origin and primary gastric adenocarcinoma is difficult, and the radiological and endoscopic
findings are similar and the morphological characteristics often do not allow the diagnosis of
the cancer origin, hindering thus the proper treatment. Objective: The motivation and the
goal of this research were to search the characterization of the molecular expression profile
of markers in the primary site of breast carcinoma in gastric metastasis site and the second
synchronous gastric primary or metachronous, in order to identify possible markers that
facilitate the diagnosis of gastric metastases of mammary origin. Methods: The proposed
research design was retrospective and controlled nature, making up three focus groups with
42 patients each, for a total of 126 patients; The Test group included patients with breast
cancer who developed primary gastric adenocarcinoma (n=17) and metastatic mammary
carcinoma in the stomach (n=25) diagnosed prior to treatment; the Control group | included
patients diagnosed with primary breast carcinoma, without other associated lesions and the
Control group Il included patients with primary gastric adenocarcinoma, also without other
associated lesions. The markers selected for analysis were: estrogen receptor (ER),
progesterone receptor (PR), gross cystic disease fluid protein-15 (GCDFP-15) and
hepatocyte nuclear factor 4-alpha (HNF4A), which were examined in tumor samples in 126
paraffin blocks, the Test and Controls groups | and Il. The sensitivities, specific, accurate,
prevalence, predictive values were calculated, estimating the test group the confidence
intervals of values. Results: The tumor marker ER showed positive immunoreactivity in
12/25 patients (48.0%) with metastatic breast cancer in the stomach, sensitivity 48.0%,
specificity of 100.0% and accuracy of 69.0%, with p<0.001; tumor marker PR showed
positive immunoreactivity in 6/25 patients (24.0%) with metastatic breast cancer in the
stomach, 24.0% sensitivity, specificity 100.0% and accuracy of 54.8%, with p<0.001; the
GCDFP-15 marker showed positive immunoreactivity in 9/25 patients (36.0%) with
metastatic breast cancer in the stomach, sensitivity 36.0%, specificity of 100.0% and
accuracy of 61.9%, with p<0.001; tumor marker HNF4A showed positive immunoreactivity in
17/17 patients (100.0%) with primary gastric adenocarcinoma and negative in 1 patient with
metastatic breast cancer in the stomach, 100.0% sensitivity, high specificity of 96.0% and
accuracy of 97.6% with p value <0.001. Conclusion: Based on the results obtained in this
research we can conclude that HNF4A, ER, PR and GCDFP-15 markers are effective in the
differential diagnosis of primary gastric cancer and gastric metastasis of mammary origin.
The marker HNF4A, in particular, can be regarded as highly significant to the exclusion of
metastatic mammary carcinoma in the stomach, and thus can confer high power reliability in
distinguishing these lesions.

Keywords: HNF4A. Immunohistochemistry biomarker. Gastric cancer. Gastric cancer. Breast
metastases.
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1 INTRODUCAO




O céncer de mama representa nos paises ocidentais uma das principais
causas de morte em mulheres, e o carcinoma ductal infiltrante (CDI) € o tipo
histoldgico mais comum.!” Menos frequente, o carcinoma lobular infiltrante (CLI),
que acomete os lébulos do tecido mamario, corresponde a 10,0% dos casos de
cancer de mama, apresentam um fendtipo menos agressivo quando comparado ao
ductal, e em sua maioria expressam o receptor de estrégeno (RE), o receptor de
progesterona (RP) e tem baixa expressdao do human epidermal growth factor
receptor-type 2 (HER2).?* O padrio de disseminacdo hematogénica desses dois
tipos histologicos também parece ser diferente, sendo mais frequente a ocorréncia
de metastases para o trato gastrointestinal (TGI) no CLI.*>™"®

Programas de rastreamento do cancer de mama em todo o mundo, que
permitem a detec¢do precoce e novos regimes terapéuticos, tém aumentado a
sobrevida global e muitas pacientes acabam desenvolvendo metastases a distancia,
sendo mais frequente o comprometimento de ossos, linfonodos, pulm&o, cérebro e
figado."®

Metastases para o TGl sdo raras, mas quando presentes, o estbmago é um
dos locais mais comum.""?% A incidéncia de metastases gastricas varia de 0,3% em
série retrospectiva e de 8,0% a 18,0% em séries de autopsias, e o cancer de mama
€ 0 segundo carcinoma primario que mais frequentemente apresenta metastase para
o TGL.®102122) Apesar do CDI representar 80,0% dos carcinomas mamarios, a
maioria dos estudos concorda que o CLI é o tipo histolégico mais envolvido na
presenca de metastases gastricas.®' A diferenciacdo entre adenocarcinoma
gastrico primario e metastase gastrica de origem mamaria €& frequentemente
dificil.""1222% Os achados radioldgicos, endoscopicos e histopatologicos sdo

(25,26

inespecificos. ) A apresentacdo clinica da metastase gastrica de origem mamaria

€ semelhante a do adenocarcinoma gastrico primario, na maioria das vezes
caracterizada macroscopicamente por linite plastica, que resulta da infiltragdo

intramural difusa do carcinoma.®?7-3°

) A morfologia do CLI da mama, com células
lineares, dissociadas, em fila indiana e em anel de sinete, e do CDI pouco
diferenciado também pode lembrar o adenocarcinoma gastrico primario difuso com
células em anel de sinete e indiferenciado.®'>® Além disso, a metastase gastrica

pode ser a primeira manifestacdo do cancer de mama.(®:2%28:36-38)



O diagnéstico diferencial entre adenocarcinoma gastrico primario e
metastatico de origem mamaria € essencial, principalmente porque pacientes com
cancer de mama e metastase gastrica e pacientes com dois carcinomas primarios,
de origem mamaria e gastrica, tem progndsticos e tratamentos diferentes. O
tratamento do cancer gastrico primario é cirurgico e do cancer gastrico metastatico
de origem mamaria € sistémico e devido as novas estratégias terapéuticas resultam

na maior sobrevida entre as pacientes com cancer de mama metastatico.®"*®

Avangos no conhecimento da Biologia Molecular tem proporcionado melhor
entendimento dos mecanismos fundamentais que regulam a proliferacdo e
diferenciagdo celulares, bem como o desenvolvimento de metastases tumorais. %+
Os marcadores tumorais identificados através da imuno-histoquimica (IHQ), s&o
substancias presentes no carcinoma, no sangue ou em outros liquidos bioldgicos,
produzidos primariamente pelo carcinoma ou secundariamente pelo paciente, em
resposta a presenca do carcinoma. Esses marcadores sao utilizados para diferenciar
tecidos normais dos tecidos neoplasicos, para identificar a origem de um tumor
metastatico, como fatores progndsticos e, mais recentemente, como fatores preditivos

de resposta ao tratamento. 4%

Os marcadores IHQ especificos de carcinoma mamario mais utilizados sao o
RE, RP, gross cystic disease fluid protein-15 (GCDFP-15), e mammaglobin (MAM),
entretanto apresentam sensibilidade variavel e muito baixa nos tumores triplo
negativos.”?) O mesmo ocorre com os marcadores especificos de carcinoma
gastrico, como o caudal type homeobox 2 (CDX2), que apesar de especifico
apresenta sensibilidade baixa.®*°" As citoqueratinas e mucin (MUC) também
contribuem pouco para o diagndstico diferencial entre metastase gastrica de

origem mamadria e adenocarcinoma gastrico primario.%>"

O hepatocyte nuclear factor 4-alpha (HNF4A), membro da superfamilia de
marcadores nucleares, que € expresso no carcinoma gastrico e ndo apresenta
expressao no carcinoma mamario pode ser fundamental para diagndstico
diferencial entre os dois tumores gastricos, primario ou de origem mamaria.®?%
Considerando-se que a diferenciagdo entre a metastase gastrica de origem mamaria
e 0 adenocarcinoma gastrico primario é dificil, devido a achados clinicos e de
imagens inespecificos, que o painel de marcadores IHQ atualmente utilizado com

marcadores especificos de carcinoma mamario e gastrico, apresenta sensibilidade



variavel e ndo permite a realizagao do diagnostico em todos os casos, e que estudos
recentes referiram alta especificidade diagnostica do marcador HNF4A na
diferenciagdo dos carcinomas mamario e gastrico, iniciamos este estudo que
pretende caracterizar através de um painel de marcadores o perfil molecular IHQ da
metastase gastrica de origem mamaria e do adenocarcinoma gastrico primario.?>2%
Essa caracterizagao diagnostica diferencial permitiria grande avango na atengao aos

pacientes tanto do ponto de vista de estratégia terapéutica como de prognéstico.

1.1 OBJETIVO

Caracterizar através de um painel de marcadores o perfil molecular imuno-

histoquimica da metastase gastrica de origem mamaria.

1.2 HIPOTESE

A metastase gastrica de origem mamaria apresenta perfil molecular imuno-
histoquimica especifico, o que pode auxiliar no seu diagnéstico diferencial com o

adenocarcinoma gastrico primario.



2 REVISAO DA LITERATURA




O céncer de mama comumente apresenta metastases para os 0ssos, figado,
sistema nervoso central e pele. Metastases para o TGl sdo menos frequentes e o

tipo histolégico mais frequentemente envolvido é o CL|.¢1121)

2.1 CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DA METASTASE
GASTRICA DE ORIGEM MAMARIA

A primeira grande série de autopsia que identificou 52 casos de metastases
gastrointestinais em pacientes com cancer de mama foi publicada em 1968 por
Asch et al., e 25,0% dos casos eram representadas por metastases géstricas.(sz)
Em 1996, Taal et al. publicaram estudo com 1.010 autdpsias de pacientes com
diagnostico de cancer, e metastases gastricas estavam presentes em 1,7% dos
casos.®® Os autores concluiram que o melanoma, carcinoma mamario e carcinoma
de pulmdo sdao os carcinomas primarios que mais frequentemente apresentam

metastase para o estdmago.

Em 2000, foi publicado o estudo de Taal, Peterse e Boot, com caracteristicas
endoscopicas e o tratamento na maior série retrospectiva com 51 pacientes com
metastase gastrica de carcinoma mamario, encontrou incidéncia de 0,3% entre
pacientes com carcinoma mamario.”> Os autores concluiram que metastases
gastricas sdo mais frequentes no CLI, que o principal aspecto macroscépico da
endoscopia digestiva alta € linite plastica e que a quimioterapia e/ou

hormonioterapia € o tratamento paliativo indicado.

Em 2005, foi publicado o estudo de McLemore et al., com 73 pacientes com
metastases gastrointestinal de origem mamaria e desses 28,0% eram de origem
gastrica.®®® Os autores concluiram que as metastases gastrointestinais ocorrem
mais frequentemente em pacientes com CLI e que a intervengao cirurgica nao
prolonga significativamente a sobrevida global, mas pode ser observada em um
grupo seleto de pacientes.

Em 2006, em um estudo das caracteristicas clinicas e endoscépicas de 65
pacientes com metastase gastrica, sendo 21 de origem mamaria, de Palma et al.
observaram que os nodulos pequenos com ou sem ulceracdo central, lesdes

polipoides e ulceras foram as lesdes macroscopicas mais comuns, concluindo que



a biopsia gastrica de qualquer lesdo endoscoOpica € sempre necessaria,
independentemente da macroscopia da lesdo em pacientes com diagnostico de

cancer mamario.®

Em 2009, Pectasides et al., com intencdo de demonstrar a importancia de se
distinguir a metastase gastrica de origem mamaria do adenocarcinoma gastrico
primario na definicdo do tratamento adequado, publicaram estudo de baseado nas
caracteristicas clinicas, endoscopicas, radiolégicas e histopatoldgicas de oito
pacientes com metastase gastrica de origem mamaria.®®) O tipo histolégico de
cancer de mama primario mais frequente foi o CLI. Todas as amostras de bidpsia
foram RE, cytokeratin 7 (CK-7) e GCDFP-15 positivas e cytokeratin 20 (CK-20)
negativas. Os autores concluiram que a metastase gastrica de origem mamaria
pode ser distinguida do cancer gastrico primario através da IHQ com esses
marcadores e que o tratamento sistémico do cancer de mama metastatico € o
tratamento preferido, e a intervencgao cirurgica deve ser reservada para paliagao ou

pode ser indicada em casos de metastases unica ressecavel.

Em 2011, o estudo de Almubarak et al. foi publicado com as caracteristicas
clinico-patolégicas de 35 pacientes com metastases gastricas de origem mamaria
em 40.000 pacientes com cancer de mama, no Instituto Curie em Paris, constatando
incidéncia de 0,1%."" O diagndstico foi confirmado pelo exame histopatolégico da
bidépsia gastrica obtida através de endoscopia ou apds ressecgao cirurgica
utilizando-se como marcadores de IHQ o RE, HER2, e-caderina e as CK-7 CK-20;
34 (97,0%) dos 35 pacientes apresentavam CLI, e apenas um CDI. O estadiamento
do céncer de mama na maioria dos casos foi T1 (26,0%) ou T2 (44,0%). Trinta
amostras de mama foram analisadas para RE e 23 para HER2. Dezenove casos
(82,0%) RE positivo e HER2 negativo, dois casos (9,0%) RE e HER2 negativos, um
caso (4,5%) RE positivo e HER2 positivo e um caso (4,5%) RE negativo e HER2
positivo. No carcinoma gastrico os receptores hormonais (RHs) foram avaliados em
24 casos e CK-7 / CK-20 em 12 casos. O RE estava positivo em 19 casos (79,0%) e
negativo em 5 (21,0%). Esses autores concluiram que o CLI é o tipo histologico que
mais frequentemente apresentam metastase para o estbmago e que a comparagao
morfolégica entre o carcinoma primario e metastatico deve ser realizada para

diferenciar o carcinoma mamario metastatico do adenocarcinoma gastrico primario.



