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RESUMO

O céancer de mama é a entidade maligna mais comum entre as mulheres do mundo e a sua
incidéncia tém aumentado a cada ano. O potencial metastético pode estar determinado nos
mesmos genes que originam o tumor primario. Fazem-se necessarios estudos sobre o
processo de progressdo tumoral e do respectivo potencial metastatico. Acometimento 6sseo
€ o sitio mais comum de metéstase do carcinoma de mama. A identificacdo de possivel
preferéncia conforme 0s subtipos moleculares, na precocidade ou acometimento de 0ssos
longos ou chatos, poderia alterar a pratica médica de oncologistas, dirigindo especial atencéo
a estes grupos de pacientes e suas possiveis complica¢gdes, em atendimento multidisciplinar
com ortopedistas, minimizando possiveis sequelas deste processo metastatico. Detectar a
instalacdo dos diferentes sitios metastaticos para 0ssos longos ou chatos (curtos), conforme
0s subtipos moleculares e sua possivel correlacdo. Foram selecionados 58 casos de
pacientes com cancer de mama que apresentaram exclusivamente metastases 0sseas. O
material de estudo foi obtido dos tumores primarios emblocados em parafina. Realizaram-se
analises imunoistoquimicas de expressdao de E-caderina e estatistica dos dados. Foram
identificados os subtipos moleculares Luminal A, Luminal B, Luminal Hibrido, HER2+ e Triplo
Negativo/Basal Like. Os subtipos moleculares comparados com a idade de implantes ésseos,
distribuicdo de implantes 0sseos e intervalo livre de doenga ndo mostrou significancia
estatistica. Analisado o nivel de expressdo da proteina E-caderina ndo foi demonstrado
relacdo de significancia com os implantes 6sseos e o intervalo livre de doenca. Os subtipos
moleculares Luminais formam a maioria das metastases 6sseas, mais evidentes entre 0 e 30
meses de intervalo livre de doencga; nos subtipos Triplo Negativo/Basal Like, as metastases
ocorreram ao longo de 50 meses, assim como nos Luminais Hibridos; no subtipo HER2, 50%
dos implantes ésseos ocorreram precocemente (primeiros 10 meses); nao foram encontradas
diferencas significativas entre intervalo livre (implantes metastaticos) e subtipos moleculares;
ndo foram encontradas diferengas significativas entre idade menor ou igual e maior ou igual
a 50 anos; encontrada prevaléncia de 60% de implantes 6sseos para os subtipos Luminais
(35 de 58 casos) e 70% (24 de 35 casos) para 0ssos chatos.

Palavras chave: Biologia Molecular. Neoplasias da Mama. Metastase Neoplasica. Subtipos
moleculares. Caderinas.
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ABSTRACT

Breast cancer is the most common malign disease affecting women worldwide and its
incidence has been increasing through the years. The metastatic potential of these cancers
can be linked to the same genes of the primary tumor. More studies are needed to elucidate
the tumoral progressing process and its ability to spread. Bone is the most frequent site for
breast cancer metastasis. ldentifying the possible preference of bone metastasis, such as long
or short bones, according to molecular subtypes, could alter oncologists approach paying
special attention to these particular group of patients reducing the side effects of the bone
metastatic process, involving multidisciplinary team with orthopedists, minimizing some
possibles sequelae of this metastasic process. Detect different metastatic sites to long or short
bones, according to the molecular subtypes. Fifty-eight patients with only bone metastasis
were chosen. Histological parts of primary breast cancer were analyzed.
Immunohistochemistry analysis, expression of E-caderine was studied and statistic data were
obtained. Luminal A, Luminal B, Luminal Hybrid, HER2+ and Triple Negative/ Basal like
subtypes were identified. The molecular subtypes compared to age of bone metastasis,
distribution of the bone metastasis and free disease interval didn’t show statistical significance.
Evaluation of the E-caderine protein expression also did not show statistical significance
concerning the bone metastasis and free disease interval. The Luminal molecular subtypes
are the vast majority of breast cancer bone metastasis, more evident between 0 and 30 months
of free disease interval. In the Triple Negative/Basal like subtypes the metastasis occurred
through 50 months, just like Hybrid Luminal subtypes. In the HER2 subtypes, 50% of the bone
metastasis occurred early (first 10 months); No statistical significance between free disease
interval (metastatic ingrown) and molecular subtypes; no statistical significance in ages lower
then or higher than 50 years old. Prevalence of 60% in bone metastasis for the subtypes
Luminal (35 out of 58 cases) and 70% (24 out of 35 cases) for flat bones. No particular
preference for E-caderine expression was observed to any molecular subtypes in these
samples.

Key Words: Molecular Biology. Breast Cancer. Neoplasic metastasis. Molecular subtypes.
Caderines.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer de mama feminina

O céancer de mama ¢é a entidade maligna mais comum entre as mulheres do mundo e
sua incidéncia tem aumentado a cada ano. Embora tenham ocorrido melhoras significativas
no diagnostico precoce, nas técnicas cirdrgicas, na terapia hormonal, quimioterapia e
radioterapia, esta doenca ainda € uma das primeiras causas de mortalidade por cancer entre
mulheres (SUNPAWERAVONG, S.; SUNPAWERAVONG, P., 2005).

Os dois subtipos mais comuns séo o carcinoma ductal infiltrante e o carcinoma lobular
infiltrante, os quais diferem biologicamente e na apresentacao clinico-patoldgica. O carcinoma
ductal é o tipo histol6gico mais comum, compreendendo aproximadamente 70 a 80% dos
canceres de mama invasivos. Os carcinomas lobulares ocorrem em aproximadamente 10%
das pacientes, com maior frequéncia em mulheres idosas. Apesar de estar associada a um
fendtipo biol6gico menos agressivo, a recorréncia e a sobrevivéncia sdo muito similares ao

observado nas pacientes com carcinoma ductal infiltrante (ARPINO et al., 2004).

A estimativa da incidéncia de cancer de mama para o Brasil no ano de 2016 foi de
57.960 novos casos. Na Tabela 1 constam os dados da estimativa incidéncia do cancer de

mama em cada regido do Brasil para o ano de 2016 (INCA, 2016).

TABELA 1. Estimativa para o ano de 2016 da taxa de incidéncia de
cancer de mama por 100 mil mulheres. Fonte: INCA (2016).

Regides do Brasil Estimativa de Incidéncia
Sudeste 68,08/100.000 mulheres
Sul 74,30/100.000 mulheres
Centro Oeste 55,87/100.000 mulheres
Nordeste 38,74/100.000 mulheres

Norte 22,26/100.000 mulheres
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O carcinoma de mama € uma doenca heterogénea clinica e histopatologicamente,
assim como a resposta apresentada pelas pacientes a determinado tratamento. Além disso,
0 tecido tumoral da mama mostra heterogeneidade em relagdo ao seu microambiente,
incluindo os tipos celulares e seu namero (linfécitos infiltrantes, células adiposas estromais e
endoteliais). A composicao celular dos tumores é um fator determinante das caracteristicas
clinicas da paciente e bioldgicas do tumor (SORLIE, 2004).

Historicamente, a progressdo do cancer de mama € vista como um processo de
multiplos passos, semelhante ao modelo proposto para a carcinogénese de célon
(VOGELSTEIN et al., 1988), passando por alteracdes progressivas do epitélio normal, para
hiperplasia sem e com atipias, carcinoma in situ, carcinoma invasivo e metastase
(SHACHNEY; SILVERMAN, 2003). Com o acumulo de alteragBes genéticas, novos clones
celulares se originam, 0s quais possuem maior capacidade invasiva e de disseminacgédo. Tal
fendbmeno esta restrito a uma fragdo de células do tumor primario, que é fenotipicamente e
biologicamente heterogénea, resultando assim em maior potencialidade metastética
(YOKOTA, 2000).

Apesar da maioria dos conceitos a respeito das lesdes precursoras de cancer de mama
morfologicamente definidas permanecerem validas ainda hoje, as técnicas de
imunoistoquimica e moleculares alteraram o modelo de progressdo em multiplas etapas
proposto anteriormente (BUERGER et al., 2001; FARABEGOLI et al., 2002). Estes estudos
enfatizam que a progresséo do cancer de mama compreende uma série complexa de eventos
genéticos aleatdrios, levando a vias distintas e divergentes em direcdo ao cancer de mama
invasivo. Além disso, algumas alteracdes que faziam parte de determinada via foram
reposicionadas, enquanto outras foram questionadas quanto ao seu envolvimento
(FARABEGOLI et al., 2002; SHACHNEY; SILVERMAN, 2003).

O principal desafio nesta patologia € definir acuradamente os perfis de risco individuais
para pacientes no inicio do diagnostico e identificar modalidades apropriadas de tratamento
loco-regional e sistémico. A identificacdo de pacientes com baixo risco de recidiva,
potencialmente curadas apenas com terapia loco-regional, daquelas com alto risco que
necessitam de tratamentos agressivos e a selecdo de terapia sistémica adjuvante que é
baseada em fatores progndsticos e preditivos. Os fatores prognosticos e preditivos aceitos no
cancer de mama incluem caracteristicas das pacientes que sdo doenga-independentes (como
aidade) e aquelas que sao relacionadas a doenga (como tamanho do tumor, envolvimento de
linfonodos axilares e grau histolégico) e caracteristicas biolégicas do tumor (obtidas por
paineis de imunoistoquimica — Subtipos moleculares) (NIH CONSENSUS DEVELOPMENT
CONFERENCE STATEMENTS, 2001).



15

1.2 Presenca de metastases

A presencga de metastases nos linfonodos axilares tem sido utilizada para predizer o
desenvolvimento de metéstases distantes, entretanto, aproximadamente 20 a 30% das
pacientes com cancer de mama livre de metastases em linfonodos axilares, desenvolverdo a
doenca em sitios distantes (BRAUN et al., 2000).

