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RESUMO

As pesquisas sobre as caracteristicas moleculares dos carcinomas mamarios tém
disponibilizado informacdes sobre seu comportamento, permitido estabelecer estratégias mais
eficazes para seu tratamento. Fatores de transcricdo tem sido alvos de estudo nas neoplasias
por atuarem na modulacdo de genes que codificam proteinas oncogénicas ou supressores
tumorais. NOs investigamos objetivamente a expressdo da proteina SOX2 em tumores de
mama pela técnica de imuno-histoquimica (IHQ) e correlacionamos sua expressdo com as
outras caracteristicas histopatoldgicas e moleculares de prognostico e preditivas como
tamanho do tumor, comprometimento linfonodal, RE, RP, HER2. O Critério de avaliacdo da
imunoexpressdao do fator de transcricdo SOX2 baseou-se na porcentagem de células
neoplasicas com marcacdo nuclear (castanho-dourada). A proteina SOX2 apresentou-se
expressa em 44% dos casos de carcinoma ductal invasor e ao compararmos o estadiamento
clinico do cancer de mama com a positividade do fator SOX2, apreciamos que 0 mesmo se
encontra expresso nos tumores maiores e com maior comprometimento linfonodal, ou seja, de
pior estadio. Quanto a classificacdo molecular foi possivel verificar que a proteina SOX 2
encontrava-se superexpressa em tumores HER2 positivo, ja com relacdo ao RE e RP, 0 SOX2
mostrou-se negativo na maioria das amostras em que 0s receptores hormonais estavam
positivados. O fator de transcricdo SOX2 tem sido visto como um potencial marcador de
prognostico e sobrevida, devendo no futuro ser incluido no rol de biomarcadores tumorais
emergentes para o cancer de mama, logo mais estudos como o nosso envolvendo a proteina
SOX2 e o cancer de mama podem fornecer pistas importantes para o diagndstico e tratamento
da doenga.

Palavras chave: SOX2; HER-2; Cancer de Mama; IHQ; Carcinoma Ductal Invasor;
Progndstico.



ABSTRACT

Research on the molecular characteristics of breast carcinomas has provided information on
their behavior, allowing them to establish more effective strategies for their treatment.
Transcription factors have been the target of study in neoplasms because they act in the
modulation of genes that encode oncogenic proteins or tumor suppressors. The present work
aimed to investigate the expression of SOX2 in breast tumors through immunohistochemistry
(IHC) and to correlate its expression with the other histopathological and molecular
prognostic and predictive characteristics, such as tumor size, lymph node involvement, RE,
RP, and HER2. The SOX2 immunoexpression evaluation criterion was based on the
percentage of neoplastic cells with nuclear staining (golden-brown). The SOX2 protein was
expressed in 44% of the samples and, when comparing the clinical stage of breast cancer with
the positivity of the SOX2 factor, we note that it is expressed in larger tumors with greater
lymphatic involvement, that is, those of higher stage. With respect to molecular classification,
it was possible to verify that in all the samples in which HER2 was present with a score
greater than 3, the SOX 2 protein was also positive; In relation to ER and PR, SOX2 was
negative in most of the samples in which the hormonal receptors were positive. The
transcription factor SOX2 has been seen as a possible prognostic and survival marker and
should be included in the list of emerging tumor biomarkers for breast cancer in the future.
Therefore, other studies, such as ours, on SOX2 proteins and breast cancer, can provide
important runway for the diagnosis and treatment of the disease.

Keywords: SOX2; HER-2; Breast Cancer; IHC; Invasive Ductal Carcinoma; Prognosis
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1 INTRODUCAO

O céncer de mama trata-se de uma enfermidade de carater multifatorial, desencadeada,
fundamentalmente, pela perda do equilibrio entre a atividade de oncogenes e genes
supressores tumorais, o que resulta na alteracdo do controle da proliferacdo celular (VAN’T
VEER, 2002; VIALE, 2012). Também € cada vez mais entendida como uma doenca
heterogénea, isso porque neoplasias de morfologia semelhante podem apresentar perfis
moleculares diferentes, ndo detectaveis pelo exame histopatolégico convencional. Especula-se
que cada tumor seja Unico e que seus contetdos de DNA sejam individualmente distintos
(BARROS; LEITE, 2015; PEROU et al., 2000). Caracteristicas como idade, etnia, estilo de
vida, habitos alimentares, mudanca nos fatores reprodutivos, historia familiar, presenca de
mutacdes nos genes BRCAL1 e BRCA2 e utilizacdo de reposicdo hormonal sdo fatores que
interferem no diagndstico e desenvolvimento do cancer de mama (VOGUEL, 2008).

Apesar dos avancgos nas pesquisas, o cancer de mama € ainda a neoplasia maligna que
mais acomete as mulheres, excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma. Por outro lado, a
taxa de mortalidade pelo cancer de mama € bastante diferente entre os paises desenvolvidos e
os em desenvolvimento. Nos paises desenvolvidos houve importante reducdo da mortalidade
nos Ultimos anos, contudo permanece sendo a segunda maior causa de morte em mulheres
com idade entre 45 e 55 anos nos Estados Unidos (APURI, 2017). Ja nos paises em
desenvolvimento observou-se estabilidade ou mesmo continuo aumento da mortalidade por
esse cancer (FREITAS-JUNIOR et al., 2012). Esta discrepancia pode ser atribuida as
diferencas nas politicas de deteccdo precoce da doenca, visto que o cancer de mama é o tumor
gue mais apresenta evidéncias cientificas sobre o impacto do rastreamento na reducdo da
mortalidade (HARRIS, 2013).

A neoplasia, se diagnosticada precocemente e tratada de forma adequada, possui bom
prognostico, com sobrevida média em cinco anos de 83% a 92%, podendo chegar a 98% nos
casos de doenca localizada. Assim, faz-se necessario o desenvolvimento de novos estudos que
visem néo soO o diagnostico do cancer de mama em fases iniciais e o tratamento efetivo, mas
também a qualidade de vida e a reducdo da morbidade pds-tratamento (ASSI et al. 2013;
IARC 2015; TAO et al., 2015).

O céancer de mama é menos frequente em mulheres com idade inferior aos 40 anos, no

entanto a taxa de mortalidade é mais elevada nesse grupo de pacientes, quando em
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comparacdo as mulheres na p6s menopausa. N&o € infrequente que a doenca se apresente nas
mulheres com menos de 40 anos com um maior grau histologico, maior invasdo linfovascular,
receptores de estrogeno (RE) e progesterona (RP) negativos e aumento da expressdao de
receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2 ou CERBB2), nessas
mulheres é maior as chances de recidiva local e sistémica, e menor taxa de sobrevida global.
(CANCELLO et al., 2010). Foi demonstrado, através de analises genémicas, que 0s tumores
nas pacientes jovens representam uma entidade biologica distinta, caracterizada por padrdes
moleculares Unicos e um pior prognostico (ANDERS et al., 2008).

Desta maneira, o tratamento para o cancer de mama tem requerido uma abordagem
multidisciplinar (com cirurgia, quimioterapia, radioterapia, terapia direcionada e
hormonioterapia), e vem experimentando um periodo de rapida evolucdo em virtude dos
avangos no campo gendmico, da biologia tumoral e da imunologia. Estas areas tém fornecido
informagdes valiosas sobre a heterogeneidade entre os tumores mamarios, chave para o
caminho oncogénico e o papel do sistema imunolégico na histdria natural da doenga.

Embora o diagnostico da neoplasia seja principalmente histolégico, testes auxiliares
apoiam o seu diagnostico, classificacdo, prognostico e previsdo de resposta a terapia. A
classificacdo morfoldgica elementar amplamente empregada na classificacdo do cancer de
mama se tornou insuficiente para descrever esses tumores.

A identificacdo e diferenciacdo dos fendtipos moleculares no cancer de mama atraves
da analise do perfil imunohistoquimico possui importancia em relacdo ao progndéstico da
doenca. A expressao desses marcadores esta diretamente relacionada ao tratamento adequado
para cada tipo de cancer (CHEN et al., 2014; CHENG et al, 2013).

Os marcadores tumorais sdo componentes teciduais, plasméticos e genéticos capazes
de definir diferentes caracteristicas a uma patologia (SATO et al. 2014). Através do estudo
dos marcadores tumorais consegue-se ter uma melhor compreensdo a respeito das bases
moleculares e celulares de iniciacdo e progressdo do cancer (GOBBI, 2012). Estudos mostram
que a positividade dos marcadores RE, RP, HER-2, citoqueratina 5/6 (Ck 5/6), anticorpo
monoclonal Ki-67 (Ki67) e receptor do fator de crescimento epitelial (EGFR) possuem fator
progndstico e preditivo relativos a doenca. Em contrapartida, canceres negativos para tais
marcadores tumorais conferem as pacientes um pior prognéstico, por apresentarem
caracteristicas clinicas ligadas ao maior tamanho tumoral, estadiamento de grau elevado e alto
risco de desenvolvimento de metastases a distancia (BRUFSKY et al.,, 2014; O-
CHAROENRAT, 2015).
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Os genes de determinacdo do sexo-regido y (SOX) codificam proteinas que atuam
como fatores de transcricdo com papel importante no desenvolvimento embrionério e na
carcinogénese. A familia SOX representa 20 genes responsaveis por regular os padrdes de
expressdo genética de linhagens celulares e tecido, controlando varios processos do
desenvolvimento, incluindo diferenciacéo celular, diferenciacdo sexual e organogénese. Como
é 0 caso de muitos genes envolvidos na regulacdo do desenvolvimento, os genes SOX séo
frequentemente desregulados no cancer (THU et al., 2014).