No Quadro 1 apresentamos um resumo dos autores, periodicos, ano de
publicagdo e respectivos tamanhos amostrais de metastases gastricas originadas

de carcinoma mamario.

Quadro 1 - Distribuicdo de autores, periddicos, anos de publicagdo e tamanhos amostrais
(n) de séries de casos de pacientes com metastases gastricas de origem

mamaria
Autor Periédico Ano n Marcadores
Asch et al.®? Archives of Surgery 1968 13 NA
Taal et al.®**® Gastrointestinal Endoscopy 1992 27 NA
Taal et al.® BMC Cancer 2000 51 NA
Oda et al.®® Endoscopy 2001 12 NA
McLemore et al.© Annals of Surgical Oncology ~ 2005 15 NA
De Palma et al.® World Journal of 2006 21 NA
Gastroenterology
Pectasides et al.® Anticancer Research 2009 8 RE, GCDFP-15,
CK-7, CK-20
Almubarak et al.!"” Digestive and Liver Disease 2011 35 RE, RP, HER2
Koyama et al.®® Human Pathology 2011 21 HNF4A, RE,
RP, GCDFP-15,
MAM, MUC-
5AC, MUC-6,
CDX2
Van der Post et al.?”  Virchows Archiv: An 2014 6 HNF4A, RE,
International Journal of RP, GCDFP-15
Pathology

Legenda: ndo avaliado (NA); receptor de estrogénio (RE); gross cystic disease fluid protein-15
(GCDFP-15); cytokeratin 7 (CK-7); cytokeratin 20 (CK-20); receptor de progesterona
(RP); human epidermal growth factor receptor-type 2 (HER2); hepatocyte nuclear factor
4-alpha (HNF4A); mammaglobin (MAM); mucin (MUC); caudal type homeobox 2 (CDX2).



2.2 IDENTIFICACAO DA METASTASE GASTRICA DE ORIGEM
MAMARIA ATRAVES DE MARCADORES IMUNO-HISTOQUIMICOS

Nos ultimos 10 anos, dois estudos realizados com a intengao de identificar
marcadores IHQ para o diagndstico diferencial entre metastase gastrica de origem

mamaria e o carcinoma gastrico primario, foram encontrados.

Van der Post et al., em 2014, com objetivo de avaliar a sensibilidade e
especificidade do HNF4A nos carcinomas mamario e gastrico na diferenciagéo entre
carcinomas primarios e metastaticos, publicaram uma série de casos em amostras
de tecidos de adenocarcinoma gastrico (n=107), carcinoma mamario (n=105),
mucosa gastrica normal (n=25), tecido glandular mamario normal (n=10).?* Foram
incluidas amostras de tecido de casos diagnosticados como carcinoma mamario
metastatico para o estdbmago (n=6), carcinoma gastrico metastatico para a mama
(n=1) e de dois carcinomas primarios, mamario e gastrico (n=13); foi considerando
positivo qualquer expressdo do HNF4A. Todos os 25 casos de tecido gastrico normal
apresentaram forte expressdo nuclear de HNF4A, em concordédncia com o0s
resultados encontrados em estudo de Tanaka et al.®® Noventa e quatro por cento
(101/107) dos adenocarcinomas gastricos primarios apresentaram expressao difusa
do HNF4A. Menos de 10,0% (cinco casos) tiveram expressdo fraca e uma
completamente negativa. As 10 amostras de tecido mamario normal n&o
apresentaram expressdo do HNF4A que também foi negativa em todos os 105

carcinomas de mama.®?

Ainda no estudo van der Post et al., seis pacientes apresentaram CLI com
metastase para o estbmago, com base nos relatérios originais histologicos, IHQ e
evolucéo clinica. Todos os carcinomas mamarios metastaticos ndo expressaram o
HNF4A e todos expressaram RE e GCDFP-15 no carcinoma mamario primario e na
metastase, sendo que dos 13 pacientes apresentando dois carcinomas primarios,
na mama e no estdbmago, nove eram CDI da mama, enquanto os outros quatro
eram CLI. Todos os carcinomas primarios do estdbmago foram positivos para
HNF4A, enquanto que os carcinomas primarios de mama foram negativos para
HNF4A. Nos carcinomas gastricos primarios, nado houve expressao de RE, RP e
GCDFP-15. Nos carcinomas primarios da mama, havia expressdo de RE em 9/13,
RP em 6/13 e GCDFP-15 em 11/13 dos casos.??
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Esses autores concluiram que o HNF4A é um marcador muito atil na
diferenciagdo do carcinoma mamario primario e metastatico no estbmago, com
uma sensibilidade de 99,0% e uma especificidade de 100,0%. Eles enfatizaram
que a expressao de RE, RP e GCDFP-15 poderia ser util, uma vez que nenhum
dos carcinomas gastricos primarios apresentou expressao destes marcadores. No
entanto, uma vez que parte dos carcinomas mamarios primarios € negativo para
RE, RP, e GCDFP-15, a auséncia de marcagao para estes anticorpos ndo exclui o

carcinoma mamario.?%

Koyama et al., em 2011, publicaram estudo realizado em espécimes de
bidopsias endoscopicas de 21 pacientes com metastase gastrica de carcinoma
mamario, diagnosticados através da histdria clinica, semelhanga morfolégica entre o
carcinoma na mama e no estdbmago e utilizando um ou mais dos seguintes
anticorpos: RE, RP, GCDFP-15, MAM, CK-20, MUC-5AC, MUC-6 e CDX2.®® Os
autores incluiram uma série consecutiva de 33 bidpsias endoscopicas de
adenocarcinomas gastricos pouco diferenciados em pacientes clinicamente sem
evidéncia de carcinoma mamario. A expressdao do HNF4A foi estudada em todos
esses casos. Para determinar a especificidade e a sensibilidade de cada anticorpo,
casos com qualquer coloragéo positiva foram considerados positivos pelos autores.
O aspecto endoscopico de lesbes gastricas foi de linite plastica em oito casos
(38,0%), multiplas erosbes em seis casos (28,0%), carcinoma da submucosa com
ulceracéo/erosao central em trés casos (14,0%), carcinomas da submucosa solitario
em dois casos (10,0%) e varios carcinomas da submucosa em dois casos (10,0%).
O tipo histolégico de cancer de mama primario mais frequente foi o CLI nos casos de
carcinoma mamario metastatico e no estdmago todos apresentaram morfologia

pouco diferenciada.®

Ainda nesse estudo, na IHQ das 21 lesbes gastricas de carcinoma mamario
metastatico e dos 12 carcinomas mamarios primarios disponiveis, o HNF4A foi
consistentemente negativo. Em contraste, nos 33 carcinomas gastricos primarios, o
HNF4A estava difusamente positivo em 31 casos e focalmente positivo em dois
casos. O HNF4A foi consistentemente expresso no epitélio gastrico ndo neoplasico,
mas negativo nas células estromais em todos os casos que foram examinados
conferindo sensibilidade e especificidade de 100% ao HNF4A. Nas metastases

gastricas de carcinoma mamario o RE, RP, MAM e GCDFP-15 foram expressos em
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16 (76,0%), 7 (33,0%), 11 (52,0%), e 13 (62,0%) casos, respectivamente. Um caso
foi negativo para todos esses anticorpos. Nenhum dos carcinomas gastrico
primario expressou qualquer um destes quatro anticorpos. As expressdes de RE,
RP, MAM e GCDFP-15 estavam completamente ausentes na mucosa gastrica nao
neoplasica e foram 100,0% especificas para carcinomas mamarios metastaticos,
com sensibilidade variando de 33,0% a 76,0. Na IHQ todos os carcinomas gastricos
primarios, mas nenhum dos carcinomas mamarios metastaticos foi positivo para
HNF4A, com expresséao difusa e forte, o0 que € uma grande vantagem para a sua
utilizacdo no diagndstico de amostras de biopsia, onde apenas uma quantidade
limitada de tecido esta disponivel.®®

Esses autores concluiram que o HNF4A foi capaz de distinguir sozinho todos
0s carcinomas gastricos primarios e carcinoma mamario metastatico, sugerindo que
o HNF4A pode ser um marcador muito util para a exclus&o de carcinomas da mama

metastaticas no diagndstico de amostras de bidpsias gastricas.??

2.2.1 Hepatocyte nuclear factor 4-alpha

O marcador HNF4A é um membro da superfamilia de receptores nucleares
que desempenha papel importante na diferenciagdo morfolégica e funcional dos
hepatdcitos. Descoberto no inicio dos anos 1990, o HNF4A tem sido amplamente
associado a regulacao transcricional de genes de hepatdcitos especificamente
envolvidos no metabolismo lipidico, metabolismo da glicose, na diferenciagédo e na

morfogénese.®" %%

A IHQ demonstra expressdo do HNF4A nas células epiteliais dos tecidos
endodérmicos, incluindo o estdbmago, intestino, figado e pancreas, e nao na
maioria dos outros orgdos, incluindo a glandula mamaria e o ovario. Estudos
demonstram que o carcinoma que se origina de células epiteliais sao HNF4A
positivos € mantém a expressao, sugerindo que o HNF4A pode ser util na

determinag&o da origem primaria de carcinomas metastaticos.®"®

Tanaka et al., em 2006, publicaram estudo da expressdo tecidual e
distribuicdo do promotor 1 (P1) e promotor 2 (P2) da proteina HNF4A utilizando
anticorpos monoclonais em células de tecidos normais e neoplasias malignas no

diagndstico diferencial de carcinomas primarios de origem desconhecida.®® Embora
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tenham examinado um numero limitado de amostras de carcinomas metastaticos, a
IHQ do HNF4A foi concordante em todas as amostras sem resultados falsos negativos
ou falsos positivos. A IHQ do HNF4A no estdbmago apresentou sensibilidade e
especificidade de 100,0% nos 14 casos de carcinoma gastrico primarios sugerindo
que HNF4A pode ser um marcador util no diagnostico diferencial entre o carcinoma
primario e carcinoma metastatico. A coloragdo intensa foi observada no nucleo dos
hepatédcitos e ductos biliares no figado e dos tubulos proximais no rim, células
epiteliais da mucosa do intestino delgado, do cdélon e do estdmago, e também nas
células enddcrinas e exocrinas do pancreas e do ducto eferente do epididimo. Nao foi
observada coloragao no pulmao, tireoide, mama, ovario, préstata ou carcinomas do
endométrio. Os autores concluiram que a avaliacdo IHQ do HNF4A pode ser uma
ferramenta util no diagnéstico diferencial do carcinoma primario ou metastatico e que
a alteragdo que ocorre na expressao dos promotores do HNF4A, pode ser um

evento importante na transformacgéo e patogénese do céncer.

Takano et al., em 2009, publicaram estudo das isoformas P1 e P2 do HNF4A
na diferenciagao celular do cancer gastrico precoce em 41 espécimes cirurgicas e
uma endoscopica de 39 pacientes com a neoplasia géstrica.(sg) Para estudar a
expressdo de mRNA do HNF4A no tecido sem neoplasia, incluiram tecidos normais
do esb6fago, estdbmago, intestino, colon e figado de seis pacientes submetidos a
cirurgia. A expressédo do HNF4A, MUC-1, MUC-2, MUC-5AC e CDX2 acima de 2,0%
foi considerada positiva. A expressado da isoforma P2 foi observada em todas as
células epiteliais da mucosa gastrica, enquanto P1 foi negativo. A positividade para
P1 e P2 ocorreu em todas as células que compreendem a metaplasia intestinal,
incluindo células caliciformes e células de Paneth. Concluiram que a expressao de
P1 é um novo marcador de metaplasia intestinal e que a expressao negativa de P1

pode ser util no tipo de diferenciagéo do carcinoma.

2.2.2 Receptores de estrogénio e de progesterona

O RE e o RP sao fatores de transcricdo nuclear, ativados por meio da
ligagdo a seus hormodnios, 17 beta estradiol e progesterona, respectivamente.
Ambos desempenham importante papel no desenvolvimento normal da mama e do

carcinoma mamario.
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Em 1996, uma nova classe de RE foi identificada e chamada receptor de
estrogénio beta (RE-B). O RE tradicional passou a ser chamado receptor de
estrogénio alfa (RE-A). Os RE-A e RE-B demonstram sequéncia homologa e
ambos sao constituidos por cinco dominios. Algumas isoformas RE sao conhecidas
incluindo 3 alfa e 5 beta. As ag¢des dos estrogenos sdo mediadas através de
proteinas do RE-A e RE-B, que sdo membros da superfamilia de receptores
nucleares. Esses dois subtipos de receptores de estrogénio, alfa e beta, sao
transcritos de dois genes diferentes, receptor de estrogénio 1 localizado no
cromossoma 6 (6925.1) e receptor de estrogénio 2 no cromossoma 14 (14923.2),
respectivamente, separados em dois locais cromossémicos diferentes, e partilham
cerca de 96,0% de homologia entre os seus dominios de ligagdo ao acido
desoxirribonucleico.®® O RE-B é expresso em muitos tecidos, incluindo sistema
nervoso central, sistema cardiovascular, sistema imunologico, sistema urogenital,
pulméo e TG|.6162)

Em 2008, a American Society of Clinical Oncology e o College of American
Pathologists convocaram um painel de patologistas para estabelecer as diretrizes
dos testes para o RE e RP, que passaram a ser recomendadas para todos os casos
de cancer de mama infiltrantes e recorrentes. Um teste reprodutivel e acurado foi
proposto, sendo recomendado que RE e RP sejam considerados positivos se houver
pelo menos 1,0% dos nucleos de carcinomas positivos da amostra testada, na
presenca da reatividade esperada nos controles interno e externo.®® Somente a
partir de 2008, os estudos publicados apresentam essa padronizacdo, podendo ter

seus resultados analisados e comparados com a literatura atual.