Estudos de expressdao génica mostraram que sao diferentes as vias moleculares
envolvidas na disseminacéo linfatica e hematopoética nos tumores de mama (WOELFLE et
al., 2003).

Verificou-se por estudos de perfis de expressdo génica, que a maioria das células
cancerosas em um tumor primario tem um “fenétipo metastatico”, indicando que a capacidade
metastatica ja esta presente no inicio da tumorigénese (VAN'T VEER et al., 2002; VAN DE
VIJVER et al., 2002).

Como o potencial metastatico pode estar presente no inicio do desenvolvimento do
tumor, foi proposto que 0s mesmos genes que originam 0 tumor primario, provavelmente
causam metastase (BERNARDS; WEINBERG, 2002). Entretanto, a maioria desses estudos
nao usou técnicas de microdissecc¢édo para se isolar as células tumorais, portanto a assinatura

metastéatica ficou comprometida.

Avancos no desenvolvimento de ensaios moleculares e de imunocitoquimica
capacitaram a deteccdo de células tumorais disseminadas individualmente e auxiliaram na
construcao de modelo mais compreensivo da cascata metastéatica, ou dos diferentes eventos
gue levam as metastases primarias e secundarias em pacientes com cancer (PANTEL;
BRAKENHOFF, 2004). Este modelo enfatiza que as células cancerosas podem se disseminar
através de duas vias; do sitio primario para os linfonodos por via linfatica ou do tumor primario
para sitios distantes por via hematopoética, ndo passando assim pelos linfonodos. Estas vias

sdo complementares, contudo seguem caminhos especificos.

Em pacientes com cancer de mama, a disseminac¢ao parece se iniciar precocemente no
desenvolvimento tumoral. Os dados dos perfis de expressdo génica associados com
metastase (VAN'T VEER et al., 2002; VAN DE VIJVER et al., 2002; BERNARDS; WEINBERG,
2002; WOELFLE et al., 2003) e as caracteristicas genéticas das células tumorais circulantes
isoladas de pacientes com cancer nao metastatico, suportam esta ideia (KLEIN et al., 2002;
SCHMIDT-KITTLER et al., 2003). Contudo, ainda sdo necessérios muitos estudos para o

esclarecimento do processo de progressao tumoral e do potencial metastatico dos tumores,
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tanto em relacdo a definicdo das alteracBes genéticas que estdo envolvidas na progressao,

quanto a existéncia ou ndo de uma correlagdo entre genétipo e fenotipo tumoral.

1.3 Metastases 4sseas

Os 0ss0s representam o sitio mais comum de metastase a distancia do carcinoma de
mama. Ossos de diferentes partes do esqueleto, especialmente 0s 0ssos curtos (chatos), sdo
frequentemente comprometidos por disseminacdo metastatica em mulheres acometidas por
cancer de mama. Os 0sso0s longos apresentam uma escavacao central que é o canal medular,
onde se encontra a medula 6ssea e sdo constituidos por um corpo (diafise) e duas
extremidades (epifises). Os 0ssos chatos sao 0ssos finos, em que o comprimento e a largura
predominam sobre a espessura. Estudos necroscépicos demonstraram que a maioria das
mulheres falecidas em decorréncia do cancer de mama, apresentaram implantes 0sseos
secundarios. Nao esta bem esclarecido o mecanismo inicial dos implantes metastaticos terem
maior preferéncia pelos ossos. Dentre 0s 0ssos curtos (chatos), observa-se a sequéncia de
comprometimento para esterno, costelas, vértebras e pelve. Os 0ssos curtos (chatos) sédo
acometidos antes dos ossos longos (PIATO, S.; PIATO, J., 2006).

Encontra-se metastase 6ssea de cancer de mama com porcentagem significante;
estava associada com receptor de estrégeno positivo/receptor de progesterona negativo em
comparagdo com tumores sem metéstase 0ssea. Portanto, metastase 0ssea esté fortemente
associada com receptor estrogénico positivo/receptor progesterona negativo nos tumores.
Diferenca significativa em tumores com expressao do receptor estrogénico, entre alto grau e
baixo grau com metastase 6ssea, sugere que diferentes painéis de marcadores moleculares
poderiam ser usados para predizer metastases 0sseas nestes dois grupos de tumores (WEI
et al., 2008).

O tempo médio do diagndstico de somente metastase 6ssea do cancer de mama do
ultimo seguimento (follow-up) ou morte foi de 55,2 meses. Tumores com receptores de
estrogénio e receptores de progesterona positivos, baixo ou intermediario grau histolégico e
baixa taxa mit6tica tem maior propensao para metastatizar para 0ssos do que para visceras.
Céancer de mama metastatico com sincrénicos multiplos sitios de recorréncia séo comuns e,
metastases sistémicas limitadas aos 0ssos sdo menos frequentes. Somente metastases
Osseas tém sido reportadas de ocorrer em 17-37% dos pacientes com metastases a distancia.
Metastase a distancia confinada ao esqueleto apresentam progndéstico mais favoravel que

outros tipos de metastase a distancia ou multiplas metastases para 0ssos e visceras. Outros



17

investigadores reportaram que a sobrevida média de pacientes com somente metastase
Ossea foi 24-54 meses. A caracteristica favoravel do tumor primério explica o progndstico
modesto de mulheres com somente metastases dsseas (AHN et al., 2013).

O longo periodo de laténcia entre a apresentagdo do carcinoma primario e o
subsequente desenvolvimento de metastases de certos tipos tumorais, sugerem que a
disseminacao das células que interagem com o microambiente para um érgéo particular, tem
caminho complexo, sobretudo longo periodo. A despeito disto, pequeno € o conhecimento
sobre preditores para disseminagdo metastatica, 6rgdo susceptivel para metéstases e
subsequentes resultados para muitos tumores. A progressdo metastética do cancer de mama
esta hipoteticamente mediada por ambos, hospedeiro e fatores tumorais, incluindo diferentes
classes de graus para metastases. Embora mulheres idosas tenham risco diminuido de
desenvolver metastase, quando isto ocorre, elas tém um maior risco de morte comparado com
pacientes mais jovens. Estes achados nas grandes coortes de pacientes sugerem que 0s
mecanismos implicitos na relacdo entre idade e metastase requer mais estudos na exploracao
molecular e estudos clinicos para obter implicacdo mais importante no tratamento sistémico
do cancer de mama (PURUSHOTHAM et al., 2014).

Existe grande evidéncia sobre as diferencas na disseminacdo entre os subtipos
biol6gicos do cancer de mama. Estudo realizado para analisar o padrdo de metastatizagédo de
acordo com o subtipo biolégico, explora o prognostico correspondente. Subtipo bioldgico foi
definido pela imunoistoquimica de acordo com o critério de St. Gallen (2013). Associacédo
entre subtipos biolégicos e as distantes e diferentes localizagbes foram analisadas. Resultado
foi reportado tomando luminal A do carcinoma de mama como referéncia. Triplo negativo do
cancer de mama demonstrou grande tropismo para pulmao, enquanto o ndo luminal subtipo
HER2 foi associado com grande taxa de metastase hepética. Todos os subtipos foram
associados com baixo risco de localizacdo somente éssea. Sumariamente, este estudo
adicionou informacdes para compreender a complexidade do cancer de mama e nas
manifestacdes clinicas. Prop6e ainda categorizacao entre diferentes subgrupos com base nos
recursos da imunoistoquimica, como poderia predizer o sitio anatdbmico preferencial da
primeira metastase a distancia, assim, como prognéstico especifico. Por conseguinte, é
tentador levantar hipoteses de alguma implicacdo pratica nos termos do gerenciamento
“adaptado”, isto &, protocolos de vigilancia e/ou estratégias terapéuticas, que necessitam ser
verificadas por ensaios clinicos (GERRATANA et al., 2015).

1 St. Gallen — Cidade suica onde ocorrem encontros anuais de oncologistas em que
consensos de progndsticos e tratamentos sao construidos.
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1.4 Diagnéstico das metastases

Para o diagndstico de metéstase Ossea, utilizou-se da Cintilografia Ossea (alta
sensibilidade e baixa especificidade), da Radiografia convencional, da Tomografia
Computadorizada e da Ressonancia Nuclear Magnética, principalmente para lesdes de coluna
vertebral, demonstrando ou ndo compressdo medular. Quando as metastases estdo
localizadas exclusivamente no esqueleto, o progndstico torna-se relativamente favoravel. A
sobrevida média véaria de 66 a 78 meses, pois tem comportamento indolente, tornando até

gquestionaveis medidas terapéuticas agressivas (PIATO, S.; PIATO, J., 2006).

1.5 Marcadores tumorais

Marcadores tumorais sdo Uteis na detec¢do do cancer em estagio precoce, na avaliagdo
do tumor, no monitoramento da progressdo da doenca e na determinacdo da resposta a
terapia (SIDRANSKY, 2002).

As diferencgas nas caracteristicas biolégicas do cancer de mama podem ser explicadas
por diferencas no padréo de alteracfes entre 0s genes que atuam na carcinogénese. Varios
estudos tém sido realizados para se determinar o valor das alteragbes genéticas como
marcadores prognésticos para estes pacientes. Os marcadores progndsticos moleculares
utilizados na prética clinica séo: receptor de estrogeno (ER), o receptor de progesterona
(PGR) e receptor de tirosina quinase (ERBB2/HER2). A presenca ou auséncia dessas
proteinas é comumente detectada utilizando-se a analise de imunoistoquimica. Assim, foram
estabelecidos praticamente trés classes moleculares principais: os tumores receptores
hormonais positivos, tumores HER2 positivo e tumores negativos para todos os marcadores
utilizados.Estas classes tém sido integradas no diagnéstico e tratamento e ajudam a
estratificar o risco de recorréncia, especialmente em pacientes linfonodos negativos
(ROBISON; PERREARD; BERNARD, 2004).