Os membros da familia SOX podem atuar como oncogenes, genes supressores de
tumor ou ambos, dependendo do contexto celular, e podem ser ativados ou inativados através
de uma variedade de mecanismos genéticos e epigenéticos, incluindo alteracdes no nimero de
copias de DNA, alteracbes de metilacdo do DNA e expressdo aberrante de miRNA
(CASTILLO; SANCHEZ-CESPEDES, 2012; DONG et al., 2004).

Diversos estudos tém demonstrado as funcdes exercidas pelos membros da familia
SOX inclusive em estagios embrionarios muito precoces, desempenhando um papel critico na
biologia das células-tronco, na organogénese e no desenvolvimento animal (GUTH,;
WEGNER,2008; LEFEBVRE et al., 2007; LOVELL-BADGE, 2010). Como exemplos dos
papéis oncogénicos das proteinas da familia SOX, foi possivel observar a expressdo do SOX2
em 43% dos carcinomas mamarios do tipo Basal-like e fortemente correlacionado com CK5 /
6, EGFR e imunorreatividade de vimentina, sugerindo que SOX2 deve desempenhar um papel
no desenvolvimento de um fenotipo menos diferenciado desses tumores (RODRIGUEZ -
PINILLA et al., 2007).

Portanto, pode-se inferir que o cancer de mama é uma doenga de caracteristica
heterogénea, que se reflete na sua classificacdo molecular, na sua morfologia, curso clinico e
resposta ao tratamento (SEONG et al., 2015; VAN SCHOONEVELD et al., 2015). Nao
obstante, apesar da gama de descobertas em torno do carcinoma mamario, o resultado clinico
dos pacientes acometidos permanece insatisfatdrio. Isto se deve principalmente em virtude da
incompleta compreensdo em relagdo aos mecanismos moleculares envolvidos no
desenvolvimento e comportamento desse carcinoma, tornando urgente a necessidade de
explora-los mais profundamente. As pesquisas sobre as caracteristicas moleculares dos
carcinomas mamarios tém disponibilizado muitas informacdes sobre 0 comportamento destes
tumores e, com isso, tem permitido estabelecer estratégias de tratamento mais eficazes
(GRALOW et al., 2008).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo investigar o fator de

transcricdo SOX2 em tumores de mama, e correlacionar sua expressdo com outras
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caracteristicas tumorais de prognostico e preditivas de resposta ao tratamento ja validadas na
literatura, e assim fomentar a elaboracdo de novas estratégias terapéuticas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O Cancer de Mama no Brasil e no Mundo

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) classifica o cancer no grupo de doencas ndo
transmissiveis, juntamente com doencas cardiacas, infarto, doengas respiratorias crénicas e
diabetes, sendo que esse grupo € a principal causador de mortes no mundo (WHO, 2019).

Conforme a International Agency for Research on Cancer, em 2018 foram
diagnosticados 2,1 milhdes de novos casos de cancer de mama no mundo, representando
guase um em cada quatro casos de cancer entre mulheres. Com um indice de 630.000 dbitos
pela mesma doenca, correspondendo, ainda a principal causa de mortes relacionadas ao
cancer em mulheres na Europa e no mundo (BRAY et al., 2018).

Para o Brasil, estimam-se 59.700 casos novos de cancer de mama, para cada ano do
biénio 2018-2019, com um risco estimado de 56,33 casos a cada 100 mil mulheres (Figura 1).
Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, esse tipo de cancer também é o primeiro
mais frequente nas mulheres das Regides Sul (73,07/100 mil), Sudeste (69,50/100 mil),
Centro-Oeste (51,96/100 mil) e Nordeste (40,36/100 mil). Na Regido Norte, é o segundo
tumor mais incidente (19,21/100 mil). Em 2018 16.724 mulheres foram a ébito no Brasil
devido ao cancer de mama, correspondendo 16,1% de todos os casos de Obito em mulheres
acometidas por neoplasias, quase 5% a mais de casos de Obito com relacdo ao segundo
colocado (INCA, 2018). A deteccdo do cancer de mama teve um acréscimo consideravel
desde a introducdo da triagem mamografica e continua a crescer com o envelhecimento da
populacdo. Os fatores de risco mais importantes incluem: predisposi¢do genética, exposicao a
estrogénios (enddgenos e exdgenos, incluindo terapia de reposi¢cdo hormonal a longo prazo),
radiacdo ionizante, baixa paridade, alta densidade mamaria e historico de hiperplasia atipica.

A dieta ao estilo ocidental, a obesidade e o consumo de alcool também contribuem
para a crescente incidéncia de cancer de mama. Assim como em todas as neoplasias epiteliais,
a incidéncia do cancer de mama aumenta rapidamente de acordo com a idade, elevando-se
gradativamente até a menopausa e diminuindo apds a mesma (ARAGON et al., 2014;

CAPLAN, 2014). Em funcéo da crescente incidéncia mundial, das altas taxas de mortalidade
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e do elevado custo com o tratamento, o cancer de mama tem sido considerado um problema

de saude publica em diversos paises.

Figura 1 - Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma.

Local'lza,ga}o Casos % Lo.calrlz'agao Casos %
primaria primaria
Prostata 68.220 31,7% !'a”.‘a. 59.700 29,5%
eminina
Traqueia,
Bronquio 18.740 8,7% Colon/ Reto  18.980 9,4%
Pulmao
Colon/Reto 17.380 8,1% Colo Utero 16.370 8,1%
Homens Mulheres )
Traqueia,
Estobmago 13.540 6,3% Bronquio 12.530 6,2%
Pulmao
Cavidade 1) 0 5 994 Glandula ¢ /0 4 09
Oral Tireoide
Es6fago 8.240 3,8% Estbmago 7.750 3,8%
Bexiga 6.690 3,1% Corpo Utero  6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Ovaério 6.150 3,0%
Sistema
Leucemias 5.940 2,8% Nervoso 5510 2,7%
Central
Sistema
Nervoso 5.810 2,7% Leucemias 4860 2,4%
Central

Fonte: INCA (2018)

2.2 A Heterogeneidade do Cancer de Mama

A mama humana é composta por uma ramificacéo de redes de ductos contendo celulas
epiteliais luminais e mioepiteliais (Figura 2) que se encerram em pequenas estruturas ductais

denominadas unidades ductal lobular terminal (TDLU).
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As células epiteliais ductais formam os ductos, as células epiteliais alveolares séo as
células produtoras de leite e as células mioepiteliais, sdo células contrateis que revestem 0s
ductos e os alvéolos (KAKARALA; WICHA, 2008). O estroma mamario é formado por
tecido adiposo e conjuntivo envolvendo a TDLU, os vasos sanguineos e os vasos linfaticos
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).

Figura 2 — Unidade ducto-lobular terminal de tecido mamario normal.

Fonte: Proprio autor

Portanto, a glandula mamaria derivada da epiderme tem o seu desenvolvimento
depende das interacGes estroma-epitélio que modulam o desenvolvimento normal da mama e
participam da transformacdo maligna do tecido, regulando o crescimento, sobrevivéncia,
migracdo e diferenciacdo do epitélio da mama (KASS et al., 2007).

O processo de formagdo do tumor é complexo e envolve multiplos fatores que
facilitam as mutagdes nas células, o que determina a expressdo de oncogenes e a supressdo de
genes que previnem o desenvolvimento dele. As diferentes mutagdes conferem diversas
vantagens seletivas para as células tumorais, permitindo seu crescimento (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

A histéria natural do cancer de mama ainda ndo é bem compreendida, ja que seu
comportamento evolutivo néo se reproduz de maneira uniforme em todas as mulheres. Busca-
se explicar esta divergéncia comportamental de alguns tumores que possuem as mesmas
caracteristicas clinicas, com os conhecimentos adquiridos através dos fatores prognésticos que

envolvem o contexto geral do cancer de mama. Assim, tém-se além do diagnostico da doenca
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em si, aspectos de achados clinicos e bioldgicos que se associam as diferencas de tempo livre
de doenca e a sobrevida global.

Fatores progndsticos em cancer de mama compreendem caracteristicas clinicas dos
pacientes e aspectos patologicos e bioldgicos dos tumores que determinam a evolucgéo clinica
da doenca, isto é, a probabilidade, a época do diagnostico ou tratamento cirdrgico, de
recorréncia da neoplasia e a sobrevida global do paciente sem tratamento adjuvante. Fatores
preditivos, em contraste, s@o caracteristicas clinicas, patologicas e bioldgicas utilizadas para
estimar a probabilidade de resposta a um tipo especifico de terapia adjuvante. Marcadores
prognosticos e preditivos devem ser validados tecnicamente, ter significado estatistico
comprovado por testes clinicos e influenciar na deciséo clinica (GOLDHIRSCH et al., 2009;
SOERJOMATARAM et al., 2008).