2.2.3 Receptores de estrogénio e cancer de mama

O tecido mamario normal tem expressao mais elevada do RE-B que do RE-A,
mas essa relagao B/A sofre modificagdo durante a carcinogénese e no tecido tumoral
a expressao do RE-B diminui e € menor que a do RE-A. Mais de 75,0% dos
carcinomas mamarios expressam RE-A, o que demonstra a importante participacao
desses subtipos de RE, na patogénese e progressao tumoral. Esses dois subtipos, A

e B, tem fatores de transcricao distintos e fungéo antagonista entre eles. Agindo como
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fator de supressao tumoral, o RE-B interfere no efeito do RE-A na proliferagao celular,
promogao e progressdo tumoral. No cancer de mama o RE-A é o RE classico e esta

associado a progndstico mais favoravel e resposta a terapia antiestrogénica.”¢

Em 2014, em um estudo para identificar a participagédo dos subtipos de RE
na carcinogenese, os pesquisadores concluiram que os niveis desses dois RE
alteram significativamente durante a tumorigénese, a expressao do RE-B diminui e
a do RE-A aumenta no tecido tumoral, refletindo a expressdo aumentada do RE de
promoc¢ao tumoral alfa e a expressdo diminuida do RE de supressao tumoral
beta.*’®*) O RE-A esta associado ao tamanho do carcinoma (p=0,042), TNM'
(p=0,037) e ao RP positivo (p=0,017) e a expressdo do RE-B nao apresentou
associagcdo com fatores clinico-patolégico. A expressdo do RE-B esta relacionada
a melhor progndstico, maior intervalo livre de doenga e melhor resposta a

hormonioterapia com tamoxifeno.

Em 2016, foi publicado uma revisdo sistematica com metanalise dos
marcadores de carcinoma metastatico de origem mamaria, comparando o RE,
GCDFP-15 e MAM.®® No carcinoma mamario metastatico 50,0%, os pesquisadores
demonstram expressao do RE-A, comparado a 75,0% a 80,0% no carcinoma
primario, podendo estar expresso no carcinoma de ovario e endométrio, carcinoma
papilifero da tiredide e carcinomas de glandulas sudoriparas da pele,
adenocarcinoma pulmonar (10,0% a 20,0%) e raramente no adenocarcinoma
gastrointestinal. Em outro estudo anterior, em 2005, pesquisadores ja haviam
concluido que, dependendo da clinica e localizacdo do carcinoma metastatico, a
adicao de outros marcadores 6rgaos especificos pode ser necessario para aumentar

a sensibilidade diagndstica, resultado este que foi validado pelo estudo de 2016.¢%

2.2.4 Receptores de estrogénio e cancer gastrico

Varios estudos epidemiologicos tém investigado a redugédo da incidéncia de
cancer gastrico pelo efeito de protecdo de hormdnios sexuais femininos.®" No
cancer de mama, endométrio e prostata, a presenca de receptores de horménios

sexuais, como RE, RP e o receptor de androgénio, desempenham um papel

T, para o tumor primario; N, para linfonodos; M para metastase.
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importante na carcinogénese e progressao tumoral. Embora o estdbmago ndo seja
conhecido como um érgéo alvo direto dos horménios sexuais, a presenca de RE no

cancer gastrico tem sido demonstrada.

Em 2005, foi publicado um estudo IHQ com RE, RP e e-caderina em 75
pacientes divididos em trés grupos: grupo A, pacientes com diagndstico de cancer
gastrico primario submetidos a ressecgao gastrica (n=28); grupo B, pacientes com
uma histéria clinica de carcinoma mamario metastatico com amostra da bidpsia
gastrica (n=28); e grupo C, pacientes com bidpsias gastricas contendo
adenocarcinoma (n=19).®” Para RE e RP qualquer intensidade de coloracéo
nuclear foi considerada positiva. Em todos os casos, a mucosa gastrica pré-
existente normal foi negativa para RE e RP. Todos os carcinomas do grupo A
foram negativos para a RE e RP. No grupo B, 19 casos expressaram RE e RP (14
RE+, 8 RP+). Os pesquisadores concluiram que esses pacientes do grupo B
tinham metastases gastricas de carcinoma mamario. No grupo B, um dos pacientes
apresentou RH negativos no estbmago, embora o carcinoma mamario primario
fosse RE positivo e foi considerado um segundo carcinoma primario. Os outros oito
casos remanescentes eram RE e RP negativos no carcinoma mamario e por isso a
coloragdo do RH nao contribuiu para o diagnostico diferencial entre carcinoma
mamario metastatico e cancer gastrico primario. No grupo C, um dos casos
apresentou expressdo do RE no carcinoma gastrico, e a mamografia subsequente

demonstrou um carcinoma na mama. A bidpsia revelou CLI, RE positivo.

Em 2014, pesquisadores publicaram estudo do nivel de expressdo dos RE-A
e RE-B no céncer gastrico primario e o significado clinico e prognostico desses
receptores.®® Os niveis de expressao dos RE foram avaliados por reagdo em cadeia
da polimerase via transcriptase reversa em 35 e por coloracdo IHQ em 211
carcinomas gastricos ressecados cirurgicamente e nos tecidos normais
correspondentes. Os niveis de expressdo de mRNA do RE-A no carcinoma gastrico
e tecidos normais ndo apresentaram diferenga estatisticamente significativa. Os
niveis do mRNA do RE-B em tecidos normais foram significativamente mais
elevados do que os observados no carcinoma gastrico (p=0,001). Os niveis de
expressdo dos mRNA dos RE-A e RE-B, ndo apresentaram correlagdo significativa
com os parametros clinico-patoldgicos. Quarenta e oito dos 211 (22,7%) carcinomas

gastricos apresentaram nivel de expressao positiva do RE-A apenas no citoplasma
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sendo todas fracamente positivas, e 49,3% expressaram RE-B no nucleo da célula.
Nesse mesmo estudo, a expressdo RE-A positiva foi correlacionada com pior
sobrevida global (p=0,014), assim como a auséncia de expressao RE-B em
pacientes com carcinoma gastrico (p=0,001). Sendo que, na analise multivariada, a
expressdo positiva do RE-A e a auséncia de expressdao do RE-B foram fatores
prognosticos significativamente independentes da sobrevida global. Concluiram os
pesquisadores, que tanto o cancer gastrico como o tecido gastrico normal podem
expressar RE-A e RE-B.

Em 2012, em estudo do significado clinico do RE-B em 148 espécimes de
cancer gastrico, a coloragdo IHQ para RE-A n&o apresentou positividade em
qualquer uma das micromatrizes de tecido.®" A expresséo do RE-B foi positiva em
67 (45,3%) dos 148 pacientes com céncer gastrico. A expressdo do RE-B foi
considerada positiva quando mais de 50,0% do citoplasma e/ou nucleo das células
apresentaram coloragdo no carcinoma gastrico do tipo intestinal de Lauren, e nao foi
observada em nenhuma célula do tipo difuso em anel de sinete. A analise estatistica
mostrou que a RE-B mais frequentemente esta expresso no grupo de idade mais
avangada (p=0,027), em carcinomas pT1 e pT2 (p<0,001) e no tipo intestinal do
Lauren de cancer gastrico (p=0,025). A invasdo perineural foi inversamente
correlacionada com a expressao do RE-B (p=0,003). Concluiram os pesquisadores,
que cancer gastrico que expressa RE-B apresenta melhor prognéstico, garantindo a
presenca de RE, especialmente RE-B, no cancer gastrico, sugeriram que ele poderia

ter um efeito protetor contra a invas&o do cancer gastrico.

2.2.5 Gross cystic disease fluid protein-15

A GCDFP-15 € um mondémero de 15 kDa encontrado no cromossomo 7 e
expresso em células com diferenciacdo apocrina.®® E é considerado um marcador
especifico para células com diferenciacdo apocrina apresentando-se expresso no

epitélio apocrino metaplasico.“4®)

A expressao da GCDFP-15 no carcinoma mamario, em estudos publicados na
literatura, apresenta variagdes: 74,0%%, 57,0%? e 25,0%"". Em um estudo
empregando o anticorpo 23A3, mais especifico, os pesquisadores encontraram

sensibilidade de 11,0% no carcinoma da mama metastatico.’? Em outro estudo,
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utilizando anticorpo  monoclonal 23A3, em 49 carcinomas mamarios, 0s

pesquisadores encontraram sensibilidade de 69,0%."®

Na pratica clinica, a coloragao positiva para GCDFP-15 em um carcinoma de
origem desconhecida favorece o diagnéstico de carcinoma mamario, embora a

colorag&o negativa ndo exclua a origem mamaria.

Em 2010, foi publicado um estudo com 43 recidivas locais e 72 a distancia do
carcinoma mamario, oito metastases para a mama, oriundas de outros 6rgaos, e 30
metastases ndo mamdrias, utilizando IHQ com mamaglobina e GCDFP-15." A
mamaglobina apresentou expressao em 55 (47,8%) e GCDFP-15 em 13 (11,3%) das
recidivas locais e a distancia do carcinoma mamario. A MAM estava expressa em
uma percentagem mais elevada de células tumorais e com maior intensidade de
coloracdo que a GCDFP-15, estatisticamente significativa (p<0,005). Sendo que as
metastases para a mama oriundas em outros 6rgdos e lesbes metastaticas de
origem extramamaria foram uniformemente negativos tanto para a MAM como
GCDFP-15. Desta forma, os pesquisadores concluiram que a MAM é superior a
GCDFP-15 na detecgao de um carcinoma de origem mamaria, e pode ser incorporado

em painéis de IHQ na avaliagado de carcinomas primarios de origem desconhecido.

Mais recentemente a GCDFP-15 tem sido estudado relacionado ao
progndéstico do carcinoma mamario. Em estudo da expressédo de GCDFP-15 e MAM
em 833 pacientes com carcinoma mamario (778 neoplasia infiltrante e 55 in situ), a
MAM (42,3%) apresentou maior expressdo no carcinoma mamario (infiltrante e in
situ) que a GCDFP-15 (31,6%), apenas 14,8% dos casos apresentaram expressao
dos dois marcadores (p=0,071), sendo que a sensibilidade de ambos os marcadores
ndo foi elevada e quando combinados foi de 58,9%.“* Comparando MAM e
GCDFP-15, a MAM demonstrou uma sensibilidade global superior para a detecgao
de carcinoma mamario, enquanto GCDFP-15 foi associado a um perfil de
biomarcadores de bom prognéstico. Os pesquisadores concluiram que a MAM pode
ser mais adequada para detectar o carcinoma mamario com pior prognostico que a
GCDFP-15.

Em 2014, foi publicado estudo da expressdo IHQ da GCDFP-15 em 602
especimes de biopsia de carcinoma mamario correlacionando com tempo livre de
doencga, tempo de sobrevivéncia global e a resposta patolégica completa para

Quimioterapia neoadjuvante (QT Neo), sendo que a GCDFP-15 foi positivo em 239



18

carcinomas (39,7%) e foi relacionado com a positividade dos RHs e HER2, enquanto
a maioria dos carcinomas triplo-negativo ndo expressou a GCDFP-15 (p<0,0001).®)
Concluiram os pesquisadores, que a GCDFP-15 é expresso em todos os principais
subtipos de carcinoma mamario e pode ser util como um marcador de diagndstico
para a diferenciagdo mamaria em carcinomas RHs positivos, ocorrendo redug¢ao na
sensibilidade no subtipo triplo negativo, e esta relacionado a fatores clinico-

patolégicas que indicam um melhor resultado para o paciente.



3 METODOS
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3.1 TIPO DE ESTUDO

Este estudo do tipo teste diagndstico de natureza retrospectiva e com
analise controlada, foi executado no Instituto Nacional de Cancer (INCA), Hospital
do Céncer lll, Rio de Janeiro, subsidiado financeiramente pela Fundacédo Carlos
Chagas Filho de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro, por meio do
Processo E-26/110.664/2012 (Anexo 1), desenvolvido e apresentado no formato
tese de doutorado no Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia Cirurgica
Interdisciplinar da Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de Sé&o
Paulo, Sdo Paulo, para obtenc¢éao do titulo de Doutor em Ciéncias.

Os dados clinicos e as amostras bioldgicas foram obtidos no Arquivo Médico e
no Departamento de Patologia do INCA, Divisdo de Patologia (DIPAT),
respectivamente, e registrados em fichas de coletas de dados padronizadas e
previamente estruturadas (Anexo 2). Desta forma, todas as laminas foram revistas e

reanalisadas.

O estudo foi analisado e aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do
INCA e da Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de S&o Paulo, tendo
sido registrado na Plataforma Brasil, com Certificado de Apresentagdo para
Apreciacéo Etica n. 12390213.3.0000.5274, em 19 de abril 2013 (Anexo 3).

3.2 ETAPAS DESENVOLVIDAS NA EXECUCAO DO PROJETO

3.2.1 Amostragem e coleta dos dados clinicos e histopatoldgicos

Os pacientes, todos do género feminino, foram identificados através dos
dados disponiveis no Departamento de Patologia do INCA-DIPAT, sendo
posteriormente confirmada a disponibilidade das amostras biolégicas necessarias

para o presente estudo (laminas e blocos de parafina).

Todos os casos selecionados foram submetidos a revisdo dos dados
histopatoldgicos por patologista do DIPAT.
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3.2.2 Amostra analisada

Foram incluidas no estudo 126 pacientes, selecionadas sequencialmente de
acordo com a data de registro no DIPAT e atendendo aos critérios de inclusdo. O
periodo de atendimento destas pacientes, no INCA, foi de janeiro de 1997 a margo
de 2013, com seguimento até julho de 2014 (Anexo 4). As 126 pacientes foram
entdo reunidas em trés grupos de 42 pacientes cada, distribuidos e designados da

seguinte forma:

a) Grupo Teste: todos os pacientes com carcinoma mamario (n=42) e que
desenvolveram adenocarcinoma gastrico primario (n=17) ou carcinoma
mamario metastatico no estbmago (n=25), diagnosticados previamente ao

tratamento;

b) Grupo Controle I: pacientes com diagndéstico de carcinoma mamario

primario (n=42), sem outras lesdes associadas;

c) Grupo Controle II: pacientes com diagndstico de adenocarcinoma gastrico

primario (n=42), sem outras lesdes associadas.