Até o presente, apenas os receptores de estrégeno e progesterona e o HER2 estédo
incluidos nas guias de pratica clinica da American Society of Clinical Oncology (ASCO) como
marcadores biomoleculares para cancer de mama, principalmente, como preditores de
resposta a terapias especificas (BAST et al.,, 2001). A Sociedade Brasileira de Oncologia

Clinica utiliza os protocolos de consenso com a ASCO.
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Os estrogenos agem sobre o tecido mamario normal promovendo o desenvolvimento
do estroma, o crescimento de extenso sistema de ductos e a disposicdo de gordura nas
mamas. Estes hormonios iniciam o crescimento mamario e sdo responsaveis pelo
crescimento caracteristico e aspecto externo das mamas femininas maduras (VERGOTE et
al., 2000; CLEMONS; GOSS, 2001).

Em contraposi¢do, a exposicao prolongada ao estrégeno no epitélio ductal da mama
parece estar relacionada a iniciagdo, progressdo e metdstase do cancer de mama
(CLEMONS; GOSS, 2001; FUQUA, 2001; SOMMER; FUQUA, 2001). Desta forma, a
administracdo prolongada destes horménios em mulheres ap0s a menopausa, com menarca
precoce ou menopausa tardia, pode identificar os pacientes como pertencentes a um grupo

de alto risco para o desenvolvimento do cancer de mama (WILLET et al., 1999).

O receptor de estrogénio (ER) é importante para o desenvolvimento e fungdo normal da
mama, mas desempenha fungdo no desenvolvimento e progressdo do cancer de mama
(DIAZ; SNEIGE, 2005). A presenca de receptores de estrogénio (ER) nos tumores prediz a

resposta a terapia hormonal.

A expressdo aumentada do Era (Receptor de Estrogénio a) € um fator prognéstico e
preditivo bem estabelecido em pacientes com cancer de mama. Os resultados de alguns
estudos tém sugerido que o ERa e ERB (Receptor de Estrogénio ) sdo co-expressados na
maioria dos canceres de mama, mas h& evidéncias da existéncia de uma relacdo mais
complexa entre estas duas moléculas (HAYASHI et al., 2003; FUQUA et al., 2003).

Os niveis de ERfB parecem ser relativamente mais altos que do ERa no epitélio da mama
normal e em doenca nao proliferativa (ROGER et al., 2001). Um estudo demonstrou que a
expressao do ERB é mais alta em doenca pré-maligna que em doenca invasiva e em
carcinomas lobulares comparados com carcinomas ductais (SKLIRIS et al., 2003). Contudo,

a funcao e significado prognéstico do ERf3 ndo sdo caracterizados (SHAABAN et al., 2003).

1.5.1 Receptor de estrogénio a (Era)

O gene do receptor do estrogénio humano ERa estd mapeado em 6g25.1, € composto
por oito éxons e a posicdo dos introns € altamente conservada (PONGLIKITMONGKOL;
GREEN; CHAMBON, 1988). Um dos efeitos da exposi¢cado prolongada ao estrégeno € um
aumento na atividade mitética do epitélio mamario, aumentando assim a taxa de mutacao e
persistindo o acumulo de defeitos genéticos (KING; WILLIAM, 1993; PIKE et al., 1993). A
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expressao aumentada da proteina ERa é detectada no epitélio normal da mama e em
carcinomas mamarios (KHAN et al.,1998).

Durante a transformac&o maligna, as células do epitélio mamario podem manter o nivel
basal de ER, expressar altos niveis ou perder a expressao deste receptor. A maioria dos
canceres de mama expressam ER; canceres ER negativos compreendem 30% de todos 0s
canceres de mama (CHANG et al., 2000). E desconhecida a origem de canceres de mama
ER negativos, € possivel que possam surgir de uma célula epitelial ER negativa durante o
fen6tipo normal ou de uma célula ER positiva onde o ER foi transcricionalmente desregulado
(YANG; GUZMAN; NANDI, 2001).

A expressao do ER é gradualmente perdida durante a progressao do tumor, levando a
um estado mais indiferenciado (ROBERTSON, 1996). A maioria dos tumores ER positivos
sao diploides, bem diferenciados, mais comuns em mulheres na pds-menopausa € menos
agressivos do que os tumores ER negativos (LEMIEUX; FUQUA, 1996; SHEIKH et al., 1994).

Mulheres pertencentes a grupos de baixo risco de desenvolvimento de cancer de mama
apresentam baixo nivel de expressdo de ERa (LAWSON et al.,, 2002). Estes resultados
sugerem que um aumento na expressao de ERa, é um fator de risco para o desenvolvimento
do cancer de mama (KHAN et al., 2002) podendo ser um dos fatores relacionados a iniciagéo
e progressao do tumor (HARVEY et al., 1999; FUQUA, 2001; LAWSON et al., 2001; KHAN et
al., 2002)

Entretanto Hayashi et al. (2003) relataram que carcinomas de mama com auséncia de
expressao do gene ERa, podem desenvolver fenotipos mais agressivos. Além disso, a
expressao do ERa em tecidos tumorais é considerada um preditor favoravel para tratamento

endécrino.

1.5.2 Receptor de progesterona (PGR)

A progesterona faz parte do grupo das progestinas, um dos hormoénios sexuais
ovarianos. As progestinas atuam na preparacéao final do Utero para gravidez e das mamas
para a lactacdo (PINHO, 1997).

O gene do receptor de progesterona (PGR) estd mapeado em 11922, apresenta duas
formas, a PgR-A e a PgR-B (MATTEI et al., 1987; 1988)?, com funcdes distintas. O gene PgR-
B tem funcdo de promocéo e ativacdo da transcricdo. O gene PgR-A é transcricionalmente

inativo e atua como um repressor transdominante ligante-dependente da atividade

2 Tais referenciais referem-se a dois trabalhos distintos, com colaboradores também distintos.
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transcricional do receptor hormonal esteroide (GIANGRANDE; POLLIO; MCDONNELL,
1997).

Lamy et al. (2002) relataram que o nivel de PgR e ER positivo em mulheres na pés-
menopausa € um forte marcador progndstico. Pacientes cujo tumor € ER e PGR positivo tém
uma taxa de resposta ao tratamento de 65%, enquanto em pacientes negativos € de 10%
(GRITZAPIS et al., 2003). Por outro lado, auséncia de expressédo dos genes ER e PGR sugere
recorréncia precoce e menor sobrevida dos pacientes com cancer de mama; a presenca
destes receptores nos tumores esté relacionada a sensibilidade a terapia enddcrina (BOZCUK
et al,, 2001). Especificamente, os tumores ER positivos constituem dois subconjuntos;
tumores PgR positivos sdo provavelmente mais horménio dependentes que tumores PgR
negativos (JACOBSEN et al., 2003). Adicionalmente, ER e PgR independentes sao
marcadores prognosticos cuja presenca indica agressividade reduzida e um perfil favoravel
de sobrevivéncia livre de doencga. A expressdo aumentada do PgR serve como um ensaio
funcional, porque ela indica que a via do ER esta intacta, mesmo se o tumor é relatado como
ER negativo (ESTEVA; HORTOBAGYI, 2004).

1.5.3 Gene HER2

Outro marcador preditivo e ou progndstico no cancer de mama utilizado na pratica
clinica oncologica é o receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR), produto do
oncogene HER2, localizado em 17ql1.2-12, responsavel pela codificacdo de uma
glicoproteina transmembrana. Esta glicoproteina atua como receptor do fator de crescimento,
apresentando atividade tirosina-quinase (HUDZIAK et al., 1987; SLAMON et al., 1989).

A expressdo aumentada deste gene, demonstrada em 20 a 30% dos céanceres de mama
invasivos (JARVINEN et al., 2000; LEHMANN et al., 2000; TANNER; JARVINEN; ISOLA,
2001), indica pior resposta a quimioterapia (ciclofosfamida, metrotrexato, 5-fluorouracil)
(NAGY etal., 1999), e hormonioterapia (tamoxifeno) (BERNS et al., 1995; SAVAS et al., 1999).
O aumento de sua expressao esta associado a alto risco de recidiva e morte (SLAMON et al.,
2001; ALBANELL; BASELGA, 2001; HORTON, 2002). HER2 est4 associado a tumores com
receptores de estrogeno e progesterona negativos, a alto grau histolégico, alta taxa
proliferativa e a aumento no nimero de metastases nos linfonodos (ORVIETO; DEI TOS,

2001). A presenca de HER2 é marcadora preditiva de resposta ao trastuzumabe (Herceptin),
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um anticorpo monoclonal humanizado que bloqueia a acdo deste receptor (SLAMON et al.,
2001; VOGEL et al., 2001; 2002).

Abd EI-Rehim et al. (2004) relataram que pacientes com tumores de mama expressando
o homodimero HER2 apresentaram menor sobrevida livre da doenca comparado com outros

casos.

Avaliou-se a expresséo génica do gene HER2 em 162 casos de cancer de mama pela
PCR Em tempo real. Os resultados mostraram alta expressdo deste gene nos tecidos de
cancer de mama comparando com o normal. Os autores encontraram uma correlagédo
significativa entre alta expressdo do HER2 com expressao negativa dos receptores hormonais
ERa e PGR (p = 0,029 e p = 0,019, respectivamente) (SAGARA et al., 2004).