As variaveis clinico-patoldgicas tém um profundo impacto na sobrevivéncia e sao
responsaveis pela maior parte das diferencas no resultado clinico entre pacientes com céancer
de mama e sdo mais bem ilustradas pelo estadiamento clinico da doenga com base em exame
fisico e achados de imagem. O sistema de estadiamento TNM da American Joint Comitee de
Cancer (AJCC) / Unido Internacional de Controle do Cancer (UICC) incorpora tamanho do
tumor, status linfonodal regional e metéstases a distancia (Figura 3) (HORTOBAGY|, 2017).

A heterogeneidade morfol6gica é uma das caracteristicas da malignidade e constitui a
base para a classificacdo histopatoldgica do cancer de mama. Sendo que, 0s carcinomas
infiltrativos ductais e lobulares, tanto em sua forma pura ou combinada a outros tipos de
tumor, sdo as formas mais comuns de cancer de mama. Carcinoma ductal invasivo (CDI) de
tipo ndo especial ou ndo especificado de outra forma (SOE) € o tipo histolégico mais comum
(40-75%) de cancer de mama invasivo. Embora comum, a classificacdo da OMS defina CDI
SOE por exclusdo, como “o grupo heterogéneo de tumores que ndo apresentam caracteristicas
suficientes para alcangar classificagdo como tipo histologico especifico”. Além do CDI SOE,
a classificacdo da OMS inclui 21 subtipos com caracteristicas morfoldgicas distintas, das
quais carcinoma lobular invasivo (CLI) é o mais frequente (5-15%) (LAKHANI et al., 2012).
Os outros subtipos especiais de carcinoma de mama sao raros e diferem significativamente em
relacdo ao progndstico e resposta ao tratamento adjuvante. Carcinomas tubulares, mucinosos e
papilares geralmente apresentam excelente resultado clinico em comparagédo ao CDI e CLI e
nem sempre sdo tratados com quimioterapia. J& 0os carcinomas metaplasicos e CDI SOE
pouco diferenciados tém um resultado significativamente pior e sdo rotineiramente tratados
com quimioterapia sistémica (COLLEONI, 2011).
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Pacientes com tumores ductais infiltrativos geralmente apresentam maior incidéncia de

linfonodos axilares positivos e piores progndsticos clinicos que as pacientes com tipos de
tumor infiltrativo menos comum (ALBAIN; ALLRED et al., 1994).

Figura 3 — Classificacdo Patoldgica do sistema tumor-node-metastasis (TNM — AJCC).

MAMA
Tis Carcinoma in situ
T1 <2cm
T1mic <0,1cm
Tla >(,1cm até 0,5cm
T1b >(0,5cm até 1cm
Tlc > 1cm até 2cm
T2 >2cm até Scm
T3 > S5cm
T4 Parede toracica/pele
T4a Parede toracica
Edema/ulcera, nédulos
T4b
cutineos satélites
Tde T4a + T4b
Carcinoma
T4d
Inflamatoério
Linfonodos
N1 pN1mi Micromestatase, >0,2mm <2mm
axilares(LNA) moéveis
pNla 1-3 LNA
Mestastase microscépica em LN da
pN1b
mamaria interna
1-3 linfonodos axilares + LN mamaria
PNlc
interna com metastase micro
N2a LNA fixos pN2a 4-9 LNA+
LN mamaria Interna
N2b clinicamente pN2b LNMI + LNA -
aparente(MI)
N3a LN infra-clavicular pN3a >10 LNA + ou infra-clavicular +
N3b LNA + e LNMI + pN3b
N3¢ LN supraclaviculares pN3c LN supra-claviculares
M Mestastase a distancia Sitios mais comuns: dssos, figado,

pulmio

Fonte: https://cancerstaging.org/
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O grau histologico também destaca a heterogeneidade tumoral no cancer de mama. O
grau é avaliado de acordo com um sistema de trés renques (baixo grau, grau intermediario,
alto grau), com base na avaliacdo de trés parametros: porcentagem de tumor disposto nas
estruturas tubulares da glandula, o grau de pleomorfismo nuclear e a taxa mitdtica (ELSTON;
ELLIS, 1991). O grau de carcinoma da mama € um forte fator progndstico e é uma das
ferramentas incorporadas na tomada de decisdo, assim como o Indice Progndstico de
Nottingham e o Adjuvant! Online. Os canceres de mama de diferentes graus também mostram
perfis diferentes por anélise protebmica, genémica e transcriptdmica (SOTIRIOU et al.,
2011). Em modelos multivariados que incluem assinaturas de genes, 0 grau continua a ser um
fator progndstico independente para tumores RE positivo. Os carcinomas de mama de grau 1
e 3 provavelmente representam duas doencas muito diferentes, e dados moleculares indicam
que a progressao do carcinoma de baixo para o de alto grau € muito raro (NATRAJAN et al.,
2009).

Assim, o tratamento padrdo do cancer de mama tem sido baseado nas caracteristicas
do tumor, incluindo estaddio tumoral, caracteristicas histopatoldgicas e perfil dos
biomarcadores, e é afetado pela idade do paciente, status da menopausa e saude geral da
paciente (HARRIS, 2013).

2.3 Classificacdo Molecular no Cancer de Mama e sua Relevancia

O cancer de mama € uma doenca genética complexa, caracterizada pelo acimulo de
alteracdes moleculares multiplas. Ele constitui um grupo heterogéneo de neoplasias,
constituido por vérios tipos histologicos, que diferem nas manifestacdes clinicas, evolucdo e
resposta terapéutica. Até recentemente, a classificacdo dos carcinomas mamarios baseava-se
essencialmente em seus aspectos morfologicos (ELSTON; ELLIS, 1991). No entanto,
tumores classificados sob um mesmo termo descritivo podem ter aspectos moleculares e
evolucdo bioldgica variados. A heterogeneidade molecular do cancer de mama, ndo avalidvel
morfologicamente, representa grande desafio ao estudo e tratamento desta doenca
(GOLDHIRSCH et al., 2011). Apesar da heterogeneidade ao nivel celular ja ser reconhecida
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no cancer de mama desde o século XIX, sua relevancia clinica foi estabelecida pela primeira
vez hé cerca de 30 anos, com a introducdo teste de receptores de estrogénio.

Estudos de perfil de expressdo genica tém sugerido que os testes moleculares
poderiam ter um desempenho melhor do que a histopatologia tradicional, sendo assim usado
como “padrdo ouro" no que tange prognostico e previsdo de resposta ao tratamento
(PEPPERCORN; PEROU; CAREY, 2008).

Devido aos custos, tempo e conhecimento técnico necessarios para ensaios
moleculares, foram desenvolvidos métodos alternativos para avaliacdo indireta dos subtipos
moleculares que podem ser usados na maioria dos laboratorios. O painel de coloracdo por
imunohistoquimica compreendendo RE, RP, HER2, Ki-67, EGFR e CK5/6 podem identificar
0s subtipos moleculares de cancer de mama com precisao satisfatoria e reproduzivel.

Atualmente existem trés fatores moleculares prognosticos/preditivos validados para
uso clinico rotineiro no tratamento das pacientes com cancer de mama, S&o eles, os receptores
hormonais para estrégeno (RE) e progesterona (RP) e o receptor do fator de crescimento
epidérmico tipo 2 (HER-2).A expressdo de RE, RP e HER?2 sdo avaliados rotineiramente em
todos os carcinomas invasivos da mama por imunohistoquimica (IHC), de acordo com as
recomendacdes da American Society of Clinical Oncology / College of American Pathologist
(ASCO /CAP). Tais biomarcadores sdo fatores prognosticos e preditivos ja bem estabelecidos
e sua expressdo nos carcinomas mamarios € fundamental para orientar o tratamento. Além
destes, outros marcadores tém sido utilizados somando informacg6es ao perfil molecular do
cancer de mama, como Ki-67, p53, marcadores vasculares, p63, CK5 e P-caderina
(FASCHING et al., 2011)

Os RE e RP séo expressos em aproximadamente 80% e 60-70% dos carcinomas de
mama, respectivamente. Apesar dos tumores RE positivos co-expressarem RP (RE +/ RP +)
em 70-80% dos casos, alguns carcinomas de mama sdo RE + / RP- ou, raramente, RE- /RP +.
A resposta ao tratamento hormonal também varia, apresentando melhor resposta (taxa
aproximada de 60%) nos tumores RE + / RP + e taxas mais baixas nos tumores RE +/ RP— e
RE—/RP +.

HER2 é um proto-oncogene que codifica uma proteina receptora transmembrana com
atividade tirosina-quinase envolvida no crescimento celular, diferenciacdo, apoptose e
metastase (YARDEN, SLIWKOWSKI, 2001). A superexpressdo da proteina HER-2 é
encontrada em aproximadamente 18-20% dos canceres de mama, sendo amplificacdo do gene
o principal mecanismo de superexpressdo génica. Essa superexpressdo esta associada a

tumores de alto grau, com comprometimento da cadeia linfatica (BURSTEIN et al., 2011), e
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alta taxa de recidiva e mortalidade (WOLFF et al., 2013). Apesar dos carcinomas mamarios
HER2-positivos apresentarem um progndstico mais desfavoravel eles tém demostrado alta
taxa de resposta a terapia direcionada anti-HER2, os chamados anticorpos monoclonais,
conforme documentado pelo resposta completa ao tratamento p6s-neoadjuvante em cerca de
50 a 60% de pacientes com tumores positivos para HER2 (COTAZAR et al., 2014).