O grupo Teste, foco central desta investigacédo, € constituido por pacientes
portadoras de carcinoma mamario primario, ductal ou lobular, que se apresentaram
com um segundo carcinoma primario, adenocarcinoma gastrico primario, ou que
desenvolveram metastase gastrica de carcinoma mamario nas suas evolugdes, com
base em dados clinicos e histopatolégicos considerados na época. O grupo Teste foi
entado dividido em dois subgrupos — subgrupo A, pacientes com metastase gastrica
de carcinoma mamario (n=25), e subgrupo B, com dois carcinomas primarios (n=17)

— para efeito de interpretagcdo diagnostica da imunoexpressao dos marcadores.

Os grupos Controles | e Il sdo constituidos por pacientes portadoras de
carcinoma mamario primario, ductal ou lobular infiltrante, e adenocarcinoma
gastrico primario ndo associado ao carcinoma mamario respectivamente, conforme

critérios clinicos, endoscoépicos e histopatolégicos previamente padronizados.
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3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO NO ESTUDO

Foram considerados critérios de inclusdo no estudo pacientes do género
feminino, submetidas a tratamento no INCA, nos periodos de janeiro de 1997 a
mar¢o de 2013, com diagnostico histolégico de carcinoma mamario ductal ou lobular
infiltrante, carcinoma mamario metastatico no estbmago e adenocarcinoma primario
gastrico, todos com dados clinicos e histopatolégicos disponiveis (Figura 1). A
exclusdao de pacientes do estudo foi realizada quando da indisponibilidade ou

insuficiéncia para analise da amostra bioldgica coletada.

Figura 1 - Representacdo histopatolégica dos grupos do estudo em coloragéo
hematoxilina-eosina): (A) carcinoma ductal infiltrante com area de diferenciacédo
de mucina (S1); (B) carcinoma lobular infiltrante, associado a carcinoma lobular
in situ; (C) adenocarcinoma gastrico primario pouco diferenciado com células em
anel de sinete (S2); (D) detalhes com ampliagao de 20x (S2); (E) carcinoma
lobular infiltrante da mama metastatico para a mucosa gastrica (S3).
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3.4 CARACTERISTICAS DA AMOSTRA ANALISADA

Foram consideradas como variaveis do estudo a idade, a localizagdo do
carcinoma primario, o grau de diferenciagcdo celular, o estadiamento
anatomopatolégico, estabelecido no AJCC Cancer Staging Manual (2010), sétima
edicdo, da American Joint Commitee on Cancer (AJCC)/Union for International
Cancer Controlol, a realizagao de tratamento neoadjuvante e se a amostra analisada
foi coletada em material de biopsia ou do espécime operatério.*"® Como desfecho
primario da investigagdo foi considerada a expressdo dos marcadores tumorais.

Fichas padronizadas de coleta de dados foram estruturadas previamente.

A idade dos pacientes do género feminino variou de 27 a 93 anos, e a média

foi de 60,5 anos, sendo 52,4% com idade superior a 60 anos.

Quanto a localizagdo do carcinoma primario, 67 (53,2%) apresentavam
cancer de mama primario (CDI, 60%; CLI, 40%) e 59 (46,8%) céncer gastrico

primario, todos adenocarcinoma.

Em 60,3% os carcinomas eram grau lll e em 39,7%, graus | e Il. Nos
carcinomas localizados no estdmago houve predominancia do grau Ill e nos

carcinomas de mama graus | e Il (Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracteristicas da amostra

Caracteristica Descricao n (%)
Género Feminino 126 (100,0)
Idade De 27 a 93 anos (média 60,5 anos) -
<60 anos 66 (52,4)
Até 60 anos 60 (47,6)
Localizagao primaria  Mama 67 (53,2)
Estébmago 59 (46,8)
Tipo histoldgico Adenocarcinoma gastrico primario 42 (33,3)
Carcinoma mamario primario 42 (33,3)
Metastase gastrica de carcinoma mamario 25 (19,9)
Adenggarcmomg gastrico e carcinoma 17 (13,5)
mamario primarios
Grau histoldgico -1 50 (39,7)
1] 76 (60,3)
I 19 (15,0)
Estadiamento [l 23 (18,3)
1] 40 (31,8)
\Y; 43 (34,1)
Desconhecido 1(0,8)
Mortalidade Vivos 33 (26,2)
Obitos 93 (73,8)

Seguimento (média) De 1 a 186,4 meses (56,4 meses) -

3.5 PROCEDIMENTOS REALIZADOS

3.5.1 Levantamento dos blocos e respectivos prontuarios

ApoOs a identificacdo das pacientes do estudo e levantados os seus
respectivos prontuarios médicos, laminas hematoxilina-eosina de cada bloco de
parafina de pecgas cirurgicas ou amostras de bidpsia foram separadas e analisadas
pelo patologista, selecionando-se as com maior quantidade de tecido tumoral e

com tecido normal presente como controle interno. Foram realizados 10 cortes
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histoldgicos com 3 ym de espessura de cada bloco de parafina para confecgéao de
laminas silanizadas para analise IHQ dos marcadores.

3.5.2 Classificagao histopatoldgica

Os tipos histolégicos foram agrupados, conforme WHO Classification of
Tumours of the Breast (2012), no carcinoma mamario como CDI e lobular infiltrante

e no carcinoma gastrico, adenocarcinoma.(’®

Para o grau de diferenciag¢ao celular do cancer gastrico primario foi utilizada
a WHO Classification of Tumors of The Dygestive System (2010), tipo bem
diferenciado (grau |), predominio de formacgdes glandulares em mais de 95,0% da
neoplasia; no tipo moderadamente diferenciado (grau Il) fusdo das glandulas
apresentando areas solidas e estruturas glandulares em 50,0% a 95,0% da
neoplasia; no tipo pouco diferenciado (grau lll) apresenta estruturas das glandulas
bem formadas em 0% a 49,0% e indiferenciado (grau IV) ndo apresenta estruturas
glandulares.(m Os adenocarcinomas do tipo mucinoso foram considerados como

grau lll por apresentar um pior progndéstico.

No cancer de mama primario a classificagdo do grau histolégico combinado
de Nottingham (Scarff-Bloom-Richardson, modificado por Elston-Ellis), que inclui o
percentual de diferenciacl1do tubular, avaliac[1do do pleomorfismo nuclear e indice
mitdtico.”® Considerou-se na andlise a localizagdo do carcinoma na mama ou no
estdbmago e a origem primaria ou metastatica. A classificagdo TNM da AJCC descrita

para carcinoma gastrico e carcinoma mamario."®

3.5.3 Analise imuno-histoquimica

Os marcadores IHQ incluiram o RE, o RP, a GCDFP-15 e o HNF4A, que
foram analisados nas amostras do carcinoma nos grupos Teste e Controles | e |,

totalizando 126 blocos de parafina.

Identificada a concentracdo dos anticorpos com a menor diluigdo para
coloragdo positiva e negativa nos controles externos de acordo com dados

fornecidos pelo fabricante. Com os RE e RP foi utilizado como controle externo
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positivo o tecido mamario normal. Para a GCDFP-15, tecido linfonodal e para o
HNF4A utilizou-se o tecido hepatico.

Para os RE e RP, na diluicdo 1:1600, clones 1D51 EgR alfa e 636 PgR da
empresa Dako, respectivamente. Para o anticorpo HNF4A na diluicado 1:100, clone
H1:s¢c-374229 e GCDFP-15 na diluigao 1:1000, clone 23A3, ambos do Laboratério
Santa Cruz, em todos os 126 blocos de carcinoma na mama e estdmago.

Realizada recuperacéo antigénica dos blocos de parafina, tamponados com
citrato pH 6,0 e bloqueados com peroxidase por cinco minutos utilizando-se
Novolink Polymer Detection Systems. Foi considerado positivo o marcador com
expressao <5,0%.

3.5.4 Técnica de imuno-histoquimica

A técnica de IHQ foi realizada em dois dias. No primeiro foi realizada a
desparafinizagdo dos blocos, com trés banhos de cinco minutos cada em xilol,
seguidos de banhos em alcool 100%, 90%, 80% e 70% e agua corrente por cinco
minutos. A recuperacdo antigénica foi realizada utilizando-se panela a vapor
(steamer) com tampdes de citrato pH=6,0. As laminas foram cicladas com caneta
hidrofébica da empresa DAKO e incubadas com tampao TBST? (TBS + 0,1%
Tween® 20). Remogéao do TBST, secagem do excesso e incubagdo com bloqueio de
peroxidase por cinco minutos (Novolink Polymer Detection Systems). Realizados
trés banhos de cinco minutos cada com TBST seguidos de lavagem com agua
destilada e aplicagdo do anticorpo primario na diluicdo previamente estabelecida,

incubado durante uma noite em refrigerador.

No segundo dia foi realizada a lavagem das laminas com agua destilada seguida de
trés banhos de cinco minutos cada, com TBST. Incubagdo do anticorpo (Novolink
Polymer Detection Systems), por 30 minutos. Lavagem com agua destilada seguida
de trés banhos de cinco minutos cada, com TBST. Incubagcdo com o Polimero
(Novolink Polymer Detection Systems), por 30 minutos. Lavagem com agua

destilada seguida de trés banhos de cinco minutos cada, com TBST. Remoc¢ao do

2 Mistura de soluc&o salina tamponada com Tris (TBS) e Polissorbato 20 (também conhecido como
Tween 20).
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TBST, secagem do excesso e incubacdo com DAB® 50 ul cromégeno para 1 ml
substrato, por trés minutos. A reagao foi paralisada com agua destilada, lavagem por
trés minutos em agua corrente, secagem do excesso e incubagdo com hematoxilina-
eosina por 25 segundos; lavagem em agua corrente por trés minutos seguidos de

banhos de alcool 70%, 80%, 90%, 100% e xilol; montagem das ldminas com balsamo.

As laminas utilizadas foram previamente tratadas com silano 3-Aminopropyl
triethoxysilane (Sigma-Aldrich) 4% em alcool etilico P.A. Os cortes dos tecidos que

foram realizados no microtomo com espessura de trés micra.

3.5.5 Critérios adotados para mensuracdo da expressao imuno-

histoquimica

A investigacéo histopatoldgica, relativas as leituras das laminas e adogao de
score de mensuragdo da expressdo IHQ, foi feita pelo patologista e pelo
pesquisador responsavel. Para o RE, RP e HNF4A foi considerada a expressao
nuclear e para a GCDFP-15 a expressao citoplasmatica. A expressao da coloragao
foi quantificada conforme os seguintes critérios: expressdo negativa quando todas
as células nédo apresentavam nenhum sinal do corante; nos casos em que de 5,0%
a 10,0% de células tumorais apresentavam coloragao, a expressao foi considerada
como focal, acima de 10,0% a 50,0% como expressao limitada e, finalmente,
quando acima de 50,0%, como expressao difusa. Para os calculos dos valores
percentuais de sensibilidade e especificidade, os casos com até 5,0% da
expressao IHQ foram considerados como negativos e aquele acima de 5,0% de

imunoexpress&o foram considerados como positivos. (2324:63.79-82)

Analisamos os carcinomas dos trés grupos do estudo utilizando um dos
quatro marcadores (RP, RE, HNF4A e GCDFP-15).

Os grupos controles foram analisados separadamente e posteriormente o
carcinoma localizado no estdbmago do grupo Teste foi classificado e teve sua
acuracia, sensibilidade e especificidade calculadas. Apenas o carcinoma localizado
no estdmago deste grupo foi utilizado para a classificagdo, uma vez que este era o

carcinoma para o qual existia incerteza diagndstica na classificagéo.

® Dimethylaminobenzaldehyde.
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Para avaliacdo serdao considerados os valores de sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN) para
carcinomas gastricos e de mama, assim como a acuracia total de cada marcador,

quando aplicados ao grupo Teste.

3.5.6 Banco de dados amostrais e analise estatistica

Para este estudo foi montado um banco de dados com as seguintes variaveis:
identificacdo do paciente; prontuario (numero de identificagdo do prontuario médico
da paciente no INCA); género (neste caso, todos femininos); idade (em anos);
localizagdo do carcinoma (mama ou estdbmago); origem do carcinoma (primario ou
metastatico — diagndstico do patologista); tipo histolégico; grau histolégico; estagio
TNM; QT Neo; seguimento; 6bito (sim ou ndo); RE (resultado do teste: positivo ou
negativo); RP (resultado do teste: positivo ou negativo); HNF4A (resultado do teste:
positivo ou negativo); GCDFP-15 (resultado do teste: positivo ou negativo) e o grupo
ao qual pertence (grupo | — teste; grupo Il — Controle mama; grupo Il — Controle

estdmago).

Para a analise estatistica dos dados obtidos, foram utilizados os programas
SPSS Statistics, Excel e R Project, tendo sido calculadas as estatisticas descritivas
das variaveis e construgcado das tabelas com caracteristicas diagndsticas dos testes
HNF4A, RE, RP e GCDFP-15. Foram calculadas as sensibilidades,
especificidades, acuracia, prevaléncia, valores preditivos e o teste exato de Fisher
para verificar a associagdo entre os resultados do teste e o tipo de marcador
utilizado (para cada grupo) e a associagao entre o resultado do teste e o grupo
(para cada marcador). O teste exato de Fisher tem como hipdtese nula a nao
existéncia de associagao. Foram calculados os intervalos de confianca de todos os
resultados de imunoexpressdo dos marcadores, para se estimar a magnitude da

variagao dos valores e consequente confiabilidade dos resultados obtidos.