Embora sejam necessarios muitos marcadores prognosticos confiaveis para se estimar
o risco de recorréncia e progressdo tumoral e elaborar decisbes a respeito da terapia
adjuvante, as decisdes no tratamento pos-operatério séo realizadas rotineiramente por meio
de fatores de risco convencionais tais como tratamento e estadio do tumor, idade do paciente,
envolvimento de linfonodos, grau histolégico e status dos receptores hormonais (ONDA et al.,
2004). O envolvimento dos linfonodos axilares é considerado o fator progndéstico mais
informativo. As taxas de sobrevida apds 10 anos dos pacientes com comprometimento de
linfonodos axilares séo de 25 a 48%, comparadas aquelas sem comprometimento, que € de
65 a 80%. O pior prognoéstico € observado com o aumento de linfonodos envolvidos. Na
pratica, pacientes com quatro ou mais linfonodos positivos sdo considerados como um
subgrupo de prognéstico desfavoravel (FANEYTE et al., 2004). No ano 2000, Perou at all ,
publicaram trabalho que se tornou referencia para classificar os canceres de mama em
subtipos moleculares , conforme o padrdo de expressdo génica.Luminal A,Luminal

B,superexpressor de Her-2, Basal6ide e Normal Like.

Segundo Barros e Leite (2015), esses subgrupos tumorais apresentam padrbes de
comportamento variaveis no que se refere a expressao dos genes , no ritmo do crescimento
tumoral, bem como no prognostico e sensibilidade ao tratamento. De acordo com os referidos
autores o subtipo Luminal A corresponde a 30-40%dos casos ;Luminal B de 20 a 30%dos

casos;Her-2 e Basaloide de 15 a 20% da amostra.

3 Os referenciais VOGEL et al.,, 2001 e 2002 referem-se a dois trabalhos distintos, com
colaboradores também distintos.
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1.5.4 E-caderina

O gene CDH1 (16g22.1) codifica a glicoproteina transmembrana E-caderina que €&
importante na manutengdo da ades&o celular homofilica nos tecidos de origem epitelial
(OVERDUIM et al., 1995). As caderinas pertencem a uma familia de moléculas de adeséo
dependentes de Ca?" que atuam no reconhecimento celular, morfogénese tecidual e
supressdo tumoral. Alteragbes na expressdo da proteina E-caderina foram relatadas em
varios tipos de canceres e foram associadas com caracteristicas histopatolégicas tais como
pobre diferenciacdo tumoral, crescimento infiltrante, metastases em linfonodos axilares e a
um decréscimo na sobrevida das pacientes (HIROHASHI, 1998; DEBIES; WELCH, 2001).

Evidéncias experimentais indicam que o gene CDH1 é um supressor tumoral. Mutagfes
na linhagem germinativa neste gene predispdem ao desenvolvimento de cancer gastrico do
tipo difuso e, em menor extensdo, ao cancer de mama de inicio precoce (GUILFORD et al.,
1999). A auséncia completa da expressédo da E-caderina, devido a presenca de mutacdes

inativadoras e delecdes, € uma caracteristica dos carcinomas lobulares (ACS et al., 2001).

1.6 Justificativa

Dada a importancia do carcinoma de mama, seu alto grau de incidéncia e a instalagédo
de metastases 6sseas que comprometem a qualidade de vida dos pacientes, a presente
pesquisa buscou investigar indicadores de implantes dessas metastases 6sseas que possam
alertar precocemente ortopedistas e mastologistas em quais grupos de pacientes este risco é
maior, possibilitando mais vigilancia, a fim de se evitar fraturas patolégicas decorrentes destas

metastases 6sseas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Detectar a instalacdo dos diferentes sitios metastaticos para 0ssos longos ou chatos

(curtos), no cancer de mama conforme os subtipos moleculares e sua possivel correlacao.

2.2 Objetivos Especificos

a) ldentificar por meio de imunoistoquimica os subtipos moleculares dos tumores

mamarios;

b) Avaliar o periodo da instalagdo dos implantes 0sseos conforme o0s subtipos

moleculares, medidos em meses, apos a cirurgia (intervalo livre);

c) Investigar a expressao da E-caderina e o tempo de ocorréncia de metastases 6sseas,

conforme seu nivel de expressao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostra

3.1.1 Selecéo de Casos

Este estudo é uma coorte histérica no qual foram selecionados 58 casos de carcinoma
invasivo de mama, de pacientes atendidos pelo Departamento de Mastologia do Hospital
Amaral Carvalho de Jal, de forma retrospectiva, entre os anos jan/2000 e jan/2012. Foram
identificados o0s casos acometidos exclusivamente de metastases 6sseas por carcinoma de
mama. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Amaral
Carvalho e da Plataforma Brasil processo 1.546.684 de 16 de maio de 2016.

3.1.2 Critérios de Inclusao e exclusao dos casos

Pacientes portadoras de cancer de mama apresentando: a) exclusivamente metastases
Osseas provenientes do carcinoma mamario; b) terem realizado exames de imunoistoquimica;
c) realizaram tratamento adjuvante com quimioterapia conforme protocolo do departamento
de Oncologia Clinica do Hospital Amaral Carvalho Jau; d) tratamento radioterapico adjuvante
se indicado; e€) hormonioterapia com tamoxifeno ou inibidor de aromatase se necessaria

conforme o status dos receptores hormonais (positivos).

Excluidas pacientes portadoras de metastases a distancia atingindo ossos, visceras
(pulméo e figado), sistema nervoso central e pele (metastases sincrénicas para diferentes

sitios).

3.1.3 Identificacdo dos sitios metastaticos

Os sitios metastaticos foram identificados por meio diagnostico através de imagem de
Cintilografia Ossea, Radiografia, Tomografia Computadorizada e Ressonancia Nuclear

Magnética, quando indicada.

Com relacdo aos sitios metastaticos nos o0ssos, estes foram subdivididos em trés

grupos: 0ssos longos, 0ssos curtos (chatos) e ambos.
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Dentre os o0ssos longos, considerou-se: fémur, tibia, fibula, amero, radio, ulna e

clavicula.

Dentre 0s 0ssos curtos ou chatos: ossos do cranio, coluna vertebral, esterno, costelas,

bacia.

3.2 Estudo Imunoistoquimico para identificagdo dos subtipos moleculares

3.2.1 Conservacao das Amostras

Para o objeto desse estudo foram utilizadas amostras de tecidos tumorais provenientes

de carcinoma de mama em blocos de parafina.

3.2.2 Andlise Imunoistoquimica — (1.Q.)

A analise imunoistoquimica de rotina foi feita com a colaboragédo do Dr. Francisco Carlos
Quevedo e Dr. Francisco Alves Moraes Neto, Departamento de Patologia do Hospital Amaral
Carvalho, Jau/SP.

Para tanto, utilizou-se tecidos tumorais obtidos em cirurgias de mamas, fixados em
formalina e embebidos em parafina. Os cortes histolégicos foram colhidos em |aminas
sinalizadas e estas foram levadas a estufa a 60 graus por trés horas. Apds esse tempo foram
hidratadas em &lcool etilico nas concentracdes decrescentes (100, 80 e 50%) e lavadas em
adgua destilada. Para recuperacdo antigénica foi utilizada a camara Pascal Dako com o
objetivo de “desmascarar” os antigenos. As laminas foram imersas em tampéao citrato pH 6.0
durante 25 minutos. A seguir foram resfriadas em temperatura ambiente por 20 minutos e

lavadas em agua corrente e destilada.

A atividade da peroxidase endégena foi bloqueada com banho de 4gua oxigenada a 10
volumes durante 10 minutos, seguidos de lavagem em agua destilada. Apos esta etapa, 0s
cortes histol6gicos foram incubados com anticorpos primarios especificos (RE-clone SP1,
Spring; RP-clone SP42, Spring; HER2 — clone SP3, Spring e Ki-67 — clone MIB-1, DAKO), nas
diluicbes especificas preconizadas nos laboratérios do Hospital Amaral Carvalho de Jal em

temperatura ambiente durante 30 minutos.

ApoOs a incubagao, as laminas foram lavadas duas vezes em solugdo salina tamponada

com fosfato pH 7,4 a 7,6 (PBS). Como sistema de detecc¢éo as laminas foram incubadas com
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Histofine Polimero Universal (Nichirei Bioscience INC) em temperatura ambiente durante 30
minutos e a seguir submetidas a dois banhos de PBS. Ap0s a incubacao, a revelagéo foi feita
com substrato cromogénico DAB (3’_ diaminobenzidine, DAKO, K3468) em temperatura

ambiente por 1 minuto.

Finalmente as laminas foram lavadas em &agua corrente e contracoradas com
hematoxilina de Harris durante 30 a 60 segundos. Os cortes foram desidratados em banhos
de alcool etilico em concentracdes crescentes e diafanizadas em trés banhos de xilol e a

seguir, foram montadas em laminulas e resina (Entellan).

Controles internos e externos positivos e negativos foram utilizados para validar as
reacbes de 1Q. Os resultados positivos para ER e PGR foram determinados baseados no
percentual estimado visualmente de maior ou igual a 10% de células neoplasicas com
coloracdo nuclear positiva: coloragdo fraca (1+), moderada (2+) ou forte (3+) e negativa

auséncia de coloracao (0).

Subentende-se HER2 (+) como 3 + (fortemente positivo) ou FISH positivo nos casos

que foram indicados.

Os subtipos moleculares foram classificados na Tabela 2.

TABELA 2. Perfil imunofenotipico para aproximac@o da classificagdo molecular em
carcinoma de mama. Fonte: Hammond et al. (2010); Cheang et al. (2006); Wolff et al.
(2006); Wludarski e Bacchi (2008); Cheang et al. (2009); Bhargava et al. (2010).