Com relagdo aos receptores hormonais, sabemos que esses atuam no crescimento e
diferenciacéo do epitélio mamario normal. O gene receptor de estrogeno codifica um fator de
transcricdo nuclear ativado pelo estrégeno e o receptor de progesterona é um gene regulado
pelo estrogeno. Eles sdo usados como indicador de terapia hormonal, melhorando a sobrevida
das pacientes. A proteina nuclear Ki-67, codificada pelo gene MKI67 (antigeno identificado
por anticorpo monoclonal), esta associada a proliferacdo celular, sendo expressa em todas as
fases do ciclo celular, exceto GO.

Os carcinomas de mama que ndo expressam RE, RP e HER2, sdo chamados "triplo-
negativos" e constituem um grupo extremamente heterogéneo de tumor tanto histoldgica e
geneticamente quanto em relagcdo ao progndéstico a resposta ao tratamento.

Perou et al. (2000) demostraram que a diversidade fenotipica dos tumores de mama
estava associada a correspondente diversidade de expressdao génica. Para chegar a essa
concluséo os autores analisaram 65 amostras de tecidos e selecionado um subconjunto de 456
genes, denominados subconjunto de gene "intrinseco™ e consistiam em genes com significante
maior variacdo de expressdo entre diferentes tumores do que entre as amostras emparelhadas
do mesmo tumor. Usando esse subconjunto, os autores foram capazes de identificar 4
subtipos moleculares diferentes de cancer de mama: positivo para receptores de estrogénio
(RE) / tipo luminal A, mama basal, HER2 positiva e normal. Os dados subsequentes
expandiram a classificacdo para distinguir entre o luminal A e o luminal B. Estes 5 subtipos
moleculares foram confirmados em conjuntos de dados independentes e, principalmente, o
subtipo de expressdo génica parece consistente entre 0s tumores primarios e lesGes
metastaticas que ocorrem anos depois. Além disso, 0s subtipos estdo associados a diferencas
no resultado clinico. Em estudo subsequente 0 mesmo grupo de autores, examinaram um
subconjunto de 49 pacientes com cancer de mama localmente avancado que foram tratados
com doxorrubicina e tiveram um acompanhamento medio de 66 meses, constataram que a
sobrevida livre de doenca e sobrevida global diferia significativamente entre os subtipos de
cancer de mama, tumores luminais A apresentaram maiores tempos de sobrevivéncia em
comparacgdo aos subtipos basal e HER2 tendo esses menores tempos de sobrevida, j& 0s

tumores luminais B apresentaram tempo de sobrevida intermediario (SORLIE et al., 2001).
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Portanto a analise da expressao génica classifica o cancer de mama em quatro grandes
subtipos moleculares intrinsecos com implicagdes progndsticas e terapéuticas: luminal A,
luminal B, enriquecido com HER2 e basal. Os subtipos A e B luminal exemplificam
heterogeneidade tumoral dos carcinomas de mama RE-positivos e tém melhor sobrevida que
0s subtipos enriquecidos com HER2 ou os basais. Ambos 0s subtipos luminais expressam RE,
mas 0s tumores luminais B sdo caracterizados pelo aumento da expressdo associada a
proliferacdo de genes e tém pior prognostico que os tumores A luminais (WIRAPATI et al.,
2008).

O subtipo basal é enriquecido para genes expressos em células epiteliais basais e é
triplo negativo em 70% dos casos. Subtipos adicionais incluem tumores com baixo nivel de
claudina com assinatura do tipo células tronco e tumores apéocrinos moleculares RA-positivos
(PRAT; PEROU, 2011). O estudo de expressdo génica sugere que o impacto prognostico das
diferentes assinaturas esta relacionado aos genes associados a proliferacdo. Embora os perfis
de expressdo génica possam prever a resposta a quimioterapia e risco de recorréncia,
classificacdo carcinoma mamario baseado na expressdo génica é dificultado por fatores
clinicos e heterogeneidade molecular.

Pacientes com carcinoma de mama do mesmo subtipo molecular e que receberam
tratamentos idénticos apresentam desfechos clinicos diferentes e ou adquirirem resisténcia a
terapia (EBCTCG, 2011). Estudos mais recentes produziram outros subgrupos moleculares,
incluindo uma classificacdo molecular baseada em gendmica integrada transcriptbmico de
2.000 tumores de mama, produzindo 10 novos subtipos de cancer de mama com resultados
clinicos distintos (ALI et al., 2014).

Contudo, € importante entender as limitagBes e acima de tudo avaliar criticamente o
papel da classificacdo molecular na melhoria do progndéstico do cancer de mama acima e além
do variaveis tradicionais de maneira pratica e econdmica. Atentando-se que existem inimeras
linhas de evidéncias que sugerirem que esses testes moleculares complementam e néo
substituem as variaveis patoldgicas tradicionais, como o Sistema de Graduacdo de
Nottingham e assim definir a terapia ideal para pacientes com cancer de mama (WEIGELT;
GEYER; REIS-FILHO, 2010).
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2.4 Proteina SOX e sua Relagdo com as Neoplasias

O primeiro gene SOX a ser clonado com sucesso foi gene SRY, e ele continua a ser o
membro definidor da familia (GUBBAY et al.,1990). Contudo, & medida que 0s genes SOX
humanos foram clonados, eles tornaram-se candidatos potenciais na génese das mais variadas
doencas e andlises de mutacdo tem ajudado a correlacionar dominios estruturais com suas
funcdes bioldgicas (PRIOR; WALTER, 1996).

Até pouco tempo, as investigacdes das fungdes das proteinas SOX se concentravam no
desenvolvimento embrionario e nas informacdes sobre as suas funcdes fisioldgicas em tecidos
adultos. Contudo, desde o inicio da Gltima década varias correlagdes foram encontradas entre
os fatores de transcricdo da familia SOX e o cancer, ainda que com bastante incerteza de
como tais proteinas exercem seu potencial oncogénico ou supressor tumoral (DONG et al.,
2004).

O papel da familia de genes SOX na carcinogénese tem sido atribuido as suas
propriedades envolvidas na regulacdo da diferenciacdo celular, proliferacdo e sobrevivéncia
em multiplos processos essenciais (CHOU et al., 2013). Diferentes membros da familia de
SOX podem desempenhar os mais variados papéis em um grande nimero de tumores
malignos. Alguns deles demonstram potencial oncogénico para promover o desenvolvimento
de cénceres enquanto outros comportam-se como genes supressores tumorais, agindo no
bloqueio do crescimento dos carcinomas (SONG et al., 2016).

Os genes SOX sao potentes moduladores envolvidos no desenvolvimento embrionario
e no destino das células, organogénese, manutencdo de células-tronco e carcinogénese em
maultiplos processos. O papel dos genes SOX na carcinogénese tem sido atribuido as suas
propriedades envolvidas na regulacdo da difusdo, proliferacdo e sobrevivéncia celular
(KAMACHI, 2000).

Evidéncias crescentes demonstram que as proteinas SOX desempenham papéis
essenciais em varios processos celulares que mediam ou contribuem para a transformacéo
oncogénica e a progressdo tumoral. No contexto do cancer de mama, as proteinas SOX
funcionam como oncogenes e genes supressores tumorais, demonstrando estar associadas
grau e estadio do tumor bem como a um prognostico mais reservado. Tem-se percebido que
um subconjunto de proteinas SOX regula aspectos criticos da biologia do cancer de mama,

incluindo a estenose do cancer e outras varias vias de sinalizacdo, levando a proliferacéo
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celular alterada, transicdo epitélio-mesenquimal, migracdo celular com consequente

desenvolvimento tumoral e metéstase.

2.5 Proteina SOX 2 e sua Intera¢do com o Cancer de Mama

Sex-determining region Y-box protein 2 (SOX2) é um fator de transcricdo

embrionario localizado no cromossomo 3026.3-927, esse pertence a familia de fatores de
transcricdo SRY-SOX, cujos membros séo essenciais para o desenvolvimento e manutengéo
das células tronco, assim como na proliferacao e diferenciacdo celular. O SOX2 codifica um
grupo de fatores de transcricdo que sdo caracterizados por um grupo de dominio de alta
mobilidade (HMG) e vai desempenhar um papel importante na manutencdo do potencial de
diferenciacdo e da capacidade de auto-renovacdo de células-tronco embrionarias
(LENGERKE et al., 2011).
O SOX2 possui 3 dominios principais: o dominio N-terminal, o dominio do grupo de alta
mobilidade e o dominio de transativacdo (Figura 4) Um numero crescente de estudos tem
demonstrado que 0 SOX2 esté relacionado a uma variedade de tumores. O silenciamento do
SOX2 pode induzir a transcricdo de p21Cipl e p27Kipl, levando a parada do ciclo celular e
:inibicdo do crescimento celular (KELBERMAN et al., 2006).

Figura 4 — Estrutura Cristalina de SOX2 modulada com RasMAol.