4 RESULTADOS
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4.1 DADOS AMOSTRAIS E RESULTADOS GERAIS

Na Tabela 2 podem ser observadas a distribuicdo dos numeros e os
respectivos percentuais de pacientes incluidos na amostra, nos diferentes grupos,

correlacionando-os com as variaveis estudadas.

Tabela 2 - Distribuicdo dos numeros de pacientes e respectivos percentuais, quanto as
variaveis e valores de p, nos grupos estudados

Grupo (n, %)
Teste ‘ Controle | | Controle I
59,19+11,97 57,64+15,70 60,57+11,52 0,597

Variaveis

Idade (anos) (médiazDP)

Localizacdo do tumor:

Mama 0 (0) 42 (100,0) 0 (0) 0,000
Estémago 42 (100,0) 0(0) 42 (100,0)
Origem do tumor:
Primario 17 (40,5) 42 (100,0) 42 (100,0) 0,000
Metastatico 25 (59,5) 0(0) 0 (0)
Tipo histolégico:
Adenocarcinoma 42 (100,0) 0 (0) 42 (100,0)
CDI 0 (0) 27 (64,3) 0 (0) 0,000
CLI 0 (0) 15 (35,7) 0 (0)
Grau histolégico:
2 13 (31,0) 29 (69,0) 8 (19,0) 0,000
3 29 (69,0) 13 (31,0) 34 (81,0)
Estagio TNM:
Desconhecido 1(2,4) 0 (0) 0(0)
I 3(7,1) 7 (16,7) 9(21,4)
Il 5(11,9) 14 (33,3) 4 (9,5) 0,000
1] 1(2,4) 21 (50,0) 18 (42,9)
v 32 (76,2) 0 (0) 11 (26,2)
QT Neo:
Sim 0 (0) 9(21,4) 0 (0) 0.000
Nao 42 (100,0) 33 (78,6) 42 (100,0) ’
Mortalidade:
Obitos 35 (83,3) 24 (57,1) 34 (81,0) 0.010
Vivos 7 (16,7) 18 (42,9) 8 (19,0)
Seguimento (meses) 24 27+28,78 104,23+59,79 40,37+44,79 0,000

Legenda: desvio padrao (DP); carcinoma ductal infiltrante (CDI); carcinoma lobular infilirante (CLI); T,
tumor primario, N, linfonodos, M metastase (TNM); quimioterapia neoadjuvante (QT Neo).
No grupo teste apenas o tumor localizado no estdémago foi considerado para classificagao.
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Pode-se observar que a distribuicdo dos pacientes nos diferentes grupos de
analise foi significantemente diferente com relacdo as variaveis grau de
estadiamento, tempo de seguimento e mortalidade. Quanto a idade essa

distribuicao nos diferentes grupos se mostrou homogénea.

4.2 RESULTADOS DAS IMUNOEXPRESSOES DOS MARCADORES
SELECIONADOS

Os resultados da expressao de cada marcador — HNF4A, RE, RP e GCDFP-
15 — em cada grupo de pacientes, sdo apresentados nas Tabelas 3 a 6,
observando que o grupo Teste foi subdividido em subgrupo A e subgrupo B,

conforme critérios diagndsticos prévios.

4.2.1 Hepatocyte nuclear factor 4-alpha

Tabela 3 - Distribuicdo dos numeros de pacientes e respectivos percentuais, quanto a
imunoexpressao do Hepatocyte nuclear factor 4-alpha e valores de p, por grupos
de pacientes

Teste (n, %) Controle (n, %)
Resultado Total (n, %) P
Subgrupo A | Subgrupo B| Grupol | Grupoll
Negativo 24 (96,0) 0 (0) 42 (100,0) 0 (0) 66 (52,4) 0.001
< )
Positivo 1(4,0) 17 (100,0) 0 (0) 42 (100,0) 60 (47,6)
Total 25(100,0) 17 (100,0) 42 (100,0) 42 (100,0) 126 (100,0) -

Legenda: subgrupo A (metastase gastrica de origem mamaria); subgrupo B (adenocarcinoma
gastrico primario), grupo | (carcinoma mamario primario); grupo Il (adenocarcinoma
gastrico primario).

Em 17 pacientes diagnosticados anteriormente como adenocarcinoma
gastrico primario (grupo Teste, subgrupo B) observou-se imunoexpressao positiva
do marcador HNF4A, tendo sido considerados, portanto, como primarios do
estbmago (Figura 2A). Dos 25 pacientes do grupo Teste, subgrupo A, ou seja,
diagnosticados como metastase gastrica de origem mamaria, 1 apresentou
imunoexpressao do HNF4A e 24 nao apresentaram imunoexpressdo do HNF4A

metastase (Figura 2B).
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O HNF4A apresentou positividade de expressdo em todos os pacientes
diagnosticados como portadores de adenocarcinoma gastrico primario (grupo
Controle 1) e se mostrou negativo em todos os casos de carcinoma mamario
primario (grupo Controle 1). O valor estimado de p foi <0,001, correspondendo a
diferenca significante de expressdo do HNF4A entre os grupos testes e seus
respectivos controles.
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Figura 2 - Hepatocyte nuclear factor 4-alpha coloragdo por imunoperoxidase de tecido
gastrico: A) marcacao nuclear em glandula ndo neoplasica a direita (S1)
(controle interno) e marcagao nuclear nas células do carcinoma gastrico pouco
diferenciado com células em “anel de sinete” (S2) (restante); B) mostra
marcagao nuclear nas células da mucosa gastrica (S3) e auséncia de marcagao
nuclear nas células do carcinoma lobular infiltrante da mama metastatico para a
mucosa gastrica (S4).
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Tabela 4 - Distribuicdo dos numeros de pacientes e respectivos percentuais, quanto a
imunoexpressao do receptor de estrogénio e valor de p, por grupos de pacientes

Teste (n, %)

Controle (n, %)

Resultado Total (n, %) p
Subgrupo A | Subgrupo B| Grupol | Grupoll

Negativo 13 (52,0) 17 (100,0) 7(16,4) 42(100,0) 79 (62,7) <0.001

Positivo 12 (48,0) 0 (0) 35 (83,3) 0 (0) 47 (37,3)

Total 25(100,0) 17 (100,0) 42 (100,0) 42 (100,0) 126 (100,0) -

Legenda: subgrupo A (metastase gastrica de origem mamaria); subgrupo B (adenocarcinoma
gastrico primario), grupo | (carcinoma mamario primario); grupo Il (adenocarcinoma
gastrico primario).

Em 25 pacientes do grupo Teste, subgrupo A, o marcador RE apresentou-se
imunoexpresso em 12 (48,0%) e em 42 pacientes do grupo Controle | esta
imunoexpressao foi observada em 35 (83,0%) (Figura 3A). Nenhum carcinoma do
grupo Controle Il e do grupo Teste, subgrupo B, apresentou expressado do RE. O
valor estimado de p foi <0,001, correspondendo a diferenga significante de

expressao do RE entre os grupos testes e seus respectivos controles.

4.2.3 Receptor de progesterona

Tabela 5 - Distribuicdo dos numeros de pacientes e respectivos percentuais, quanto a
Imunoexpressdo do receptor de progesterona e valores de p, por grupos de

pacientes
Teste (n, %) Controle (n, %)
Resultado Total (n, %) P
Subgrupo A | Subgrupo B| Grupol | Grupoll

Negativo 19 (76,0) 17 (100,0) 11 (26,2) 42(100,0) 89 (70,6) 0.001
< )

Positivo 6 (24,0) 0 (0) 31(73,8) 0 (0) 37 (29,4)

Total 25 (19,8) 17 (13,5) 42 (33,33) 42 (33,33) 126 (100,0) -

Legenda: subgrupo A (metastase gastrica de origem mamaria); subgrupo B (adenocarcinoma
gastrico primario), grupo | (carcinoma mamario primario); grupo Il (adenocarcinoma
gastrico primario).
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Em 25 pacientes do grupo Teste, subgrupo A, o marcador RP apresentou-se
imunoexpresso em 6 (24,0%) e em 42 pacientes do grupo Controle | esta
imunoexpressdo foi observada em 31 (73,8%) pacientes (Figura 3B). Nenhum
carcinoma do grupo Controle Il e do grupo Teste, subgrupo B, apresentou expressao
do RP. O valor estimado de p foi <0,001, correspondendo a diferenga significante de

expresséo do RP entre os grupos testes e seus respectivos controles.

4.2.4 Gross cystic disease fluid protein-15

Tabela 6 - Distribuicdo dos numeros de pacientes e respectivos percentuais, quanto a
imunoexpressdo da Gross cystic disease fluid protein-15 e valores de p, por
grupos de pacientes

Teste (n, %) Controle (n, %)
Resultado Total (n, %) p
Subgrupo A | Subgrupo B| Grupol | Grupoll
Negativo 16 (64,0) 17 (100,0) 27 (64,3) 42(100,0) 102 (81,0) 0.001
<
Positivo 9 (36,0) 0 (0) 15 (35,7) 0 (0) 24 (19,0) ’
Total 25 (19,8) 17 (13,5) 42 (33,33) 42 (33,33) 126 (100,0) -

Legenda: subgrupo A (metastase gastrica de origem mamaria); subgrupo B (adenocarcinoma gastrico
primario), grupo | (carcinoma mamario primario); grupo Il (adenocarcinoma gastrico primario).

Em 25 pacientes do grupo Teste, subgrupo A, o marcador proteina do fluido
da doenga cistica apresentou-se imunoexpresso em 9 (36,0%) e dos 42 pacientes
do grupo Controle | esta imunoexpressao foi observada em 15 (35,7%) pacientes
(Figura 3C e Figura 3D). Nenhum carcinoma do grupo Controle |l e do grupo Teste,
subgrupo B, apresentou expressdo da GCDFP-15. O valor estimado de p foi
<0,001, correspondendo a diferenga significante de expressdo do GCDFP-15 entre

0s grupos testes e seus respectivos controles.
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Figura 3 - Coloragdo por imunoperoxidase de tecido gastrico: (A) marcagao nuclear do
receptor de estrogénio nas células do carcinoma lobular infiltrante da mama
metastatico (S1) e auséncia da coloracdo na mucosa gastrica normal (S2); (B)
marcagao nuclear do receptor de progesterona nas células do carcinoma lobular
infiltrante da mama metastatico (S3) e auséncia de coloragao na mucosa gastrica
normal (S4); (C) marcacao citoplasmatica da Gross cystic disease fluid protein-15
em células do carcinoma lobular infiltrante da mama metastatico (S5) e auséncia
de coloragdo na mucosa gastrica normal (S6); (D) marcagao citoplasmatica da
Gross cystic disease fluid protein-15 em maior aumento 20x (S7).

Tabela 7 - Distribuicdo dos valores percentuais de sensibilidade, especificidade, valor
preditivo negativo, valor preditivo positivo e acuracia dos Hepatocyte nuclear
factor 4-alpha, receptor de estrogénio, receptor de progesterona, Gross cystic
disease fluid protein-15 e respectivos intervalos de confianca

Marcadores |  HNF4A | RE | RP | GCDFP-15
Sensibilidade 100,0% 48,0% 24,0% 36,0%
(0,805 - 1,000) (0,270 - 0,687) (0,094 —0,451) (0,180 — 0,575)
Especificidade 96,0% 100,0% 100,0% 100,0%
(0,797 - 0,999) (0,805 — 1,000) (0,805 — 1,000) (0,805 — 1,000)
VPP 94,4% 100,0% 100,0% 100,0%
(0,727 - 0,999) (0,735 - 1,000) (0,541 —1,000) (0,664 — 1,000)
VPN 100,0% 56,7% 47,2% 51,5%
(0,858 — 1,000) (0,374 —0,745) (0,304 —0,645) (0,335 - 0,692)
Acuracia 97,6% 69,0% 54,8% 61,9%

(0,874 — 0,999)

(0,529 - 0,824) (0,387 —-0,702) (0,456 — 0,764)

Legenda: hepatocyte nuclear factor 4-alpha (HNF4A); receptor de estrogénio (RE); receptor de
progesterona (RP); gross cystic disease fluid protein-15 (GCDFP-15); valor preditivo positivo
(VPP); valor preditivo negativo (VPN).
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4.3 INDICADORES DIAGNOSTICOS DE CADA MARCADOR NO
GRUPO TESTE COM OS INTERVALOS DE CONFIANCA

A sensibilidade dos marcadores considerados isoladamente, ou seja, a
proporgao de individuos com a doenga e que tém um teste positivo para a doenga, é
alta (100,0%) no HNF4A e baixa e média (24,0%, 36,0% e 48,0%) nos demais.

A especificidade dos marcadores, ou seja, a proporgédo de individuos sem a
doencga e que tém um teste negativo para a doenga, € alta em todos os marcadores
(96,0% a 100,0%). Estes niveis de especificidade, encontrados raramente,

diagnosticarao individuos que nao tém a doenga, como doentes.

O VPP, ou seja, a probabilidade da doenga em um individuo com teste
positivo para aquela doenca, de todos os marcadores analisados isoladamente
pode ser considerado como alto (94,4% a 100,0%) e desta forma raramente o

individuo ndo tera a doenga quando apresentar um teste positivo.

O VPN, ou seja, a probabilidade de um individuo n&o ter a doenga quando o
teste para esta doenca é negativo, do HNF4A é alto (100,0%), enquanto todos os
outros marcadores apresentam isoladamente VPN baixo (47,2%, 51,5%, 56,7% e
58,6%).