Subtipo Molecular Perfil dos Biomarcadores
Luminal A RE+ e/lou RP+; HER2 -; Ki67< 14%
Luminal B RE + e/lou RP+; HER?2 -; Ki67 = 14%

Luminal hibrido RE+ e/ou RP+; HER2 +
HER-2 + RE -; RP -; HER2 +
Triplo negativo RE -; RP -; HER2 -
Basal Like RE -; RP -; HER2 -; CK 5/6 + e/ou EGFG+

Para facilidade de analise deste trabalho e tendo em vista 0 comportamento biol6gico

tumoral, agruparemos o0s subtipos moleculares em quatro grupos na Tabela 3.
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TABELA 3. Grupos de subtipos moleculares. Fonte: Elaboracao prépria.

Agrupamento Subtipos
Subtipo 1 LuminaisAe B
Subtipo 2 Grupo HER2 +
Subtipo 3 Grupo Luminal Hibrido
Subtipo 4 Grupo Triplo Negativo e Basal Like

3.2.3 Andlise de E-caderina

Para realizacdo da técnica de imunoistoquimica para pesquisa das proteinas E-
caderina, nos blocos previamente confeccionados, foram realizados cortes histologicos, com
5 p de espessura em todas as amostras colhidas. Os cortes foram dispostos em laminas de
vidro com extremidades foscas previamente sinalizadas e identificadas. ApOs esses
procedimentos, as laminas foram submersas em solugdo de Trilogy em uma dilui¢do de 1:100
(Trilogy, Marca Cell Marque). A exposicao das laminas ao Trilogy tem como objetivo promover
a desparafinizagdo, hidratacdo e recuperacdo antigénica. Essa exposi¢ao foi realizada em
uma temperatura de 95°C em banho-maria por 45 minutos. Em seguida, as laminas foram
transferidas para uma segunda cuba também contendo a solugdo de Trilogy, previamente
aquecida a mesma temperatura, para permanecer em incubagdo por 10 minutos.
Posteriormente, foi retirada a cuba com a solucéo de Trilogy com as laminas do banho-maria,
mantendo-se a solu¢cdo em temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, as laminas
foram lavadas com dois banhos de agua destilada por dois minutos cada e submetidos
posteriormente em dois banhos solu¢cdo com tampéo de PBS, com duracdo de dois minutos
cada.

O bloqueio das peroxidases enddgenas foi realizado através da incubacédo das laminas
em uma solucao de agua oxigenada 10 volumes (V) a 3% por dez minutos em temperatura
ambiente. Terminada esta fase, as laminas foram novamente lavadas com dois banhos de
agua destilada por dois minutos e dois banhos com tampéao PBS, também por dois minutos
cada. Para pesquisa da proteina E-caderina, foi utilizado o anticorpo primario Anti-E-caderina,
(Dako do Brasil, Sdo Paulo, Brasil; Clone: NCH-38) na diluicdo de 1:100. Foi realizada pela
adigéo de 100 uL do anticorpo primario sobre os cortes em uma camara Umida, onde ficaram
expostos por uma hora em temperatura ambiente. Apds a exposicdo ao anticorpo primario, as

laminas foram lavadas com agua destilada, dois banhos — com duracédo de dois minutos cada
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banho — e dois banhos com solugdo tampé&o de PBS, também com duracdo de dois minutos
cada.

Posteriormente, foi realizada a incubagdo com sistema de avidina-biotina (anticorpos
secundarios) do Kit LSAB+System-HRP (Dako do Brasil, S&do Paulo, Brasil) com um tempo de
exposi¢cdo das laminas por um periodo de 35 minutos em cada reagente. Terminado este
tempo, os cortes foram lavados com dois banhos em solugéo de tampéo de PBS, e revelados
por meio da utilizagdo do Kit Liquid DAB + Substrate (Dako do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) na
diluicdo de 1 gota de cromdgeno em 1 mL de solugdo tampao, sendo adicionado 100 uL do
cromdgeno sobre os cortes, por um periodo de incubacdo entre trés a cinco minutos a
temperatura ambiente. Apos a revelacao, os cortes foram lavados em agua corrente e foi
realizada a contra coloragdo com hematoxilina de Harris por 30 segundos. Depois, as laminas
foram lavadas novamente com agua corrente até a remocao total do excesso de hematoxilina.
Por fim, foram desidratadas em trés banhos de alcool absoluto, um banho de Xilol/alcool e

dois banhos de xilol, para serem montadas com laminulas e resina.

3.3 Andlise estatistica

Para andlise estatistica usamos a planilha eletrbnica MS-Excel, em sua versao do MS-
Office 2013, para a organizacdo dos dados, e 0 pacote estatistico IBM SPSS (Statistical
Package for Social Sciences), em sua versdo 23.0, para a obtencdo dos resultados.

Considerou-se (p) menor do que 5% (0,050) para diferenca estatisticamente significante.

Foi também aplicado o teste de Verossimilhanga comparando os subtipos moleculares
com o tempo e idade de instalagdo das metastases (intervalo livre). Para verificar diferencas

entre idade (< 50 ou > 50 anos) e intervalo livre utilizou-se o teste de Mann-Whitney.
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4 RESULTADOS

Os resultados estdo descritos sob a forma de tabelas e gréficos. Os resultados
estatisticos estdo indicados com (p) correspondente; os testes estdo nomeados quando
necessario.

A classificacdo histolégica dos tumores avaliados neste estudo esta organizada na
Tabela 4.

TABELA 4. Tipos histolégicos e respectiva classificacéo do grau histolégico. Fonte:
elaborada pelo autor.

Tipos Histologicos Nimero de casos
Carcinoma ductal infiltrante G3 15
Carcinoma ductal infiltrante G2 35
Carcinoma ductal infiltrante G1 1
Carcinoma mucinoso 1
Carcinoma lobular infiltrante 4
Carcinoma apdcrino 1
Sem classificacdo graduacéo histologica 1
Total de casos 58

4.1 Quanto a classificacdo de subtipos moleculares e o tempo de intervalo livre

de deteccdo de implantes 0sseos

Para facilidade de andlise e tendo em vista o comportamento biolégico tumoral,
agrupamos estes subtipos moleculares em quatro grupos. Na amostra de 58 casos estdo

presentes esses subtipos, assim distribuidos:
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a) Grupo Luminal A e B: 35 casos (Figura 1 e 2);

FIGURA 1. Corte histolégico de mama onde se observa positividade ou negatividade do
Receptor de Estrogénio a (200x). (A) Estrogénio a positivo; (B) Estrogénio a negativo. Fonte:
Elaboracéo prépria.

FIGURA 2. Corte histologico de mama onde observa-se positividade ou negatividade do
Receptor de Progesterona (PGR) (200x). (A) Progesterona (PGR) positivo; (B) Progesterona
(PGR) negativo. Fonte: Elaboracao propria.
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b) Grupo HER2 +: 6 casos (Figura 3);

FIGURA 3. Corte histol6gico de mama onde observa-se positividade ou negatividade do gene
HER2 (200x). (A) HER2 positivo; (B) gene HER2 negativo. Fonte: Elaboracao propria.

¢) Grupo Luminal Hibrido: 6 casos (Figura 4);

FIGURA 4. Corte histol6gico de mama onde observa-se positividade ou negatividade do E-
caderina (200x). (A) E-caderina positivo; (B) E-caderina negativo. Fonte: Elaboracéo propria.

d) Grupo Triplo Negativo e Basal Like: 11 casos “.

4 O grupo Triplo Negativo e Basal Like corresponde ao corte histolégico B das figuras 1, 2 e 3,
conjuntamente. Todas as laminas foram coradas com Hematoxilina de Harris.
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Os graficos de 1 a 4 ilustram os subtipos moleculares e o intervalo livre de doenca, ou

seja, 0 periodo da data da cirurgia até o implante das metéstases 6sseas.
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GRAFICO 1. Anélise dos subtipos Luminais A e B daamostra e os respectivos intervalos

livres. p = 0,792. Fonte: Elaboracao propria.
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GRAFICO 2. Anélise do subtipo Triplo negativo da amostra e os respectivos intervalos

livres. p = 0,189. Fonte: Elaborag&o propria.
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GRAFICO 3. Anélise do subtipo Hibrido da amostra e os respectivos intervalos livres.
p = 0,311. Fonte: Elaboracao prépria.
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GRAFICO 4. Andlise do subtipo HER2 da amostra e os respetivos intervalos livres. p =
0,491. Fonte: Elaboracgéo propria.

Essa distribuicéo entre subtipos moleculares e o intervalo livre de implantes 6sseos nos
permite observar possiveis diferencas entre os grupos. Dois testes foram aplicados para
identificar diferenca entre o0s grupos.
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4.1.1 Aplicagéo do Teste da Raz&o de Verossimilhanca, com o intuito de verificarmos
possiveis diferencas entre ambas as categorias das variaveis de interesse, para as categorias
de intervalo livre

QUADRO 1. Analise comparativa entre os subtipos moleculares, suas respectivas frequéncias
em relacdo ao intervalo livre de doenca. Fonte: Elaboracao propria.

INTERVALO LIVRE (CAT)
Variavel Categoria <=30 > 30 Sig. (p)
Freq. Perc. Freq. Perc.

Luminal Ae B 21 60,00% 14 40,00%

SUBTIPO 0,792
QOutros 13 56,50% 10 43,50%
Presente 12 57,10% 9 42,90%

LUMINAL A 0,863
Ausente 22 59,50% 15 40,50%
Presente 9 64,30% 5 35,70%

LUMINAL B 0,621
Ausente 25 56,80% 19 43,20%
Presente 6 75,00% 2 25,00%

HIBRIDO 0,311
Ausente 28 56,00% 22 44,00%
Presente 4 40,00% 6 60,00%

TRIPLO NEG. 0,189
Ausente 30 62,50% 18 37,50%
Presente 3 75,00% 1 25,00%

HER2 0,491
Ausente 31 57,40% 23 42,60%

Verificou-se que as diferencas entre as categorias de cada variavel de interesse sdo
ditas estatisticamente ndo significantes, ou seja, as categorias dessas varidveis sao

estatisticamente semelhantes, para a distribui¢céo dos intervalos livres.