Fonte: Adaptacdo de Novak et al. (2019)

Estudos realizados nos ultimos anos tém apontado que a proteina SOX2 desempenha
um papel importante na inibicdo da apoptose celular e promover a proliferacdo celular,
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medeia a agressividade e a migracdo de fenétipos ativando MMP3, MMP2 e PI3K /AKT /
mMTOR, indicando que SOX2 também desempenha um papel na invasdo tumoral e na
metastase. Com isso, promove a proliferacdo celular no cancer de mama, prostata e cervical e
envolve a fuga de sinais apoptéticos em cancer de prostata, gastrico e pulmdo de néo
pequenas células (Figura 5). Dessa forma, parece a proteina SOX2 estar superexpressa em
uma variedade de diferentes fenotipos de céncer de mama e ja& foi encontrado
esporadicamente em carcinomas do tipo molecular basal e com maior frequéncia nos tipos

moleculares mais comuns em mulheres na pos-menopausa recente (FENG, LU, 2017).

Figura 5 — Papel do SOX 2 no céancer.

Tumor mitiation

< y invasion

cancer stem cell formatior *@ >

migration

resistance 1o apoptosis & therapy
Fonte: Adaptado de Novak et al (2019)

Lengerke et al. (2011), avaliaram a expressdo de SOX2 em 95 pacientes com
carcinomas primarios da mama na pos-menopausa e relataram sua associacdo com Varios
tipos de cancer de mama poOs-menopausa precoce e metastases linfonodais. Assim como
Rodriguez-Pinilla (2007), com base em estatisticas demonstrou alta expressdo de SOX2 em
canceres de mama basal. Quando esses pesquisadores investigaram a associacdo de SOX2
com tipo basal 43,3% apresentaram imunoreatividade ao SOX2, enquanto a expressdo SOX2
foi encontrada apenas em 13,3% dos tipos HER2-positivos e 10,6% dos tumores luminais por
analise imuno-histoquimica de 226 canceres de mama invasivo esporadico com linfonodos
negativos. Eles relataram que a expressao SOX2 esta diretamente relacionada ao tamanho do
tumor, CK5 / 6, receptor do fator de crescimento epidermico e expressdo de vimentina e que
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quando a expressdo do SOX2 se encontra aumentada tem-se uma diminuicdo na expressao
dos RE e RP.

Parece que a expressdo de SOX2 estad intimamente relacionada ao tamanho do tumor,
grau histoldgico, metéstase linfonodal e fenétipo invasivo triplo negativo, quando se analisa a
relacdo entre SOX2, patologia tumoral e pardmetros clinicos de pacientes com céancer de
mama (ZHANG et al., 2012). Eles acreditaram que a deteccdo da expressdo SOX2 possa ter
grande valor na determinacdo do diagnostico e progndstico de pacientes com cancer de mama.
A proteina SOX2 tem diferente importancia no prognostico dos 5 subtipos moleculares do
cancer de mama: basal, luminal A, luminal B, HER2 + e mama normal, no entanto, 0s
mecanismos pelos quais niveis altos SOX2 regulam a progressdo e metastase dos canceres de
mama permanece praticamente inexplorado. Assim, a determinacdo da presenca e
quantificacdo da proteina SOX2 no cancer de mama com seu provavel potencial oncogénico
supressor ou ativador podera criar vias de diagnostico precoce, melhorar a resposta ao
tratamento, levando a um aumento da sobrevida, tempo livre de doenca e com impacto

positivo sobre todas as suas comorbidades.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar a expressédo e imunolocalizagdo do fator de transcricio SOX2 em mulheres

com neoplasia maligna da mama.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Avaliar a expressdo proteica e imunolocalizacdo da proteina SOX2 por
imunohistoquimica.

3.2.2 Correlacionar a expressdo da proteina SOX2 com as caracteristicas
clinicopatoldgicas do tumor.

3.2.3 Correlacionar a expressdo da proteina SOX2 com a classificacdo molecular do

cancer de mama.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos Eticos

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul e aprovado sob o parecer 3.723.300, CAAE
20636419.2.0000.0021.

4.2 Delineamento do Estudo

A populacdo do estudo foi composta por mulheres cadastradas no Ambulatorio de
Mastologia do Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian (HUMAP), na cidade de
Campo Grande, Mato Grosso do Sul, diagnosticadas com Neoplasia Maligna da Mama e
submetidas a tratamento cirdrgico conforme protocolo ja instituido pelo Servico de
Mastologia da referida instituicdo hospitalar, no periodo de janeiro de 2014 a marco de 2019.

Consistindo assim de um Estudo de Coorte Retrospectivo.

4.3 Selegdo das Amostras

A populacdo do estudo foi composta por amostras teciduais ja parafinadas de
carcinoma mamario invasivo — carcinoma ductal invasivo sem outra especificacdo, baseada na
nova classificacdo da OMS (LAKHANI et al., 2012), obtidos pelo exame histopatoldgico da
peca cirdrgica e confirmado pela imuno-histoquimica, as amostras foram obtidas do arquivo
do Servico de Patologia do HUMAP.

Foram excluidos do estudo amostras de carcinoma mamadrio invasivo dos subtipos
especiais, as amostras obtidas por pun¢do com agulha grossa, amostras teciduais de mulheres
com idade inferior a 30 anos e amostras teciduais masculinas. Também foram excluidos do

estudo aqueles em que o consentimento informado ndo pode ser obtido.



4.4 Estadiamento Clinico

observado na figura 6.

Figura 6 — Estadiamento clinico conforme TNM - 72 edicao.

Foi utilizado o estadiamento clinico TNM 7° edigao (AJCC, 2010)
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conforme

Tis T0 T1 T2 T3 T4
NO ECO ECIA ECIIA EC1IB
N1mic ECIB ECI1IB EC IIIB
EC 1A
N1 ECIIA
N2 EC IIIA
N3 EC1IIC
M1 EC IV

Fonte: AJCC (2019)

4.5 Caracteristicas Histopatol6gicas do Tumor

As caracteristicas histopatologicas do tumor relacionadas a Tamanho Tumoral, Grau

Histologico (Figura 4), Invasdo Vascular, Infiltracdo Perineural, Embolizacdo Linfatica e

Comprometimento Linfonodal foram obtidas através do Sistema de informagdes do Céancer

(SISCAN) que padroniza o laudo de exame histopatolégico de mama de todas as pacientes

usudrias do Sistema Unico de Saude (SUS).

NoOs baseamos na classificagdo de Nottingham na determinagdo do grau histoldgico
(Elston-Ellis, 1991), (Figura 7).
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Figura 7 — Graduacédo Histologica de Nottingham (“The Elston-Ellis Modification of Scarff-
Bloom-Richardson Grading System”).

GRADUACAO CANCER DE MAMA
GRADUACAO NOTTINGHAM GRADUACAO BLOOM-RICHARDSON
Pleomorfismo Nuclear Grau Nuclear
Variaveis Contagem Mitbtica Variaveis Contagem Mitotica

Formagao Tubular

Formagao Tubular

Score das Variaveis 1-3 Score das Variaveis 1-3

Grau Histologico Combinacao dos Scores Grau Histolégico Comlélcnsrgeaso dos
Baixo Grau 3-5 Baixo Grau 3-5
Grau Intermediario 6-7 Grau intermediario 6-7
Alto Grau 8-9 Alto Grau 8-9

Fonte: Adaptado de Elston, Ellis (1991)

4.6 Perfil Imunohistoquimico e Subtipos Moleculares do Tumor

A Imunohistoquimica é um dos principais métodos para determinar o perfil de
expressdo proteica no cancer de mama. O painel de coloracdo por imunohistoquimica
compreendendo RE, RP, HER2, Ki-67, podem identificar os subtipos moleculares de cancer

de mama com precisdo satisfatoria e reproduzivel para isso adotamos a classificacdo

molecular instituida pela Conferéncia de St Gallen de 2013 (Figura 8) (UNTCH et al., 2013).

Figura 8 — Subtipos Moleculares Segundo Conferéncia de St.

Gallen de 2013.

Luminal A ER >0ou PR > | Ki-67 <14% HER2 0/+/++

Luminal B/ HER 2 - ER >0 ou PR > | Ki-67 > 14% HER2 0/+/++ (Fish -)

Luminal B/HER2 + | ER >0 ou PR > | Ki-67 > 14% HER2 +++ ou Fish +
0

HER?2 positivo ER=0ePR=0 HER2 +++ ou Fish +

Triplo Negativo ER=0ePR=0 HER2 0/+/++ (Fish -)

Fonte: Adaptado de 13th St. Gallen International Breast Cancer Conference.
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4.7 Avaliacdo Imunohistoquimica da Expressdo e Imunolocaliza¢io de SOX2

A imuno-histoquimica foi realizada pela técnica de reacdo em peroxidase com
identificacdo a partir de anticorpo secundario biotilado (Polyclonal Rabbit Anti-Goat
Immunoglobulin Biotinylated; Dako North America; Via Real Carpinteria, CA, USA) e kit de
revelacdo avidina-biotina (ABC Kits; Vector Lab’s VECTASTAIN; Burlingame, California
USA). A recuperacdo antigénica ocorreu em calor umido pressurizado (autoclave a 134°C)
com solucdo de tampé&o citrato — pH 6,0. Para bloqueio da peroxidase enddgena as laminas
foram incubadas por trés tempos de 5 minutos em solugdo de H202 3% em &lcool metilico.