Quando analisados sob o conceito de acuracia, ou seja, o conjunto de
resultados, positivos e negativos, que podem ser considerados como corretos,
observa-se uma elevagdo global de todos os marcadores, destacando-se a
participacéo diagnostica isolada do HNF4A.

O calculo do intervalo de confianga para cada marcador permitiu avaliar a
extensdo de variacdo de cada resultado obtendo-se, desta forma, uma estimativa
da precisdo da medida em um nivel admitido de 0,05.

4.4 RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS NESTA INVESTIGACAO

O marcador tumoral RE apresentou imunoexpressao considerada como
positiva em 12 dos 25 pacientes (48,0%) com carcinoma mamario metastatico no

estbmago, grau médio de sensibilidade (48,0%), alta especificidade (100,0%) e
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acuracia de grau médio (69,0%). Seu nivel de expressdo quando comparado ao
respectivo grupo controle, foi significante (p<0,001).

O marcador tumoral RP apresentou imunoexpressao considerada como
positiva em seis dos 25 pacientes (24,0%) com carcinoma mamario metastatico no
estbmago, grau baixo de sensibilidade (24,0%), alta especificidade (100,0%) e
acuracia de grau médio (54,8%). Seu nivel de expressdo, quando comparado ao

respectivo grupo controle, foi significante (p<0,001).

O marcador tumoral GCDFP-15 apresentou imunoexpressao considerada
como positiva em nove dos 25 pacientes (36,0%) com carcinoma mamario
metastatico no estdbmago, baixa sensibilidade (36,0%), alta especificidade (100,0%)
e acuracia e grau médio (61,9%). Seu nivel de expressao, quando comparado ao

respectivo grupo controle, foi significante (p<0,001).

O marcador tumoral HNF4A apresentou imunoexpressao considerada como
positiva em 17 dos 17 pacientes (100,0%) com adenocarcinoma gastrico primario,
e em um paciente com carcinoma mamario metastatico no estdbmago, alta
sensibilidade (100,0%), alta especificidade (96,0%) e alta acuracia (97,6%). Seu
nivel de expressao, quando comparado ao respectivo.



5 DISCUSSAO
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5.1 RELEVANCIA DA PERGUNTA DA PESQUISA

Existem poucos estudos publicados sobre metastase gastrica de origem
mamaria, sendo que a maioria deles classifica o0 adenocarcinoma gastrico como
primario ou metastatico de acordo com a avaliagdo da morfologia tumoral realizada
pelo patologista.®®®%) Estudos mais recentes, no entanto, utilizaram a IHQ com
marcadores especificos, porém pouco sensiveis, o que dificulta a conclusao

diagndstica e a orientagdo do tratamento adequado.®1":2324)

O diagndéstico diferencial entre a metastase gastrica com o adenocarcinoma
gastrico primario é muito dificil quando se utiliza métodos convencionais como os

clinicos, radiolégicos e endoscépicos.!'")

A diferenciacao entre pacientes com carcinoma metastatico e pacientes com
dois carcinomas primarios de origem gastrica e mamaria é importante, tanto para o
prognostico como para o tratamento; além disto dois carcinomas primarios
associados podem ser indicativos de carcinogénese de natureza hereditaria,
particularmente em pacientes jovens, o que implica orientacdo oncoldgica

terapéutica diferente.®*

Os pacientes com carcinoma da mama metastatico sdo mais frequentemente
tratados com quimioterapia enquanto que aqueles com adenocarcinoma gastrico

primario requerem um estadiamento prévio para o tratamento cirurgico adequado.

Recentemente o HNF4A foi demonstrado como altamente especifico na
diferenciagcdo entre metastase gastrica de origem mamaria e adenocarcinoma
gastrico primario, em virtude do seu envolvimento no metabolismo das células do
endoderma visceral, o que permite a sua identificagdo, por IHQ, no estémago,
intestino, figado e pancreas mas ndo na grande maioria de outros érgdos como,

por exemplo, as mamas e os ovarios.®)

Nosso objetivo, nesta investigacdo, foi determinar a sensibilidade e a
especificidade do HNF4A nos carcinomas primarios da mama e do estdmago e
avaliar a sua importéncia na diferenciagdo entre carcinoma gastrico primario e
metastatico em uma série de casos de pacientes com carcinoma na mama € no

estbmago.
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Consideramos desta forma a nossa pergunta de pesquisa de alta relevancia,
pois a sua resposta pode permitir a consolidagcdo da possibilidade de uso de uma
ferramenta diagndstica mais confiavel, contribuindo sobremaneira na atencédo a

saude destes pacientes.

5.2 A BAIXA PREVALENCIA DA METASTASE DO CANCER
MAMARIO NO ESTOMAGO E O SEU MECANISMO

As metastases de carcinoma mamario no tubo digestivo podem ser
consideradas como raras, variando de 0,3% em séries retrospectivas até 8,0%-
18,0% em séries de autopsias; quando ocorrem, no entanto, a sua localizagéo
preferencial é o estbmago. A maioria dos autores concorda que a baixa prevaléncia
pode estar subestimada em todos os estudos, pois pacientes com sintomas
inespecificos podem néo ter sido investigados e o IHQ para identificagcdo da doenca
metastatica, realizado através de marcadores biolégicos, ndo foram utilizado na
maioria dos estudos inicialmente publicados na literatura. De acordo com Koyama et

al. a metastase gastrica pode ser a primeira manifestagdo do cancer de mama.®®)

A metastase do cancer de mama para o estbmago é um evento que contém no
seu modelo de disseminagdo alguns aspectos caracteristicos que, em frequentes
situagdes, costumam dificultar o diagndstico e a conduta. Dessa forma Cormier et al.,
em 1980, que descreveram pela primeira vez a linite plastica do estémago como leséo
metastatica de um carcinoma lobular infiltrante da mama, referem que em etapas mais
precoces da invasao da parede gastrica as lesbes aparecem como placas nodulares
ou polipdides isoladas da submucosa, o que permitiu a estes autores interpretar estes
achados como uma disseminacao de células tumorais envolvendo progressivamente
todas as camadas da parede do estbmago cuja mucosa pode ser poupada no inicio.
Interessante observar que neste modelo de disseminacdo a biopsia superficial da
mucosa gastrica pode levar a resultados falso-negativos em até 50,0% dos casos.®
Na lesdo avangada o cancer gastrico primario e o metastatico da mama no estémago
podem apresentar o0 mesmo quadro clinico, endoscépico e radioldgico, o que pode
nao permitir o diagnéstico diferencial acurado dessas lesdes. Neste contexto, os
autores propuseram um algoritmo IHQ, empregando sucessivamente anticorpos
selecionados CK-20, CK-7, RE, RP e GCDFP-15.!""#%
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5.3 MODELO DE PESQUISA

Este estudo de natureza retrospectiva, utiliza procedimentos de analise da
expressao IHQ de proteinas relacionadas a origem tumoral, em pacientes com
diagndstico de carcinoma mamario e adenocarcinoma gastrico, para se determinar

a origem primaria ou metastatica do carcinoma no estdbmago.

Os marcadores tumorais investigados foram selecionados baseando-se em
estudos anteriores. O foco desta investigagao é identificar marcadores tumorais com
maior sensibilidade e especificidade no diagnostico diferencial entre metastase

gastrica de origem mamaria e adenocarcinoma gastrico primario.

O agrupamento dos pacientes, conforme o diagndstico inicial de carcinoma
mamario primario, adenocarcinoma gastrico primario e metastase gastrica de
origem mamaria a ser determinada, permitiu estruturar um modelo de pesquisa
analitica, ou seja, onde este ultimo grupo designado como teste € controlado pelos

dois outros considerados como de referéncia.

A analise da composicdo desses grupos de pacientes, estruturados
conforme critérios prévios de inclusdo e exclusdo, demonstrou nao ocorrer
diferengas significantes entre eles quando se consideraram varidveis gerais de
natureza clinico-patolégicas; o resultado conferiu homogeneidade aos grupos
analisados e deu sustentacdo a comparabilidade dos mesmos, minimizando-se,

desta forma, possiveis tendenciosidades de processo de amostragem.

O tamanho amostral analisado n&o foi previamente estimado mas, quando
se compara este estudo com a literatura pertinente de primeira ordem, verifica-se
que pudemos dispor, em virtude do potencial de atendimento do INCA, Hospital do
Céancer lll, Rio de Janeiro, de um numero consideravel de pacientes, o que pode,
certamente, conferir maior poder estatistico para demonstrar eventuais diferencas
entre os desfechos primarios investigados. Os achados significantes desta

investigagao comprovam esta assertiva.

5.4 PROCEDIMENTOS EMPREGADOS E POSSIVEIS VIESES

Esse estudo utilizou blocos de parafina armazenados no Departamento de

Patologia do INCA-DIPAT ha varios anos, nao tendo sido identificado dificuldade
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técnica no preparo das laminas e coloracéo, o que esta de acordo com o relatado
por Engel e Moore, que identificaram 62 variaveis que influenciam os resultados da
IHQ, e concluiram que 15 fatores incluindo a demora na fixagédo, tipo e
concentracdo do fixador, pH, tempo de fixacdo, reagentes e condigbes de
desidratacdo, reagente de limpeza, temperatura e duragcdo da inclusdo em
parafina, de secagem e armazenamento, eram capazes de impactar um teste
IHQ.®> Em contraste, 12 fatores incluindo a proporcdo de tecido fixado, tipo de
processador, tipo de parafina, duragdo da lavagem pds-fixagao, numero e posigao
das amostras durante a desidratacédo e a duracdo do armazenamento em bloco de

parafina, ndo tém influéncia sobre o ensaio de IHQ.®?

Considerando-se a complexidade do exame por método de IHQ, € importante
ressaltar que este estudo utilizou anticorpos monoclonais, o que aumenta
significativamente a especificidade de diagndstico, realizando recuperagéao
antigénica, que torna possivel executar mais eficazmente ensaios de IHQ em tecido
fixados em formalina e parafina e considerou positiva apenas a expressao nuclear
para o RE, RP e HNF4A e a citoplasmatica para o GCDFP-15.

Nesta investigac&do tentamos minimizar os efeitos dessas causas possiveis de
vieses com base em varias pesquisas anteriores sobre biomarcadores e suas
correlagdes diagndsticas e progndsticas e na qualidade do servigo que utilizamos, o
laboratorio do Departamento de Patologia do INCA-DIPAT, setor altamente
reconhecido nesta atividade, com protocolos de coleta e armazenamento de

amostras bioldgicas.

Acreditamos que, do ponto de vista metodoldgico, as citadas possibilidades
de vieses puderam ser evitadas ou minimizadas pela condugdo da investigagao
clinica de maneira adequada e/ou pela analise apropriada dos dados obtidos,

principios classicamente apontados na epidemiologia clinica.

5.5 MARCADORES TUMORAIS SELECIONADOS

5.5.1 Hepatocyte nuclear factor 4-alpha

Todos os estudos que incluiram o HNF4A na analise IHQ para o diagndstico

diferencial entre cancer gastrico primario e metastase gastrica de origem mamaria
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encontraram resultados semelhantes. Desta forma o HNF4A é considerado como
expresso no tecido gastrico normal e neoplasico e ndo apresenta expressao no

tecido mamario.

No presente estudo todos os 42 casos de adenocarcinoma gastrico
primarios do grupo Controle I, apresentaram expressao nuclear difusa e de forte
intensidade do HNF4A, e nenhum dos 42 casos de carcinoma mamario primario,
grupo Controle | (tumor localizado na mama), expressaram HNF4A, em
concordancia com os resultados de Koyama et al. e van der Post et al.?>? A
mucosa gastrica normal circunjacente (controle interno) nos casos negativos,
também apresentava coloragdo de HNF4A, indicando que a qualidade e a fixagao

da amostra estavam adequadas.

No grupo Teste, dos 17 pacientes apresentando dois carcinomas primarios,
na mama e no estbmago, 16 eram CDI no carcinoma primario da mama. Todos os
carcinomas primarios do estdbmago foram positivos para HNF4A com expresséo
difusa em 12 e limitada em 6, enquanto que todos os carcinomas mamarios
primarios foram negativos para HNF4A. Entre as 25 metastases gastricas de
carcinoma mamario, uma apresentou expressao do HNF4A, com controle interno
positivo, RE, RP e GCDFP-15 negativo. Treze foram diagnosticados como do tipo
CLI (52,0%) no carcinoma primario da mama.