4.1.2 Aplicagdo do Teste de Mann-Whitney, com o intuito de verificarmos possiveis
diferengas entre as duas categorias da variavel ‘idade’, para a variavel ‘intervalo livre (meses)

QUADRO 2. Anélise comparativa entre intervalo livre de doenca e idade. Fonte: Elaboracédo prépria.

. .| Percentil . .

Variavel Idade n | média Devao— Minimo | Maximo Percentil 50 Percentil | Sig.

(CAT) padrao 25 (Mediana) 75 p)

<=501|23 (31,09 17,18 8,00 80,00 17,00 28,00 42,00
INTERVA 0,535
LOLIVRE| >50 |35 | 35,69 | 38,10 3,00 | 204,00 | 12,00 22,00 47,00
(MESES)

Total | 58 | 33,86 | 31,39 3,00 | 204,00 | 14,50 25,00 44,00

No Quadro 2 foi analisada a possivel instalacdo de metastase 6ssea de forma mais

precoce entre pacientes na pré-menopausa (< 50 anos) e pdés-menopausa (> 50 anos).
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Verificou-se que a diferenca entre as duas categorias de idade é dita estatisticamente n&o
significante, ou seja, ambas as categorias de idade s&o estatisticamente semelhantes, para

os valores de intervalos livres.

4.2 Quanto aos subtipos moleculares e a deteccdo dos implantes em 0ssos

longos, chatos (curtos) ou ambos

TABELA 5. Distribuicdo das metastases 6sseas conforme os subtipos moleculares. Fonte:
Elaboracgéo propria.

Ossos/subtipos moleculares  Longos Chatos (curtos) Ambos Total
LUMINAL A 1 16 3 20
LUMINAL B 2 8 5 15

HIBRIDO 1 5 - 6
TRIPLO NEG. 1 5 5 11
HER2 - 4 2 6

Conforme apresentado na Tabela 5 do total de 58 casos, evidenciamos uma tendéncia
para implante em 0ssos chatos nos subtipos moleculares luminais, totalizando 24 casos. Em
0ssos longos obtiveram-se trés casos e, em ambos 0s tipos (longos e chatos) oito casos,

totalizando 35 casos.



37

4.3 Quanto aos subtipos moleculares e a detec¢cdo dos implantes em o0ssos em

relacdo aidade das pacientes (pré e p6s menopausadas — idade de corte de 50 anos)

TABELA 6. Distribuicdo dos subtipos moleculares e idade de implante dsseos. Fonte:
Elaboracéao propria.

Idade pac./sub-tipos moleculares <50anos =250anos Total (58)
Luminal a 6 15 21
Luminal b 6 8 14
Hibrido 3 3 6
Triplo negativo 6 5 11
HER2 2 4 6

Observa-se que 60—70% de tumores de mama sao luminais identificados por meio de
35 casos de metastase 6ssea no total de 58 casos.

Pode-se afirmar que existe prevaléncia de 60,34% de metastases 6sseas nos casos
luminais, considerada alta, em comparacdo com outros subtipos moleculares. Ressalte-se
24 casos de luminais foram metastaticos somente para 0ssos chatos. Esses dados estao
apresentados nas Tabelas 6 e 7.

Aplicou-se Teste da Raz&o de Verossimilhanga, com o intuito de verificar possiveis
diferencas entre ambos 0s grupos etarios estudados, para as categorias originais dos

subtipos moleculares.



TABELA 7. Andlise comparativa entre os subtipos moleculares em relacédo a frequéncia e
idade de implantes 6sseos. Fonte: Elaboracao propria.

IDADE PAC.
" gt’EBéL'EAOFfE < <50 ANOS > 50 ANOS TOTAL
Freq. Perc. Freq. Perc. Freq. Perc.

LUMINAL A 6 26,09% 15 42,86% 21 36,21%
LUMINAL B 6 26,09% 8 22,86% 14 24,14%
HIBRIDO 3 13,04% 3 8,57% 6 10,34%
TRIPLO NEGATIVO 6 26,09% 5 14,29% 11 18,97%
HER2 2 8,70% 4 11,43% 6 10,34%
Total 23 100,00% 35 100,00% 58 100,00%

p = 0,640

38

Aplicagédo do Teste da Raz&o de Verossimilhanca, com o intuito de verificar possiveis

diferencas entre ambos 0s grupos etarios estudados, para as categorias agrupadas dos

subtipos moleculares (Tabela 8).

Em ambas as abordagens, a diferengca entre os dois grupos etarios € dita

estatisticamente nédo significante, ou seja, ambos 0s grupos etarios sdo estatisticamente

semelhantes, para a distribuicdo dos subtipos moleculares.

TABELA 8. Analise comparativa entre os subtipos moleculares (agrupados) em relacdo a
frequéncia e idade de implantes 6sseos. Fonte: Elaboragédo propria.

IDADE PAC.
SUB-TIPOS
MOLECULARES <50 ANOS = 50 ANOS TOTAL
(AGRUPADOS)
Freq. Perc. Freq. Perc. Freq. Perc.
Luminal Ae B 52,17% 23 65,71% 35 60,34%
Outros 47,83% 12 34,29% 23 39,66%
Total 100,00% 35 100,00% 58 100,00%

p = 0,302
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4.4 Quanto a expressdo da E-caderina e possivel precocidade de instalacdo de

metastases 6sseas

Realizou-se analise de expressdo de E-caderina em 39 amostras de tecido tumoral
emblocado em parafina, provenientes dos 58 casos estudados e com a respectiva
identificagdo em relacdo a cada caso.

Para melhor compreensdo dessa analise, distribui-se os niveis de expressédo da E-
caderina em tabela a fim de correlacionar esse nivel com o periodo de intervalo livre de

doenca, do surgimento da lesdo metastatica em 0ssos longos, chatos ou ambos (Tabela 9).

TABELA 9. Relagdo da expresséo da E-caderina com intervalo livre de doenca. Fonte: Elaboracéo
propria.

Expresséo
da E-
caderina

3+
2+
1+

N
w N b
A
[N)
R RN
[y
'
'
'
N

Neg.

Intervalo
livre em
meses

0-10 11-20 21-30 3140 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90 91-100

A expressao da E-caderina concentrou-se no grupo de 11 a 50 meses de intervalo livre
de doenca, sendo a expressdo 3+ ocorridas em nove casos; 2+ em 13 casos e 1+ em cinco
casos. Um caso de E-caderina negativa apresentou implante ésseo entre 41-50 meses e outro

entre 61-70 meses de intervalo livre.

Correlacionou-se também a expressao da E-caderina com 0s subtipos moleculares a
fim de possivel evidéncia dessa predominancia com alguns dos subtipos moleculares,

conforme apresentado na Tabela 10.
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TABELA 10. Relagédo entre o nivel de expressao da E-caderina com os subtipos moleculares.
Fonte: Elaboracéo propria.

Subtipos Expressao E- Expressao E- Expressao E- Neg.

moleculares caderina 3+ caderina 2+ caderina 1+

Luminal Ae B 6 8 8 2

Luminal Hibrido 3 3 - -

Triplo negativo/basal 2 5 - -

Like
HER2 1 - 1 -
Total (39 casos) 12 16 9 2

No total de 39 casos estudados com E-caderina, observamos 22 casos distribuidos
equalitativamente entre 3+, 2+ e 1+ nos subtipos Luminais; a mesma forma de distribuicdo
nos Luminais hibridos entre 3+ e 2+, totalizando seis casos e no Triplo Negativo dos sete

casos, cinco representavam expressao 2+.
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5 DISCUSSAO

O céncer de mama € uma doenca heterogénea, envolvendo mdltiplas formas de
apresentacdo histopatoldgica, levando a diferentes respostas terapéuticas e evolugéo clinica
podendo apresentar implantes metastaticos em diferentes sitios, de forma precoce ou tardia,
ou ainda, permanecendo por longo tempo sem evidencia de doenca em atividade.

Os sitios de implantes metastaticos sao preferencialmente nesta ordem: implantes
0sseos, pulmonares, figado e cérebro.

A pesquisa de metastases exclusivamente dsseas torna-se dificil, pois hormalmente
as metastases sdo de implantes simultaneos, em multiplos sitios (GERRATANA et al., 2015).

Essa introducao valoriza uma amostra de 58 casos exclusivos de metastases 0sseas
identificadas em servico de referéncia de tratamento de cancer de mama, em que foi
necessario realizar busca em prontuarios médicos registrados no SAME (Servico de Arquivo
Médico e Estatistico) no intervalo de 12 anos (janeiro de 2000 a janeiro de 2012).

As amostras retiradas de tumor de mama dessas 58 pacientes foram classificadas
segundo seu tipo e grau histoldgico.

Desse total, encontramos 51 casos classificados como carcinomas ductais, variando
seu grau histolégico de 1 a 3, sendo “1” como bem diferenciado e “3” indiferenciado, A maioria
encontrada foi de grau histologico 2, ou seja, moderadamente diferenciado. As outras formas
encontradas foram de carcinoma mucinoso (um caso), lobular infiltrante (quatro casos),
carcinoma apdécrino (um caso) e um caso sem classificacao histologica.