Para bloqueio das proteinas endoégenas as laminas foram incubadas por 20 minutos em
Protein Block Serum-Free Ready to Use (Dako North America; Via Real Carpinteria, CA,
USA). Os reagentes foram aplicados pela técnica manual, sendo o tempo de incubacdo do
anticorpo primario de 16 horas e do cromogeno 3’3-diaminobenzidina (Liquid
DAB+Substrate Chromogen system; Dako North America, Via Real Carpinteria, CA, USA),
de 3 minutos. Apds a incubacao no DAB os cortes foram contra corados com 3 mergulhos em
hematoxilina e lavados em &agua corrente por 5 minutos. Abaixo estdo listadas as
caracteristicas do anticorpo e da reacdo (Tabela 2). Para controle negativo foi omitida a etapa

do anticorpo primario, e como controle foi utilizado uma lamina de cérebro humano.

Figura 9 — Caracteristicas do Anticorpo e SOX2.

Fabricante Clone Diluicio Tempo de Recuperacdo Anticorpo
incubacdo antigénica secundario
SOX2 R&D Policlonal 1:50 16h Citrato + Anti-goat
AF2018  Goat IgG calor umido  Biotinilado
pressurizado  + kit ABC

As amostras foram examinadas quanto a expressdao de SOX2 (SOX-2: SRY-box
containing gene 2), e sua localizacdo, sendo realizada a contagem para coloracdo de SOX2 em
1000 células e somente a coloracdo nuclear foi considerada positiva.

Anintensidade de marcagcdo nuclear, e graduada usando uma pontuagdo

semiquantitativa: score 1: marcag@o nuclear por imunocoloracdo forte em menos de 10% das
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celulas cancerigenas, sendo considerado negativo para SOX2 e score 2: marcacao nuclear por
imunocoloracgdo, forte em mais de 10% das células cancerigenas, sendo considerado positivo
para SOX2 (Figura 10) .

Figura 10 — Score de Graduacao da expressdo da proteina SOX2.

Padrao de Coloragao Nuclear Score Conclusdo SOX2

Imunocoloragdo

: Negativo Negativo
Nuclear forte em <10% das células g g

Imunocoloragdo

, £} Positivo Positivo
Nuclear forte em >10% das células

4.8 Processamento e Analise dos Dados

Foi realizada a contagem dos nudcleos em 1000 células, sendo consideradas positivas
as células com marcacgdo nuclear castanho-dourado forte para SOX2 e negativas a auséncia de
coloracdo nuclear. Como controle positivo foi usado a marcacdo de SOX2 em cérebro
humano e controle negativo lamina de carcinoma ductal invasor incubada apenas com
anticorpo secundario, para comprovar a auséncia de marcacao inespecifica.

A andlise dos dados envolveu estatistica descritiva e inferencial. O teste de
normalidade de Shapiro-Wilk vislumbrou padrdo paramétrico das variaveis continuas. Diante
disso, para a analise estatistica dessas variaveis, foi aplicado média + desvio padrdo para a
descricdo dos dados. As varidveis categéricas foram descritivas em namero de eventos e
porcentagem, e tiveram a estatistica inferencial analisada pelo teste de qui-quadrado. Para

todas as andlises foi admitido nivel de significancia em 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

Foram obtidos nos arquivos do Laboratério de Patologia do HUMAP 33 blocos
parafinados de casos de carcinoma ductal invasor mamario. Desses 15 casos foram excluidos
devido quantidade insuficiente de tumor avaliavel nos cortes ou devido auséncia da realizacédo
prévia de imunohistoquimica para receptores hormonais (RE, RP), Ki67 ou HER-2. Com
amostra final perfazendo um total de 18 participantes.

Todos as 18 amostras tumorais tiveram nucleos fortemente corados para SOX2
variando apenas 0 numero de nucleos, com um minimo de 1 ao maximo de 363 nucleos
corados em 1000 células neoplasicas (Figura 11,12,13). Ao aplicar o score de graduacao de
expressdo de SOX2, 10 pacientes apresentaram SOX2 negativo e 8 SOX2 positivo. A
prevaléncia de amostras tumorais com SOX2 negativo e positivo foi similar nesse estudo
(p=0,222), com um percentual de 44% de positividade para SOX2 (Figural4d ).

Figura 11 — Resultado de IHQ para SOX2 em amostra de carcinoma ductal invasor de mama.
Marcacédo citoplasmaética intensa e na ampliagdo a presenca de células com imunomarcagédo
nuclear positiva nas células tumorais.
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Figura 12 — Resultado de IHQ para SOX2 em amostra de carcinoma ductal invasor de mama.
Auséncia de imunomarcacao nuclear nas células tumorais (ampliacao)

Figura 13 — Resultado de IHQ para SOX2 em amostra de carcinoma ductal invasor de mama.
As setas vermelhas indicam imunomarcag&o positiva nos nucleos.
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Figura 14 — Andlise Imunohistoquimica da expressdo de SOX2 em Carcinoma Ductal
Invasor. Microfotografia representativa de coloragdo imuno-histoquimica. A coloragédo
citoplasmatica pode ser observada, bem como células tumorais exibindo imunocoloracéo
nuclear positiva. Figura E e F - score 1: forte imunocoloragdo nuclear em menos de 10% das
células cancerosas, considerada negativa para expressdo de SOX2; Figura G e H - score 2:
forte imunocoloracdo nuclear em mais de 10% das células cancerosas, considerada positiva
para expressdo de SOX2.

A idade média dos participantes foi de 56,6 +10,3 anos (amplitude de 40 a 77 anos).
Com relacdo a positividade para SOX2 ele mostrou maior prevaléncia nas pacientes com
idade entre 55 e 65 anos (Figura 15).
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Figura 15 — Comparagdo entre idade das pacientes no momento do diagndstico do cancer de
mama e a expressdo do fator de transcrigdo SOX2 nas amostras cancerigenas estudadas.

N

[
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>55<65 > 65

>40<55

SOX2- ESOX2+

Oito pacientes tiveram tamanho tumoral menor que 2cm e 10 pacientes tiveram
tamanho tumoral entre 2 e 5 cm. A proporgdo de pessoas com tamanho tumoral abaixo de
2cm e aqueles entre 2 e 5 cm foi estatisticamente semelhante (p=0,637).

A presenca de infiltracdo perineural ndo teve relacdo com o tamanho do tumoral
(p=0,800), mas mostrou relacdo significativa com a invasao vascular (p=0,017). O seja, 75%
dos pacientes que apresentavam infiltracdo perineural tiveram invasdo vascular e apenas
14,3% dos pacientes que nao tiveram infiltracdo perineural apresentaram invaséo vascular.

A presenca de embolizacdo linfatica, contudo, mostrou relacdo com invasdo vascular
(p=0,001). Ou seja, 71,4% dos pacientes que apresentavam embolizacdo linfatica tiveram
invasdo vascular, ao passo que nenhum paciente dos que ndo apresentaram embolizacdo
linfatica teve invasdo vascular.

A presenca de linfonodos metastaticos ndo teve relagdo com tamanho do tumoral
(p=0,788) e com infiltracdo perineural (p=0,130). Diferentemente, a presenca de linfonodos
metastaticos mostrou relagdo com invasdo vascular (p=0,001) e com embolizacdo linfatica
(p=0,004). Ou seja, todas as pessoas com linfonodos metastaticos apresentavam invasao

vascular e embolizagdo linfatica.
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Analisando as pessoas com SOX2 positivo e negativo, os grupos ndo foram diferentes
para tamanho tumoral (p=0,138) e infiltrado perineural (p=0,163).

Os grupos, contudo, foram diferentes para invasdo vascular (p=0,003), embolizacao
linfatica (p=0,005) e linfonodos metastaticos (p=0,001). Ou seja, pacientes com SOX2
positivo tém mais chance de apresentar invasdo vascular, embolizacdo linfatica e linfonodos

metastaticos que os pacientes com SOX2 negativo (Tabela 1), (Figura 16).

Tabela 1 — Correlacdo entre a expressdo de SOX2 e as caracteristicas clinicopatoldgicas no
cancer de mama.

Clinicopathological SOX2 high expression |
Parameters (%) pvalue
Tumor size (cm)
<2 25 0.163
> 2 75
Lymph node metastasis
Yes 50 0.001
No 50
Vascular invasion
Yes 62.5 0.003
No 37.5
Lymphatic embolization 75.5
Yes 25.5 0.005
No
ER* status
Positive 62.5 0.410
Negative 375
PR** status
Positive 75 0.502
Negative 25
HER2
Positive 62,5 0,034
Negative 37,5

*ER = Estrogen receptor / **PR = Progesterone receptor
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Figura 16 — Comprometimento Linfonodal, Invasdo Vascular e Emboliza¢do Linfatica no
Cancer de Mama Feminino e sua Correlacdo com Proteina SOX2.
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LN+: com comprometimento linfonodal; LN- sem comprometimento linfonodal; C/IV: com invasdo vascular;
S/1V: sem invasao vascular; C/EL: com embolizacéo linfatica; S/EL: sem embolizacdo linfatica

Sobre o estadiamento clinico TNM, sete pacientes foram classificadas no estadio 1,
oito classificadas no estadio 3 e trés pacientes classificadas no estadio 4. A prevaléncia se
mostrou semelhante segundo a propor¢édo em cada grupo (p=0,3110). Quando comparado a
divisdo de pessoas segundo o estadiamento clinico e o SOX2 conseguiu-se demostrar
diferenga para esse (p=0,040). Ou seja, pessoas com estadiamento mais avangados apresentam
mais chance de apresentar SOX2 positivo que pessoas com graus menos avangados de tumor.