A interpretagdo destes resultados sugere que, os marcadores atualmente
conhecidos que apresentam-se expressos no carcinoma mamario, apesar de
especificos, apresentam sensibilidade variavel no poder discriminatério entre
metastase mamaria no estbmago e a lesdo gastrica primaria. A introdugdo do
HNF4A a IHQ diagndstica da metastase gastrica de origem mamaria vem
demonstrando especificidade e sensibilidade ideais, com significancia estatistica e,
principalmente, possibilidade de aplicagdo na pratica clinica. Da mesma forma, como
o fendbmeno da carcinogénese se integra pela acado simultadnea de varios genes, com
diferentes funcdes, a expressdo IHQ de suas proteinas, deve ser do ponto de vista
fisiopatolégico, um parametro de referéncia seguro no processo de diagndéstico de

lesbes gastricas secundarias ou nao.
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5.5.2 Receptor de estrogeno e receptor de progesterona

O RE e RP somente apresentam expressdo na metastase gastrica de
origem mamaria, se o carcinoma mamario primario for RH positivo, 0 que ocorre
em 75,0% a 80,0% com o RE e 20,0% a 30,0% com o RP, o que compromete a
sensibilidade diagndstica destes marcadores. Além disso, estudos recentes
relacionados ao prognéstico e ao tratamento tém comprovado a presenca do RE-A
e RE-B no carcinoma gastrico, o que poderia diminuir mais ainda as
especificidades desses marcadores. Alguns estudos demonstraram expressao de
RE-B, mas ndo do RE-A no céncer gastrico primario, enquanto outros

demonstraram que o RE-A também esta expresso no cancer gastrico.’:°9:86.87)

A expressao do RE-A no carcinoma gastrico demonstra acentuada
variabilidade (0-65,0%) nos diferentes estudos publicados, principalmente porque a
leitura da imunorreagao realizada nesses estudos tem diferentes critérios e a imuno-
intensidade fraca da expressao do RE-A no cancer gastrico considerada positiva por
alguns pode gerar resultados inconsistentes entre os estudos.®” No estudo de
Wang et al., o RE-A marcador de express&o nuclear, foi considerado positivo quando
detectado no citoplasma e com expressao fraca, confirmando que a interpretacao
dos resultados da andlise IHQ é variavel.®? No estudo de Zhao et al. a coloragdo
citoplasmatica também foi considerada positiva, embora a coloragdo nuclear seja a
especifica."® Ja no estudo de van Velthuysen et al., Koyama et al. e van der Post et
al., assim como no presente estudo, utilizando anticorpos de segunda geragéo, que
agora sao rotineiramente utilizados na pratica da patologia cirurgica para detectar
RE, nenhum dos carcinomas gastricos primarios expressou RE-A, podendo ser
usado de forma confiavel para diagnosticar metastase de carcinoma gastrico,

quando o carcinoma mamario primario é RE positivo. #2467

O RE-A e RP neste estudo ndo demonstraram expressdao em nenhum
carcinoma gastrico primario, tanto no grupo Teste como no grupo Controle Il. No
carcinoma mamario primario do grupo Teste a expresséo foi de 85,7% (36/42) e
76,2% (32/42), respectivamente; e nas metastases gastricas de origem mamaria
também no grupo Teste foi de 48,0% (12/25) e 24,0% (6/25), respectivamente. No
grupo Controle |, a expressdao foi de 83,3% (35/42) e 73,3% (31/42)

respectivamente; com especificidade de 100,0%. Seis pacientes com carcinoma
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mamario primario em 42 do grupo Teste e 7 em 42 pacientes no grupo Controle |
eram RH negativos, ndo sendo possivel realizar o diagndstico da metastase
gastrica através destes dois marcadores. Além disto, o numero de metastases
gastricas de origem mamaria RH negativa € maior que no carcinoma primario da
mama, e no presente estudo corresponderam a 13 (25) das metastases do grupo
Teste que foram RE e RP negativo.

Achamos que a imunoexpressao destes marcadores hormonais nos grupos
analisados pode ser considerada como boa, mas ainda ndao o suficiente para
considera-los como determinantes do diagndstico diferencial entre carcinoma da
mama metastatico no estbmago e adenocarcinoma primario gastrico, principalmente
em carcinoma mamario triplo-negativo ou receptor hormonal negativo. Quanto a
insercao destes marcadores, no entanto, entendemos que sao importantes; outros
estudos com padronizagao metodologica mais adequada devem ser realizados, para

dirimir as duvidas e controvérsias da literatura correlata.

5.5.3 Gross cystic disease fluid protein-15

Embora alguns estudos tenham demonstrado expressdo de GCDFP-15 em
carcinomas de origem ndo mamaria, a taxa de expressao € muito menor do que no
carcinoma mamario, € nao encontramos relatos de expressao no adenocarcinoma
gastrico.*¥ Portanto, o GCDFP-15 é considerado marcador especifico para o
carcinoma mamario, mas pode nao estar presente em todos os casos. Ainda no
mesmo estudo, os autores comparam a expressao do GCDFP-15 e da MAM no
carcinoma mamario primario, a expressao de GCDFP-15 no carcinoma mamario
infiltrante foi de 30,6%, resultado comparavel a outros estudos que utilizaram tissue
microarray, mas inferior aos resultados obtidos quando o espécime tumoral era
examinado de forma mais abrangente e ndo pontualmente quando se utiliza a

técnica de tissue microarray (70,0%).

Em nosso estudo o GCDFP-15 apresentou expressdo em 54,8% (23/42) no
carcinoma mamario primario do grupo Teste e 36% (9/25) nas metastases gastricas
de origem mamaria também no grupo Teste e em 35,7% (15/42), no grupo Controle
I. Nao houve expressdao do GCDFP-15 em nenhum adenocarcinoma gastrico

primario, tanto no grupo Teste como no grupo Controle Il, com especificidade de
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100,0%. Trés casos que eram negativos no carcinoma mamario primario
apresentaram expressdo na metastase gastrica de origem mamaria, como tem sido

descrito na literatura. 458

5.6 RESULTADOS OBTIDOS NESTA INVESTIGACAO

Embora examinado em um numero limitado de amostras de carcinomas
metastaticos, a expressao IHQ do HNF4A foi negativa em todos os casos, exceto
um que apresentou expressao fortemente positiva. Esse caso era RE, RP e
GCDFP-15 negativos.

O HNF4A apresentou expressdo em todos os casos de adenocarcinoma
gastrico primario e foi negativo em todos os casos de carcinoma mamario primario,
0 que também ocorreu no estudo de Koyama et al. e van der Post et al., sugerindo
que a identificagdo da expressdao do HNF4A em tecido tumoral exclui a origem
mamaria, pois de acordo com esse e outros estudos o tecido mamario normal e

neoplasico ndo tem expressdo de HNF4A.#24

5.7 IMPLICACOES PARA A PRATICA MEDICA

No diagnéstico diferencial em uma paciente com lesédo gastrica e carcinoma
mamario primario, sincrébnicos ou metacrénicos, o estudo de IHQ deve incluir o
HNF4A, além dos RE e RP, mais comuns na pratica médica, principalmente em
casos de carcinoma mamario RH negativos cujas metastases também serdo RH
negativas. No presente estudo 13 em 25 metastases gastrica de origem mamaria
eram RH negativas e destes apenas uma apresentou expressdao do GCDFP-15, ou
seja, apenas 13 casos de metastases gastricas poderiam ser diagnosticados com o

estudo IHQ incluindo os trés marcadores.

Futuramente, com novos estudos de validagcdo com amostras maiores, 0
HNF4A tem o potencial de ser utilizado isoladamente como marcador no
diagndstico diferencial, para confirmar ou excluir a presenga de metastase gastrica

de origem mamaria.
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Somente apds o diagnostico correto podemos iniciar o tratamento sistémico
adequado para carcinoma mamario metastatico ou tratamento cirurgico no
adenocarcinoma gastrico primario. O prognédstico dessas pacientes ainda é incerto,
mas com todo o armamento terapéutico utilizado no carcinoma mamario, a
sobrevida dessas pacientes tem aumentado. A abordagem terapéutica adequada
provavelmente tera efeito na sobrevida, especialmente se nido existirem outros

locais de metastases.

5.8 IMPLICACOES PARA A PESQUISA

Para dar maior consisténcia aos nossos achados, investigacdes
semelhantes poderiam ser conduzidas e, posteriormente, outros estudos com
desenhos de validagao clinica poderiam, entédo, ser implementados. Considerando-
se o potencial numero atual de marcadores biologicos, essas tarefas de
investigagcdo constituem um verdadeiro desafio na produ¢do do conhecimento

desta area de atencdo a saude.

Outro enfoque que sugerimos para continuidade na investigagao deste tema é
o sequenciamento de DNA do tipo next-generation nestes pacientes, que se
apresenta atualmente como uma inovagao tecnolégica excelente, oportuna e
desafiadora. Sua introdugdo na pratica médica, como uma alternativa ao
sequenciamento convencional, ja vem sendo utilizada e pode representar a integragéo

definitiva multidisciplinar no processo de orientagdo terapéutica no cancer mamario."””

5.9 CONSIDERACOES FINAIS

O HNF4A é um marcador muito util na diferenciagdo do adenocarcinoma
gastrico primario e carcinoma mamario metastatico no estbmago, com uma

sensibilidade de 100,0% e uma especificidade de 96,0%.

A expressado de RE, RP e GCDFP-15 pode ser util, uma vez que nenhum
dos carcinomas gastricos primarios apresentou expressao destes marcadores. No
entanto, uma vez que parte dos carcinomas mamarios primarios € negativo para
RE, RP, e GCDFP-15, a auséncia de marcagao para estes anticorpos ndo exclui o

carcinoma mamario.



48

Esses resultados sugerem que HNF4A pode ser um novo marcador util no
diagnostico diferencial entre adenocarcinoma gastrico primario e metastase
gastrica de carcinoma mamario, pois o HNF4A foi capaz isoladamente de distinguir
todos os carcinomas gastricos primarios e de carcinoma mamario metastatico

confirmando a origem gastrica da doenca.



6 CONCLUSOES
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Com base nos resultados desta investigagdo podemos concluir que:

1. A expresséo conjunta dos marcadores RE, RP, GCDFP-15 e HNF4A pode
ser considerada como efetiva na diferenciagado diagndstica entre o cancer gastrico

primario e a metastase gastrica de origem mamaria.

2. O marcador HNF4A, em particular, se mostrou como de maior acuracia na
diferenciacdo entre o cancer gastrico primario e a metastase gastrica de origem

mamaria, conferindo maior efetividade diagndstica a este painel de marcadores.
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Anexo 2 — Ficha de coleta de dados
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QUADRO GERAL - DADOS CLIiNICOS E PATOLOGICOS DOS PACIENTES INSERIDOS NESTE ESTUDO