Esses numeros estdo em acordo com os dados de literatura, pois os carcinomas
ductais representam 80% dos tumores de mama e os lobulares aproximadamente 10%. As
demais formas representam 1% dos canceres de mama, em suas respectivas classificacoes.
(ARPINO et al., 2004).

Nesta amostragem de 58 casos, a analise imunoistoquimica revelou 35 casos
classificados como subtipos moleculares Luminais A e B; seis casos do subtipo HER2+; seis
casos do subtipo Luminal Hibrido e 11 casos de Triplo negativo/Basal Like. NUmeros esses
corroborados por Barros e Leite (2015) em recente artigo de revisao.

Para melhor compreensdo dos dados de imunoistoquimica e a possivel correlacdo
entre os diferentes subtipos moleculares e o intervalo livre de doenga (tempo em meses entre
a data da cirurgia e a data do implante 6sseo, diagnosticado através de exames de imagem),
quatro graficos comparativos foram elaborados.

O Grafico 1 traz a correlacdo entre os subtipos moleculares Luminais A e B e o
intervalo livre de doenca em meses. Observa-se que a maioria dos implantes metastaticos

ocorreu entre 0 e 30 meses de intervalo livre, totalizando 21 casos dos 35 luminais, portanto,
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60% dos casos. Os outros casos foram sendo distribuidos ao longo do tempo. Essa
implantacao relativamente precoce dos Luminais, ou seja, em até 30 meses, dos Luminais é
um achado que chama a atencéo, pois sendo a maioria dos casos de carcinoma mamario
pertencentes a este subgrupo, o Receptor de Estrogénio positivo indica-nos linha de
investigacdo associando sua positividade com a precocidade de implantes 06sseos
secundarios. Wei et al. (2008) corroboram essa afirmac¢éo indicando que a metastase 0ssea
esta fortemente associada com Receptor Estrogénico positivo/Receptor de Progesterona
negativo nos tumores, caracteristica presente nos subtipos Luminais.

No Gréfico 2, correlacionaram-se o subtipo Triplo Negativo/Basal Like e o intervalo
livre em meses. Observa-se que 0s implantes 6sseos ocorreram ao longo de 50 meses de
intervalo livre. Dados da literatura revelam que ha precocidade de implantes metastaticos no
subtipo Triplo Negativo/Basal Like em visceras, em relagdo aos outros subtipos moleculares
(BARROS; LEITE, 2015). Dessa forma os dados levam a inferir que na auséncia de
metastases viscerais a instalagdo 0ssea ocorreu tardiamente, ainda que possa ser entendido
como prognostico favoravel em relagdo as metastases 0sseas, ndo isenta de acometimento
de metéstases viscerais, tais como hepdéticas, pulmonares entre outras, indicando pior
prognostico. Na amostragem em estudo, verificou-se que sao portadoras de metastases
Osseas exclusivas apos 50 meses da cirurgia. O ndo surgimento de metastases viscerais
nesse intervalo pode estar associado com tratamento adjuvante especifico para esse subtipo
molecular (Triplo Negativo/Basal Like). Ou seja, a metastase 0ssea tardia exclusiva nesse
subtipo molecular, se torna de prognostico mais favoravel.

Em relacé@o ao Grafico 3, correlacionou-se o subtipo molecular Luminal Hibrido com o
intervalo livre. Do total de seis casos, cinco apresentaram metastases 6sseas nos primeiros
50 meses de evolucdo, correspondendo a aproximadamente 90 a 95% entre os Luminais
Hibridos. Este achado corrobora os dados ja discutidos anteriormente nos casos dos subtipos
Luminais (Grafico 1).

Observa-se no Gréfico 4, a correlacdo entre o subtipo molecular HER2+ e o intervalo
livre, evidenciou-se gque dos seis casos envolvidos no estudo, trés apresentaram implantes
06sseos nos primeiros 10 meses, ou seja, 50% dos casos com implantes precoces.
Classicamente esta associado este subtipo molecular a um progndstico ruim. De acordo com
Barros e Leite (2015), este panorama foi alterado para melhor devido a terapia alvo anti HER2
pelo trastuzumabe, conferido também nos prontuarios das pacientes.

Apés a tabulacdo dos dados e a elaboracdo dos respectivos gréficos envolvendo os
subtipos moleculares em comparacdo ao intervalo livre analisou-se estatisticamente os
resultados com aplicacdo de Teste de Raz&o de Verossimilhanca, com o intuito de verificar

possiveis diferengas entre as categorias das variaveis de interesse. Para as categorias de
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intervalo livre verificou-se que séo estatisticamente n&o significantes, ou seja, as categorias
dessas variaveis sdo estatisticamente semelhantes, para a distribuicdo dos intervalos livres.

Para andlise das possiveis diferengas entre as duas categorias da variavel idade para
a variavel intervalo livre em meses, verificou-se por meio do Teste de Mann-Whitney que a
diferenca entre as duas categorias de idade é dita estatisticamente ndo significante, ou seja,
ambas as categorias de idade (< 50 ou > 50 anos) sdo estatisticamente semelhantes para os
valores de intervalo livre.

Andlise da correlacdo entre os subtipos moleculares de carcinomas mamarios,
Luminais A e B, Luminal Hibrido, Triplo Negativo/Basal Like, HER2+, com os implantes para
0ss0s chatos, longos ou ambos (Tabela 5), obteve-se dos 58 casos metastaticos, 24 casos
para 0ssos chatos nos subtipos moleculares Luminais; trés casos em 0ssos longos e oito
casos em 0ssos longos e chatos, totalizando 35 casos.

Sabe-se que de 60 a 70% dos tumores mamarios sdo do subtipo moleculares Luminais
A e B (BARROS; LEITE, 2015). Na amostragem, identificou-se 35 casos de implantes Gsseos,
classificados como Luminais, no total de 58 casos. Pode-se afirmar que existe prevaléncia
de 60,34% de implantes 6sseos nos casos Luminais, considerada alta em comparacdo com
outros subtipos moleculares. Estes dados sdo corroborados pelo achado na literatura,
segundo Wei et al. (2008).

Ressalte-se que 24 casos do total de 35 luminais metastaticos, foram somente para
0ssos chatos, ou seja, aproximadamente 70%.

Verificou-se também se haveria alguma diferenca entre os subtipos moleculares do
carcinoma de mama em relacdo a deteccao dos implantes 6sseos nas faixas etarias abaixo
dos 50 anos e igual ou acima dos 50 anos (pré e pds menopausadas, com idade de corte aos
50 anos). Apos a aplicacdo do Teste da Razao da Verossimilhanca, chegou-se a concluséo
gue a diferenca entre os dois grupos etarios é dita estatisticamente ndo significante, pois
ambos 0s grupos etarios séo estatisticamente semelhantes, para a distribuicdo dos subgrupos
moleculares, tanto na forma agrupada dos subgrupos quanto na forma subdividida dos
mesmos. Esta ndo significancia talvez possa estar associada ao uso de Citrato de Tamoxifeno
durante o tratamento adjuvante nos casos de Receptores Hormonais positivos (RE e RPG), o
que compete com o Estrdgeno enddgeno, nos dois grupos analisados.

Em conjunto com essa amostra de 58 casos de metastase exclusivamente 6ssea de
carcinoma de mama, 39 amostras de tecido tumoral emblocados em parafina desta coorte de
pacientes foram obtidas e realizou-se a analise da expressdo da E—caderina, a fim de
estabelecer possivel relagédo entre os niveis de expressao dessa proteina (1+, 2+, 3+) com o

periodo de intervalo livre de doenca, do surgimento do implante 6sseo metastatico.
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Conforme o observado na Tabela 9, a expressdo que mais chamou a atencédo
concentrou-se no grupo de 11 a 50 meses de intervalo livre, sendo que a expressédo 3+
ocorreu em 9 casos; 2+ em 13 casos e 1+ em 5 casos. Sabe-se que a E—caderina é
responsavel pela adeséo celular, portanto quanto maior a adesdo, menor a capacidade de
possivel “metastatizagao”. O maior nimero de casos metastaticos ocorreu nas expressoes de
E-caderina 3+ com nove casos e 2+ com 13 casos, totalizando 22 casos (56% da amostra).
Em contrapartida, caso de E-caderina negativa apresentou implante 6sseo entre 41-50 meses
e outro entre 61-70 meses de intervalo livre, indicando a necessidade de aprofundamento de
pesquisas que correlacione a positividade da expressdo da E-caderina com metéstases
0sseas.

A expresséo da E-caderina também foi correlacionada com os subtipos moleculares
buscando evidenciar possivel predominancia com alguns dos subtipos moleculares (Tabela
10). No total de 39 casos estudados, foram encontradas expressdes de E-caderina variando
de 1+ a 3+ em 22 casos. Sabe-se que 60% dos tumores mamarios sdo do subtipo Luminal
(BARROS; LEITE, 2015). A expectativa de 60% de 39 estd em 23,40 casos de luminais, o
que esta de acordo com o achado de 22 casos encontrados da expressédo da E-caderina nos
subtipos luminais. O mesmo raciocinio também é valido para o subtipo molecular Triplo
Negativo/Basal Like, que representam aproximadamente 20% dos canceres de mama. Do
total de 39 casos 20% esperados correspondem a 7,8 casos e na Tabela 10 encontram-se
sete casos. Quanto aos que expressam o oncogene HERZ2, tanto em seu subtipo molecular
puro, como no Luminal Hibrido, encontraram-se oito casos. Esta forma que também
expressam HER2 corresponde a aproximadamente 20% dos casos. Observa-se, portanto,
gue ndo houve nitida preferéncia de expressao da E-caderina para algum subtipo molecular
nesta amostragem.