Todos os casos que apresentaram metastase linfonodal, independentemente do nimero

de linfonodos comprometidos, tiveram positividade para SOX2 (Figura 17).
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Figura 17 — Correlacéo do Fator de Transcrigdo SOX2 e linfonodos axilares metastaticos em
amostras de tecido cancerigeno mamario feminino.
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Nesse estudo 13 pessoas apresentavam receptor de estrogénio positivo (72,2% da
amostra) e 5 pessoas apresentavam receptor de estrogénio negativo (27,8% da amostra).
Ainda que a propor¢do de pessoas com receptor de estrogénio positivo seja substancialmente
maior, o teste qui-quadrado apontou semelhanca significativa nesse item (p=0,059) — ainda
que o valor de p esteja préximo do limite de 5% estipulado nessa pesquisa.

Pessoas com receptores progesterona positivo tém mais chances de apresentar
receptores de estrogénio positivo do que de ndo apresentar receptores de estrogénio
(p=0,009). Ou seja, 91,7% das pessoas com receptores de progesterona apresentam receptores
de estrogénio, apenas 1 pessoa (8,3%) com receptores de progesterona ndo apresenta
receptores de estrogénio (p=0,009).

15 pacientes apresentavam valor negativo para HER2 e 3 pessoas apresentavam
valores positivos. Essa diferenca mostrou-se significativa (p=0,005). Analisando pessoas com
HER2 positivo e negativo, os grupos foram semelhantes para tamanho tumoral (p=0,671),
invasdo vascular (p=0,099) e linfonodos metastaticos (p=0,612). Contudo, os grupos de
pessoas com HER2 positivo e negativo apresentaram diferenca para infiltracdo perineural

(p=0,043) e embolizacdo linfatica (p=0,017). Ou seja, as pessoas com HER 2 positivo
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apresentam mais chance de apresentar infiltracdo perineural e embolizacdo linfatica que as
pessoas com HER 2 negativo.

Pessoas com SOX2 positivo e negativo ndo apresentaram diferenca quanto a presenca
de receptores de estrogénio (p=0,410), receptores de progesterona (p=0,502), marcador
Ki67% (p=0,138). Os grupos, contudo, foram diferentes para HER2 (p=0,034). Ou seja,
pessoas com SOX2 positivo tém mais chance de ter HER2 positivo, que pessoas com SOX2

negativo (Figura 18).

Figura 18 — Correlacdo entre o Fator de Crescimento Epidermal Humano (HER2) e o Fator de
transcrigcdo SOX2, em amostras de carcinoma ductal invasor feminino.
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A Tabela 2 abaixo demonstra a relacdo dos pacientes no teste de classificacao
molecular. A prevaléncia de cada tipo tumor foi semelhante do ponto de vista estatistico
(p=0,168).
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Tabela 2 — Classificacdo Molecular para cancer de mama, na populacdo estudada, Campo

Grande — MS.
Classificagdo molecular Tamanho amostral Porcentagem
Luminal A 7 38,9
Luminal B/HER 2- 5 27,8
Luminal B/HER 2+ 2 11,1
HER2+ 1 5,6
Triplo - 3 16,7
Total 18 100

Pessoas divididas segundo a classificagdo molecular de tumores apresentaram

diferenca para SOX2 positivo (p=0,001). Ou seja, Luminal A e Luminal B HER 2- tém mais

chance de apresentar valores negativos SOX2 que 0s demais tipos tumorais, que tém mais

chance de apresentar valores positivos de SOX2 (Figura 20).

Figura 19 - Correlacdo entre expressdo de SOX2 e HER2. Teste de normalidade de Shapiro-

Wilk’s demonstrando a correlagdo da Proteina SOX2 em pacientes com cancer de mama com

a expressao de HER2 (A) e superexpressdo de SOX2 em tumores subtipos Luminal B com

HER?2 positivo e nos canceres HER2 positivo (B).
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6 DISCUSSAO

O céncer de mama representa umas das principais causas de morte em mulheres. As
estatisticas indicam o aumento da frequéncia desta neoplasia, tanto nos paises desenvolvidos,
quanto nos paises em desenvolvimento. De acordo com dados da literatura, a probabilidade de
se desenvolver cancer de mama aumenta com a idade, e embora apresente maior prevaléncia
na pds-menopausa, a doenca ocorre em praticamente todas as faixas etarias a partir da idade
reprodutiva (REGINELLI et al., 2014). Em nosso estudo a média de idade de diagnostico do
cancer de mama e de positividade para SOX2 mostrou-se em concordancia com a literatura
mundial.

A histéria natural do cancer de mama ainda ndo é bem compreendida, ja que seu
comportamento evolutivo ndo se reproduz de maneira uniforme em todas as mulheres. Busca-
se explicar a divergéncia comportamental de alguns tumores que possuem as mesmas
caracteristicas clinicas, com os conhecimentos adquiridos através dos fatores progndsticos que
envolvem o contexto geral do cancer de mama (ELOMRANI et al., 2015).

Um crescente corpo de evidéncias estd acumulando apoio a hipotese de que células-
tronco cancerigenas, ou células iniciadoras de tumor dirigem e mantem muitos tipos de
malignidades humanas (DIEHN et al.,, 2009). Células-tronco normais e cancerigenas
compartilham fenédtipos que podem refletir a atividade de vias de sinalizagdo comuns, com
alta expressdo de SOX2 entre outros (SIMOES et al.,, 2011). O papel de SOX2 na
organogénese ou funcdo da mama ainda ndo € ainda bem entendido, no entanto em um tecido
mamario saudavel ndo ha expressdo significativa de SOX2. J& em células cancerigenas
mamarias esteve estad superexpresso tanto em analise quantitativa de mRNAs em RT-PCR
quanto por Western blotting (CHEN et al., 2014). Em concordéncia a esses achados em nosso
estudo a totalidade das amostras de carcinoma ductal invasor apresentaram forte marcacao
nuclear para SOX2 por analise imuno-histoquimica, mostrando-se superexpresso em quase
metade das amostras.

Um papel ativo para SOX2 durante a tumorigénese mamaria é ainda suportado por
dados coletados em linhas celulares de cancer de mama, onde SOX2 promove a proliferacao
celular e a tumorigénese in vivo, facilitando parcialmente a transicdo G1/S e regulando, em

conjunto com a B-catenina, a expresséo de genes efetores, como CCND1 (CHEN et al., 2008).



46

Altos niveis de SOX2 parecem estar estreitamente correlacionados com varios
processos durante o desenvolvimento tumoral, incluindo iniciagdo, manutencgdo, invasao e
metastase. Portanto, 0 SOX2 parece desempenhar um papel na invasdo tumoral e metastase,
visto que a expressdo do fator de transcricdo SOX2 esta intimamente relacionado ao aumento
do tamanho e grau tumoral, metéastase linfonodal e alta invasividade das células neoplésicas
(FENG; LU, 2017).

Consistentemente demostramos aqui intima relacdo entre invasdo vascular,
embolizacdo linfatica e metastase linfonodal e mais importante conseguimos identificar a
relacdo de positividade do SOX2 com esses marcadores de pior prognéstico e em pacientes
com pior estadiamento TNM no diagndstico inicial da doenca. Isto se deve principalmente ao
comprometimento linfonodal, visto que nesse estudo o fator de transcricdo SOX2 encontra-se
superexpresso nas pacientes com metastase linfonodal.

Aproximadamente 70-75% dos casos de cancer de mama expressam o receptor alfa de
estrogénio (REa), e estdo relacionadas a um melhor prognostico, no entanto, foi relatado que
as células-tronco da mama ndo possuem RE ou a expressam em niveis muito baixos
(CLAYTON et al., 2004). Em estudo anterior foi mostrado que as células-tronco
cancerigenas, que expressam altos niveis de SOX2, carecem ou expressam niveis muito
baixos de RE e portanto, serdo mais resistentes ao tamoxifeno, conferindo um fendtipo menos
diferenciado da doenca cancerigena (PIVA et al, 2014). Em nosso estudo ndo conseguimos
demostrar diferenca significativa entre expressdo dos receptores hormonais e a expressdo de
SOX2.

Em conta partida os resultados foram animadores ao que se refere ao oncogéne HER2,
visto que consistentemente identificamos a superexpressao de SOX2 em tumores HER2
positivo.

Ja é de conhecimento que de 15 a 20% dos canceres de mama expressam HER2 e este
oncogene esta diretamente ligado ao prognéstico e a resposta terapéutica tendo papel
substancial na sobrevida global e livre de doengca. Com anteriormente exposto, em nosso
estudo a presenca do HER2 nas amostras cancerigenas foi acompanhado da positividade do
fator de transcricio SOX2. Diferindo em parte de outro estudo que demonstrou uma
expressdo significativamente maior de SOX2 em tumores do tipo basal ou triplo negativo
(RODRIGUES-PILLA et al., 2007). Acreditamos que essa discrepancia possa estar
relacionada a amostra usada pelo autor que envolveu maior nimero de pacientes na pré-

menopausa e portadoras de alteragdo genética tipo BRCAL.
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O céncer de mama é classificado em trés subtipos principais com base na presenca ou
auséncia de marcadores moleculares para receptores de estrogénio ou progesterona e fator de
crescimento epidérmico humano 2 (HER2).