Anexo 4 - Dados clinicos e patolégicos dos pacientes inseridos no estudo

ID | Prontuério | Género (':':g:) Localizago | Origem do | iy pistolsgico hisg:g:ico Estagio| QT | Seguimento | Obito |  RE RP HNFap | CCDFP-
1 1355711 F 67 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 Nao 3,6 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
2 1389347 F 47 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 Nao <1 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
3 1246213 F 74 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 Nao 7,2 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
4 1308738 F 72 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 11l Nao 2,7 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
5 1311678 F 68 Estémago Primario Adenocarcinoma 2 | Nao 48,7 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
6 1197326 F 72 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 11l Nao 8,7 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
7 1310632 F 49 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 | Nao 126,7 N Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
8 1316941 F 76 Estébmago Primario Adenocarcinoma 2 Nao 11,3 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
9 1316757 F 44 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 11l Nao 9,3 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
10 1323366 F 66 Estdmago Primario Adenocarcinoma 2 Néao 25,7 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
11 1379625 F 65 Estémago Primario Adenocarcinoma 3 1 Nao 67,0 N Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
12 1302051 F 76 Estdmago Primario Adenocarcinoma 2 Il Nao 8,7 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
13 1318391 F 46 Estdmago Primario Adenocarcinoma 2 | Nao 129,0 N Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
14 1323407 F 48 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 1 Nao 32,7 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
15 1309170 F 61 Estdmago Primario Adenocarcinoma 2 11l Nao 23,1 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
16 1308813 F 62 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 11l Nao <1 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
17 1322681 F 62 Estémago Primario Adenocarcinoma 3 1] Nao 49,2 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
18 1354909 F 78 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 Nao 2,5 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
19 1308917 F 48 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 Nao 147,3 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
20 1308859 F 43 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 Nao 2,7 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
21 1307883 F 62 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 Nao <1 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
22 1367629 F 68 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 11l Nao 10,6 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
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ID | Prontuario | Género (':':g:) Lzzat'lif:‘g? O'tiﬂ;";r“ Tipo histolégico hisg:?);ico E’;ﬁ‘ﬂh ,‘lQeTo Seguimento | Obito | RE RP HNF4A GcstP'
23 1249083 F 64 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 11l Nao 6,3 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
24 1304996 F 65 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 1 Nao 95,1 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
25 1365807 F 51 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 1 Nao 59 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
26 1309029 F 77 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 Nao 2,0 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
27 1314466 F 54 Estébmago Primario Adenocarcinoma 2 | Nao 61,3 N Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
28 1305035 F 44 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 | Nao 132,7 N Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
29 1310941 F 46 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 11l Nao 12,3 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
30 1309823 F 60 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 Nao 4,8 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
31 1366545 F 63 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 1] Nao 35,2 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
32 1367044 F 64 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 | Nao 94,0 N Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
33 1376502 F 64 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 1 Nao 40,9 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
34 1375839 F 62 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 1 Nao 58,1 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
35 1367567 F 76 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 Nao 4,9 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
36 3450616 F 46 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 1 Nao 52,8 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
37 1366644 F 52 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 1] Nao 31,5 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
38 1372423 F 72 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 | Nao 141,8 N Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
39 1376804 F 66 Estébmago Primario Adenocarcinoma 2 1 Nao 29,2 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
40 1387989 F 68 Estémago Primario Adenocarcinoma 3 1 Nao 97,2 N Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
41 1702772 F 65 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 | Nao 64,4 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
42 1358664 F 31 Estémago Primario Adenocarcinoma 3 1 Nao 8,6 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
43 3469555 F 70 Mama Primario CDI 2 | Nao 66,7 S Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
44 3468824 F 29 Mama Primario CDI 2 Il Nao 136,3 S Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
45 3469964 F 56 Mama Primario CDI 2 1 Nao 22,1 S Positivo Positivo | Negativo | Positivo
46 3468914 F 69 Mama Primario CDI 2 1] Nao 102,6 N Positivo Positivo | Negativo | Negativo
47 3470351 F 40 Mama Primario CDI 3 11l Nao 15,4 S Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
48 3470595 F 69 Mama Primario CDI 2 1l Nao 53,4 S Positivo Positivo Negativo Positivo
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ID | Prontuario | Género (':':g:) Lzzat'lif:‘g? O’tiﬂem";r“ Tipo histolégico hist%rlg;ico E’;ﬁ‘ﬂh NQeTo Seguimento | Obito | RE RP HNF4A GcstP'
49 3467491 F 53 Mama Primario CDI 3 11l Nao 123,0 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
50 3468421 F 27 Mama Primario CDI 3 1 Nao 186,4 N Positivo Positivo | Negativo | Negativo
51 3469972 F 75 Mama Primario CDI 2 | Nao 175,6 N Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
52 3467436 F 53 Mama Primario CDI 3 11l Sim 32,2 S Negativo | Negativo | Negativo | Positivo
53 3467941 F 30 Mama Primario CDI 2 1] Nao 29,1 S Negativo | Negativo | Negativo | Positivo
54 3469884 F 56 Mama Primario CDI 2 1 Nao 180,6 N Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
55 3470690 F 44 Mama Primario CDI 2 11l Nao 178,3 N Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
56 3469973 F 73 Mama Primario CDI 3 1 Sim 30,7 S Positivo Positivo | Negativo | Positivo
57 3468786 F 48 Mama Primario CDI 2 1] Nao 181,2 N Positivo Positivo | Negativo | Negativo
58 3467170 F 56 Mama Primario CDI 3 11l Sim 184,7 N Positivo Positivo | Negativo | Negativo
59 3469687 F 75 Mama Primario CDI 2 | Nao 59,2 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
60 3470239 F 52 Mama Primario CDI 3 | Nao 154,4 N Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
61 3296637 F 64 Mama Primario CDI 2 11l Sim 43,6 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
62 3470113 F 73 Mama Primario CDI 2 1] Nao 175,4 N Positivo Positivo | Negativo | Positivo
63 3471797 F 28 Mama Primario CDI 3 1 Nao 9,9 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
64 3470294 F 46 Mama Primario CDI 2 Il Nao 66,1 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
65 3472116 F 43 Mama Primario CDI 3 1 Sim 1741 N Positivo Positivo | Negativo | Negativo
66 3471232 F 52 Mama Primario CDI 3 1] Nao 153,8 S Positivo Positivo | Negativo | Positivo
67 3471418 F 66 Mama Primario CDI 3 1l Nao 1441 N Positivo Positivo Negativo Positivo
68 3471294 F 81 Mama Primario CDI 2 1 Nao 140,7 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
69 3471233 F 80 Mama Primario CDI 3 1] Nao 97,0 S Positivo Positivo | Negativo | Positivo
70 3476702 F 72 Mama Primario CLI 2 11l Néao 152,5 N Positivo Positivo | Negativo | Negativo
71 3471272 F 54 Mama Primario CLI 2 1 Nao 35,0 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
72 3478280 F 56 Mama Primario CLI 2 | Nao 101,8 N Positivo Positivo | Negativo | Negativo
73 3477746 F 45 Mama Primario CLI 2 1 Nao 135,1 N Positivo Positivo Negativo Positivo
74 3474137 F 44 Mama Primario CLI 2 1 Sim 32,8 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
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75 3477589 F 72 Mama Primario CLI 2 | Nao 148,8 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
76 3477873 F 72 Mama Primario CLI 2 1] Nao 59,8 S Positivo Positivo | Negativo | Positivo
77 3073489 F 75 Mama Primario CLI 2 | Nao 97,8 N Positivo Positivo | Negativo | Negativo
78 3476362 F 43 Mama Primario CLI 2 1l Nao 73,6 N Positivo Positivo Negativo Positivo
79 3475331 F 44 Mama Primario CLI 2 1 Sim 157,8 N Positivo Positivo | Negativo | Positivo
80 3466069 F 71 Mama Primario CLI 2 1] Nao 163,7 S Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
81 2061552 F 87 Mama Primario CLI 2 1 Sim 49,0 S Positivo Positivo Negativo Positivo
82 3474266 F 46 Mama Primario CLI 2 1 Nao 159,8 N Positivo Positivo | Negativo | Negativo
83 3471645 F 63 Mama Primario CLI 2 1] Nao 88,9 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
84 3469377 F 69 Mama Primario CLI 3 11l Sim 4,7 S Positivo | Negativo | Negativo | Positivo
85 3460507 F 73 Mama Primario CDI 2 1] Nao 49,6 S Positivo Positivo | Negativo | Positivo
86 5071135 F 38 Mama Primario CDI 2 1] Nao 32,2 S Negativo | Negativo | Negativo | Positivo
87 5031776 F 93 Mama Primario CDI 2 11l Nao 75,8 S Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
88 3487383 F 63 Mama Primario CLI 2 \% Nao 25,1 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
89 5020107 F 42 Mama Primario CDI 3 1] Nao 69,7 N Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
90 1266715 F 68 Mama Primario CDI 3 Il Nao 13,1 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
91 5073365 F 45 Mama Primario CLI 2 1] Nao 47,7 N Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
92 3367987 F 56 Mama Primario CLI 2 1 Sim 143,6 S Positivo Positivo | Negativo | Positivo
93 3446876 F 72 Mama Primario CDI 2 1l Nao 155,9 S Positivo Positivo Negativo Positivo
94 3473659 F 59 Mama Primario CDI 2 1] Nao 75,3 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
95 5054371 F 47 Mama Primario CLI 1 1 Sim 72,0 S Positivo Positivo | Negativo | Positivo
96 5044667 F 56 Mama Primario CDI 3 1l Sim 7,3 S Positivo Positivo Negativo Positivo
97 5002954 F 79 Mama Primario CDI 1 | Nao 89,3 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
98 3494501 F 62 Mama Primario CDI 2 1 Nao 30,5 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
99 3491027 F 60 Mama Primario CDI 3 | Nao 67,7 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
100 | 2058022 F 38 Mama Primario CDI 2 \% Nao 162,5 S Positivo Positivo | Negativo | Positivo
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101 3470255 F 65 Mama Primario CDI 3 \Y Nao 54,1 S Positivo Positivo Negativo Positivo
102 | 3494712 F 63 Mama Primario CLI 3 \% Sim 104,8 N Negativo | Negativo | Negativo | Positivo
103 | 3479511 F 46 Mama Primario CDI 3 1] Sim 105,1 S Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
104 | 3484973 F 62 Mama Primario CLI 2 Il Nao 159,3 N Positivo Positivo | Negativo | Negativo
105 | 3487953 F 34 Mama Primario CDI 2 1 Sim 150,4 N Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
106 | 5041567 F 61 Mama Primario CDI 2 Nao 1,7 S Positivo Positivo | Negativo | Positivo
107 | 5029199 F 47 Mama Primario CDI 3 11l Sim 34,7 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
108 | 3484698 F 63 Mama Primario CDI 3 1] Nao 32,3 S Positivo Positivo | Negativo | Positivo
109 | 3486877 F 37 Mama Primario CLI 2 1] Nao 131,3 S Positivo Positivo | Negativo | Positivo
110 1201527 F 44 Mama Primario CLI 3 1 Sim 147,7 S Positivo Positivo Negativo Positivo
111 5036266 F 48 Mama Primario CLI 2 1 Nao 43,8 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
112 | 3490934 F 53 Mama Primario CDI 2 1] Nao 60,5 S Negativo | Negativo | Negativo | Positivo
113 | 3491917 F 61 Mama Primario CLI 3 11l Nao 41,4 S Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
114 | 3478569 F 42 Mama Primario CLI 3 1 Sim 91,0 S Positivo Positivo | Negativo | Positivo
115 | 5050446 F 47 Mama Primario CLI 2 1 Sim 33,2 S Positivo Positivo | Negativo | Positivo
116 3490676 F 63 Mama Primario CDI 2 1l Nao 15,4 S Positivo Positivo Negativo Positivo
117 | 5012285 F 58 Mama Primario CDI 2 | Nao 24,1 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
118 | 3492552 F 63 Mama Primario CDI 2 1] Nao 87,4 S Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
119 5012776 F 64 Mama Primario CLI 2 \Y Nao 10,7 S Positivo Positivo Negativo Positivo
120 | 3479390 F 63 Mama Primario CDI 3 | Nao 90,0 N Positivo Positivo | Negativo | Negativo
121 5039962 F 62 Mama Primario CDI 3 1 Sim 13,3 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
122 5092168 F 47 Mama Primario CDI 3 | Nao 25,9 S Positivo Positivo Negativo Positivo
123 | 5052034 F 52 Mama Primario CDI 2 1 Nao 71,2 N Positivo Positivo | Negativo | Positivo
124 | 3492089 F 56 Mama Primario CDI 3 1] Nao 50,5 S Positivo Positivo | Negativo | Positivo
125 3491222 F 39 Mama Primario CLI 2 1 Nao 112,4 S Positivo Positivo Negativo Positivo
126 | 5050425 F 44 Mama Primario CLI 2 1 Nao 43,7 S Positivo Positivo | Negativo | Positivo

Continua...




ID | Prontuario | Género (':':g:) Lzzat'lif:‘g? O'tiﬂem";r“ Tipo histolégico hisgrlgléico E’;ﬁ‘ﬂh NQeTo Seguimento | Obito | RE RP HNF4A GcstP'
85 3460507 F 75 Estdmago Primario Adenocarcinoma 2 Nao 26,5 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
86 5071135 F 39 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 1] Nao 10,2 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
87 5031776 F 99 Estémago Primario Adenocarcinoma 2 Nao 10,8 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
88 3487383 F 65 Estdbmago | Metastatico | Adenocarcinoma 3 Nao <1 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
89 5020107 F 47 Estdbmago | Metastatico | Adenocarcinoma 3 Nao 17,7 N Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
90 1266715 F 65 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 Nao 50,4 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
91 5073365 F 48 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 Nao 7,2 N Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
92 3367987 F 68 Estdbmago | Metastatico | Adenocarcinoma 3 Nao <1 S Positivo Positivo | Negativo | Negativo
93 3446876 F 81 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 1 Nao 54,4 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
94 3473659 F 64 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 | Nao 12,8 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
95 5054371 F 53 Estdbmago | Metastatico | Adenocarcinoma 3 Nao 2,4 S Positivo Positivo | Negativo | Positivo
96 5044667 F 57 Estdbmago | Metastatico | Adenocarcinoma 3 Nao <1 S Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
97 5002954 F 86 Estdmago | Metastatico | Adenocarcinoma 2 Nao 2,0 S Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
98 3494501 F 64 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 1] Nao 6,1 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
99 3491027 F 64 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 Nao 28,1 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
100 | 2058022 F 51 Estdmago | Metastatico | Adenocarcinoma 3 Nao 6,1 S Positivo | Negativo | Negativo | Positivo
101 3470255 F 67 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 Nao 23,9 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
102 | 3494712 F 64 Estébmago Primario Adenocarcinoma 2 Il Nao 99,8 N Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
103 | 3479511 F 54 Estdmago | Metastatico | Adenocarcinoma 2 Nao 1,3 S Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
104 | 3484973 F 65 Estdbmago | Metastatico | Adenocarcinoma 3 Nao 123,6 N Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
105 | 3487953 F 43 Estdbmago | Metastatico | Adenocarcinoma 3 Nao 40,3 N Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
106 | 5041567 F 61 Estdmago | Metastatico | Adenocarcinoma 2 Néao 1,2 S Negativo | Negativo | Negativo | Positivo
107 | 5029199 F 49 Estdbmago | Metastatico | Adenocarcinoma 2 Nao 3,8 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
108 | 3484698 F 65 Estémago Primario Adenocarcinoma 3 Nao 3,2 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
109 | 3486877 F 46 Estdmago | Metastatico | Adenocarcinoma 2 Néao 13,5 S Positivo Positivo | Negativo | Positivo
110 | 1201527 F 53 Estdbmago | Metastatico | Adenocarcinoma 2 Nao 32,0 S Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
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111 5036266 F 48 Estdmago | Metastatico | Adenocarcinoma 2 Nao 43,3 S Positivo | Negativo | Negativo | Negativo
112 | 3490934 F 54 Estdbmago | Metastatico | Adenocarcinoma 3 Nao 53,7 S Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
113 | 3491917 F 64 Estdbmago | Metastatico | Adenocarcinoma 3 Nao 11,6 S Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
114 | 3478569 F 47 Estdmago | Metastatico | Adenocarcinoma 3 Nao 27,7 S Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
115 | 5050446 F 48 Estdbmago | Metastatico | Adenocarcinoma 3 Nao 14,0 S Positivo Positivo | Negativo | Positivo
116 | 3490676 F 64 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 Il Nao 1,3 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
117 | 5012285 F 60 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 Nao 1,1 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
118 | 3492552 F 63 Estébmago Primario Adenocarcinoma 3 Il Nao 85,8 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
119 | 5012776 F 63 Estdbmago | Metastatico | Adenocarcinoma 3 Nao 25,0 S Positivo Positivo | Negativo | Positivo
120 | 3479390 F 69 Estdmago Primario Adenocarcinoma 3 Nao 12,0 N Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
121 5039962 F 59 Estdbmago | Metastatico | Adenocarcinoma 3 Nao 49,7 S Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
122 | 5092168 F 49 Estdbmago | Metastatico | Adenocarcinoma 3 Nao 9,4 S Positivo | Negativo | Negativo | Positivo
123 | 5052034 F 52 Estdmago | Metastatico | Adenocarcinoma 3 Nao 70,7 N Positivo | Negativo | Negativo | Positivo
124 | 3492089 F 60 Estébmago Primario Adenocarcinoma 2 Nao 1,4 S Negativo | Negativo | Positivo | Negativo
125 | 3491222 F 46 Estdbmago | Metastatico | Adenocarcinoma 2 Nao 22,7 S Positivo | Negativo | Negativo | Positivo
126 | 5050425 F 47 Estdmago | Metastatico | Adenocarcinoma 2 Nao 12,8 S Positivo | Negativo | Negativo | Negativo

Legenda: identificagdo do paciente (ID); T, tumor primario, N, linfonodos, M metastase (TNM); quimioterapia neoadjuvante (QT Neo); receptor de estrogénio
(RE); receptor de progesterona (RP); hepatocyte nuclear factor 4-alpha (HNF4A); gross cystic disease fluid protein-15 (GCDFP-15).
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