Segundo van’t Veer et al. (2002) e van de Vijver et al. (2002), estudos de perfis de
expressao génica, demonstraram que a maioria das células cancerosas em um tumor primario
tem um “fendtipo metastatico”, indicando que a capacidade metastéatica ja esta presente no
inicio da tumorigénese. Segundo Yokota (2000), no acumulo de alteracdes genéticas, novos
clones celulares se originam os quais possuem maior capacidade invasiva e de disseminacéo.
Tal fendmeno esta restrito a uma fracdo de células do tumor primario, que €é fenotipicamente
e biologicamente heterogéneo, resultando assim em maior potencialidade metastatica, o que
indica a necessidade de mais pesquisas que associem a identificacdo dos subtipos
moleculares e 0s possiveis sitios metastaticos que venham a ocorrer (marcadores tumorais).

Esses achados de forma geral, apesar de ndo mostrarem significAncia estatistica,
podem trazer contribuicbes na pratica clinica para profissionais oncologistas, em especial

atencdo aos Mastologistas, ao se atentarem que nos subtipos Luminais apresentam
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preferéncia para implantes ésseos, correspondendo a 60% destes implantes, sendo para
0ssos chatos. Além disso, o maior nimero de implantes ocorre nos primeiros 30 meses de
intervalo livre.

Dessa forma, alerta-se a pratica clinica para os cuidados nos primeiros 36 meses de
seguimento apOs a cirurgia, principalmente nos casos dos subtipos Luminais, para a
solicitag&o de Cintilografia Ossea na busca de possiveis metastases 6sseas.

Novos estudos e principalmente com o esforco de obter uma amostra maior se faz

necessario para afirmar ou ndo alguma relagéo do que foi aqui estudado.
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CONCLUSOES

Devido a heterogeneidade de suas formas de apresentacao clinica e histopatolégica e

a dificuldade de selecionar casos de cancer de mama metastatico exclusivamente para 0ssos,

a presente pesquisa atendeu aos objetivos propostos e pode-se concluir que:

1-

Detectou-se a instalacdo de metastases ésseas em 0ssos longos, chatos ou ambos
tipos, conforme os subtipos moleculares do Carcinoma de Mama e suas possiveis
correlacBes. Dos 58 casos analisados que foram encontrados, 38 casos foram de
implantes em o0ssos chatos, assim distribuidos: 24 nos subtipos Luminais, 5 nos
Hibridos, 5 nos Triplos Negativos e 4 no subtipo HER2. Quanto ao implante em
0ssos longos, foram identificados 5 casos, assim distribuidos: 3 nos subtipos
Luminais, 1 no subtipo Hibrido e 1 no subtipo Triplo Negativo/Basal Like. Em relagéo
a ocorréncia em ambos tipos de ossos, foram encontrados 15 implantes
metastaticos, assim distribuidos: 8 nos subtipos Luminais, 5 nos subtipos Triplo
Negativos/Basal Like e 2 no subtipo grupo HERZ2.

Identificou-se por meio de reacao de imunoistoquimica os subtipos moleculares dos
tumores mamarios. Foram subdivididos em 4 grandes grupos, isto €, Luminais (A e
B), Triplo Negativo/Basal Like, grupo HER2 e Luminal Hibrido. Observou-se também
que os subtipos moleculares Luminais formam a maioria das metastases 6sseas,
mais evidentes entre 0 e 30 meses de intervalo livre de doenga;

Avaliou-se o periodo de instalagdo das metéastases 0sseas conforme 0s subtipos
moleculares. Nos subtipos Triplo Negativo/Basal Like, as metastases ocorreram ao
longo de 50 meses, assim como nos Luminais Hibridos; no subtipo HER2, 50% dos
implantes 6sseos ocorreram precocemente (primeiros 10 meses);

N&o foram encontradas diferencas significativas entre intervalo livre (implantes
metastaticos) e subtipos moleculares; ndo foram encontradas diferencas
significativas entre idade menor ou igual ou maior ou igual a 50 anos; encontrada
prevaléncia de 60% de implantes ésseos para os subtipos Luminais

(35 de 58 casos) e 70% (24 de 35 casos) para 0ssos chatos;

Quanto a expressdo da E-caderina e intervalo livre, o resultado mostrou-se
inconclusivo, necessitando de novas pesquisas; ndo foi encontrada nitida
preferéncia da expressdo da E-caderina para algum subtipo molecular nesta

amostragem.
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Por fim, estes dados indicam também a necessidade de pesquisas em nivel molecular
que utilizem estes subtipos moleculares mais comuns de Cancer de Mama, na busca de

possiveis marcadores tumorais para metastases 6sseas.
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ANEXO I. Aprovacdo do Comité de Etica
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da possivel manifestacdo preferencial das metastases osseas do carcinoma
de mama para ossos longos ou chatos conforme os subtipos moleculares

Pesquisador: Paulo Roberto de Andrade Figaro Caldeira

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 54810216.0.0000.5434

Instituicdo Proponente: FUNDACAO DOUTOR AMARAL CARVALHO
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.546.684

Apresentacdo do Projeto:

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da possivel manifestagcdo preferencial das metastases dsseas do carcinoma
de mama para 0ssos longos ou chatos conforme os subtipos moleculares

Paulo Roberto de Andrade Figaro Caldeira.

Trata-se de atendimento para sanar a pendéncia do Parecer:
Namero 1.507.043 de 19/04/2016 - CEP HAC
SITUACAO: PENDENTE

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Detectar a instalagdo dos diferentes sitios metastaticos para ossos longos ou chatos (curtos), conforme os
subtipos moleculares e possivel correlagao.

Objetivo Secundario:

Avaliar se ha precocidade na instalagdo dos implantes 6sseos conforme os subtipos moleculares, medidos
em meses, apds a cirurgia (intervalo livre);
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Continuacéo do Parecer: 1.546.684

Detectar se hé correlagéo entre idade da paciente ao diagnostico (< 50 a ou 50 a) e precocidade dos
implantes secundarios.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Nihil

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Nihil

Consideragoes sobre os Termos de apresentacgio obrigatéria:

O parecer 1.507.043 de 19/04/2016 - CEP HAC indicou que a Falta dos seguintes documentos:

- folha de rosto (a que esta inserida na plataforma pertence a outro pesquisador e a outro projeto);
- faltam curriculos dos pesquisadores.

Recomendacbes:
Recomendac&o: Providenciar a folha de rosto; e os curriculos do pesquisador e do orientador

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Tendo em vista que as pendéncias foram extintas, as recomendagdes foram atendidas, sou favoravel a
aprovacéo do presente projeto.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
O colegiado acompanha o parecer do relator.

Informamos que nenhum dos pesquisadores envolvidos no estudo participou da votagao.

Aproveito para recordar-lhe do compromisso de enviar relatérios semestrais referentes a evolugdo do
estudo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 10/05/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 676813.pdf 08:18:27
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Outros Encaminhamento.pdf 10/03/2016 |Paulo Roberto de Aceito
09:08:36 | Andrade Figaro
Caldeira
Outros Outros.pdf 10/03/2016 | Paulo Roberto de Aceito
09:06:42 |Andrade Figaro
Caldeira
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Situacdo do Parecer:
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Necessita Apreciagdao da CONEP:
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APENDICE II. Tabulacdo dos dados coletados (conclus&o)

(+Z) onILISOd [4 ¥NITIOD "WNINZS ‘WIovE X 79100 65 J20W | 8%

a SY13LS00 'WNMT0D ‘OHINN X 79100 [41 1092 |45

o bﬁﬂ%ﬂm o g8 N4 X £9100 iy NS | 95
(+Z) onLIsod 3 ning4 X 2] (1] Tt 551 | &5

(+T) oALLISOd [34 UMW V12¥8 WNNI00 SY13L500 ‘ONE3Ls3 X 79102 7 HINYIN | 7S

0T VIOWE NN YNNT10D ‘OH3NN X £9102 69 819 | &S

I3 Emﬁ_ﬁo ALLISOd 87 w¥NMI02 X 79100 174 8570 | €S
1T VI8 ‘HNINI4 ‘OINYED X 91a €L HN | TS

(+€) onILISOd 4 YN0 VIoWE S¥131502 X 79100 59 1WA | 05

(+€) onILISOd i YI2va ‘ONY31S3 X £91a0 Bt saL |6

(+1) onLIsOd 6 wIovg X% 79100 Tt aa |8t
SYIYY I3 (+T) OAILISOd 1 ¥Iov8 ‘YNNI02 X 79100 9 WAL | £t
OAILYDIN 0L 4N YIova X ALNYYLIEAN ¥9IN807 5 95N | oF

(s353w)
JUAM OTVAHIINI

{50550) "153 OLLIS

T-H3IH

‘DINOIdIML  OQINMEIH 8 TYNIWM

v
TVNIWNM

0019070151H
OdiL

(sonv) 'ovia
ov aval

WY




APENDICE III. Distribuicdo dos intervalos livres e idade
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ABAIXO DE 50 ANOS

ACIMA DE 50 ANOS

IDADE INTERVALO LIVRE IDADE INTERVALO LIVRE
38 32 62 21
43 25 58 84
45 21 53 204
46 17 63 15
36 42 59 10
39 28 74 34
46 48 63 97
56 12 75 3
37 35 57 86
47 15 69 42
35 13 67 10
39 22 80 47
48 16 58 43
37 17 71 15
42 49 56 13
33 24 57 11
42 51 59 51
45 39 57 27
45 80 67 6
41 9 74 22
49 47 51 7
41 42 81 25
41 35 57 30
a7 8 57 59

64 17
60 47




APENDICE IIl. Distribuico dos intervalos livres e idade (conclus&o)
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55 70
76 11
65 12
73 21
71 28
69 10
52 17
59 42
MEDIA 30,29 MESES MEDIA 36,38 MESES