O céancer de mama triplo negativo apresenta maiores indices de recorréncia do que 0s
outros dois subtipos, com 85% de sobrevida em 5 anos para estadio | contra 94% a 99% para
receptores hormonais positivos e HER2 positivos, ja a sobrevida global média do cancer de
mama metastatico tri-negativo € de aproximadamente 1 ano versus aproximadamente 5 anos
para 0s outros 2 subtipos.

Aqui identificamos SOX2 superexpresso no subtipo molecular HER2 e negativos nos
subtipos onde receptores hormonais estéo presentes, colaborando com achados anteriores que
arrolam SOX2 a tumores com pior resposta terapéutica, indicando que os niveis de SOX2 sdo
maiores em pacientes ap6s faléncia terapéutica endocrina e também nos tumores primarios
desses pacientes, em comparagdo com os dos respondentes (WUEBBEN; RIZZINO, 2017).

Finalmente o que podemos observar que o fator de transcricdo SOX2 tem sido visto
como um potencial marcador de prognostico e sobrevida, devendo no futuro ser incluido no
rol de biomarcadores tumorais emergentes para o cancer de mama, logo mais estudos como o
nosso envolvendo a proteina SOX2 e o cancer de mama podem fornecer pistas importantes
para o diagnostico e tratamento da doenca.
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7 CONCLUSAO

A heterogeneidade tumoral é uma das caracteristicas da malignidade resultando em
tumorigenicidade, resisténcia ao tratamento e potencial metastatico. No cAncer de mama, essa
heterogeneidade € reconhecida desde século XIX, mas sua relevancia clinica sé foi
estabelecida a pouco mais de meio século com o reconhecimento do envolvimento dos
receptores hormonais no prognostico da doenga. A partir de entdo novos marcadores tumorais
foram sendo reconhecidos e se tornaram extremamente relevantes ndo so no que se refere aos
fatores de prognostico, mas também de resposta ao tratamento, modificando de sobremaneira
o0 desfecho clinico de milhares de mulheres no mundo todo.

O principal objetivo do estudo foi avaliar o fator de transcricdo SOX2 no carcinoma
ductal invasor mamario e nosso éxito foi demostrar a presenca dessa proteina na totalidade
das amostras estudas, apresentando um score positivo em boa parte delas.

Demostramos por imunohistoquimica a expressdo e marcacdo nuclear do fator de
transcricdo SOX2 nas células cancerigenas mamarias.

Demonstramos a associagdo do fator de transcricdo SOX2 e comprometimento
linfonodal, caracterizando uma superexpressdo desse em tumores de pior estadiamento
clinico.

Demostramos superexpressdao do fator de transcricio SOX2 em tumores onde o
oncogese HER?2 estava presente, conferindo um fen6tipo menos diferenciado ao tumor. E em
contrapartida o fator de transcricdo teve sua expressao reduzida ou ausente em pacientes que
expressam receptores hormonais.

Assim, esse estudo expande os horizontes de pesquisa sobre o cancer de mama e o
fator de transcricdo SOX2, evidenciando que a continuidade das pesquisas nessa area podera

contribuir com os avancos de diagndstico e tratamento do cancer de mama.
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ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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Vocé esta sendo convidada a participar do projeto de pesquisa: “Expresséo proteica de SOX2
e SOX3 em neoplasias malignas da mama”, de responsabilidade dos pesquisadores RAQUEL
CRISTINA RODRIGUES com orientagdo de ALMIR DE SOUSA MARTINS. Vocé precisa decidir se
quer participar ou ndo. Por favor, ndo se apresse em tomar a deciséo. Leia cuidadosamente o que se
segue e pergunte ao responsavel pelo estudo qualquer davida que vocé tiver.

Apesar dos avangos nas pesquisas, 0 cancer de mama € ainda a neoplasia maligna que mais
acomete as mulheres. O cancer de mama, se diagnosticado precocemente e tratado de forma
adequada, possui bom prognoéstico, com sobrevida média em cinco anos de 83% a 92%, podendo
chegar a 98% nos casos de doenca localizada.

O presente trabalho tem como objetivo investigar a expresséo génica da proteina SOX2 e SOX3
em tumores de mama, e correlacionar sua expressao com a supressdo ou promoc¢ao tumoral e assim
no futuro, beneficiar os pacientes com este tipo de céncer através da elaboracdo de estratégias
terapéuticas inovadoras.

Nao havera custo algum para o paciente e sua familia. Sua participagdo € voluntaria e ndo tem
fins lucrativos, ou seja, ndo havera pagamento e nem ressarcimento de qualquer despesa. Vocé
poderé deixar de participar do estudo no momento em que desejar.

Para realizac&o do estudo serdo usadas amostras teciduais armazenadas no setor de patologia
do hospital universitario, do tumor que foi extirpado quando do momento da cirurgia. Queremos deixar
claro que a Sra ndo sera submetida a nem novo procedimento cirdrgico devido ao projeto e a nenhum
tipo de questionario. Todas as informacdes necessarias a pesquisa serdo obtidas de material
armazenado e de informacdes ja presentes em seu prontuario.

Podemos assegurar que o projeto sera realizado sob a observancia das normas preconizadas
pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, obedecendo as normas de
biosseguranca e guardando sigilo ético. Mas como na maioria das pesquisas, a nossa também
apresenta riscos. Entre eles destaca-se o extravio das amostras teciduais parafinadas e ou dos dados
coletados. Tais riscos pretendem ser amenizados pela criacdo de uma base de dados Unica e
protegida e do adequado manuseio e transporte das amostras. Contudo podemos assegurar que
nenhum dano fisico sera instituido a sua pessoa. E seu acompanhamento ambulatorial ser4 mantido
conforme rotina protocolar, sem necessidades de retornos extra ou hovos procedimentos invasivos.

Se vocé concordar em patrticipar do estudo, seu nome e identidade serdo mantidos em sigilo,
somente a equipe de pesquisa tera acesso as informagdes pertinentes ao andamento do mesmo.

Vocé serd informado periodicamente de qualquer nova informacao que possa modificar a sua
vontade em continuar participando do estudo. Deixamos claro que os dados obtidos serdo utilizados
exclusivamente para este estudo.

Se tiver dlvidas a respeito do estudo podera ligar a qualquer momento para pesquisador
responsadvel Raquel Cristina Rodrigues, no telefone (67) 981085829 ou e-mail:
raquelcrodrigues2005@gmail.com.

Se houver duvidas sobre seus direitos como participante deste estudo podera também entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFMS, no telefone (67) 3345
7187.

Sua participacdo no estudo € voluntaria. A Sra pode escolher ndo fazer parte do estudo, ou pode
desistir a qualguer momento. Isso ndo acarretara a perda de qualquer beneficio ao qual a Sra tenha
direito. Independente de sua participagdo ou ndo no estudo vocé manterd seu acompanhamento
conforme rotina instituida pelo seu médico assistente, sem nenhum prejuizo a vocé e a Sra ndo sera
proibida de participar de novos estudos.

Este documento foi realizado em duas vias de igual teor, sendo que uma via ficara com vocé e
outra com o pesquisador.

Rubrica Pesquisador:
Rubrica Responsavel:

Considerando, que fui informado(a) dos objetivos e da relevancia do estudo proposto, de como se
dara a minha participacé@o, dos procedimentos a serem realizados e riscos decorrentes deste estudo,
declaro o meu consentimento e concordo com a minha participacao voluntaria na pesquisa acima
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descrita, como também concordo que os dados obtidos na investigacdo sejam utilizados para fins
cientificos (divulgagdo em eventos e publicagdes).

Campo Grande (MS), de de20 .

Pesquisador Responsavel

Convidado a Participar da Pesquisa

(Participante)

ANEXO B - FICHA DE COLETA DE DADOS



Idade no Diagndstico da Doenga:
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cm

Tamanho Tumor no USG: X
BIRADS USG: BIRADS MMG:
Data Cirurgia: / /

Tipo de Cirurgia:
( ) Ressecgdo Segmentar + LS
Tamanho Tumor patologia :

Grau histolégico: ()1 ()1 ()

Infiltracdo perineural: ( ) Sim ( ) Ndo

Linfonodos axilares: ( ) Sim( ) Ndo Ne:

Metastase a Distancia: ( ) Sim ( ) Nao
Classificagdo TNM:

Imunohistoquimica: ( ) Sim ( ) Ndo
RE:()+ RE:()- %:

Ki—67 % :

Classificagdo Molecular:

Luminal A( )

Luminal B( ) HER-2( )

QTX:( )Sim () Ndo N2de SessGes:

( ) Mastectomia Simples +LS

( YMRM

( ) Resseccdo Segmentar e Esvaziamento Axilar

Tipo histoldgico de Tumor:

Invasdo vascular: ( ) Sim ( ) Ndo

Embolizacgdo linfatica: ( ) Sim ( ) Ndo
Comprometicos: ( )Sim ( ) Ndo N@

Qual sitio: ( ) Figado ( ) Pulmdo ( ) Osso

RP:( )+ RP:()- %:
CERb-B2: ()0 ()1 ()2( )3 Fish:
Triplo Negativo ( )

RTX:( )Sim ( )Ndo N2de Sessdes:

Tamoxifeno: ( ) Sim ( ) Ndo Quanto Tempo:

Outro tipo de hormonioterapia: ( ) Sim ( ) Ndo Qual:

Herceptin: ( ) Sim ( ) Nao



