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RESUMO

Objetivo: Avaliar a imunoexpressao da proteina survivina nos carcinomas ductais in situ de mama
de baixo e de alto graus. Métodos: Fragmentos de tecido mamarios obtidos por bidpsia incisional
e procedimentos cirdrgicos de 37 mulheres acometidas por carcinoma ductal in situ de mama
foram subdivididos em dois grupos: Grupo A, formado por mulheres com carcinoma ductal in situ
de baixo grau; e Grupo B, por mulheres com carcinoma ductal in situ de alto grau. A pesquisa
de expressdo da proteina survivina foi realizada pela técnica de imuno-histoquimica, utilizando-se
anticorpo monoclonal clone 12C4. O critério de avaliacdo da imunoexpressao da survivina baseou-se
na percentagem de células neoplasicas que apresentava coloracdo castanho-dourada. Considerou-
se tal critério positivo quando a percentagem de células apresentasse marcacéo =10%. Resultados:
A proteina survivina apresentou-se expressa em 22 dos 24 casos de carcinoma ductal in situ de alto
grau (78%), enquanto no Grupo A, de carcinoma ductal in situ de baixo grau (n=13), apresentou-se
positiva em apenas 6 casos (21,40%; p=0,004). Conclusao: O indice de frequéncia de expressao da
survivina foi significativamente mais elevado no grupo de pacientes com carcinoma ductal in situ de
alto grau, quando comparado as do grupo com carcinoma ductal in situ de baixo grau.

Descritores: Proteinas inibidoras de apoptose; Carcinoma intraductal nao infiltrante; Biomarcadores
tumorais; Proteinas de neoplasias; Neoplasias da mama

ABSTRACT

Objective: To evaluate the expression of survivin protein in low- and high-grade ductal carcinoma
in situ. Methods: Breast tissue fragments obtained by incisional biopsy and surgical procedures
of 37 women with ductal carcinoma in situ of the breast were subdivided into two groups:
Group A, composed of women with low-grade ductal carcinoma in situ, and Group B, women
with high-grade ductal carcinoma in situ. Survivin protein expression test was performed by
immunohistochemistry, using a monoclonal antibody clone 12C4. The criterion to evaluate survivin
immunoexpression was based on the percentage of neoplastic cells that presented brown-gold
staining. This criterion was positive when the percentage of stained cells was =10%. Results:
The survivin protein was expressed in 22 out of 24 cases of high-grade ductal carcinoma in situ
(78%), whereas, in Group A, of low-grade ductal carcinoma in situ (n=13), it was positive in only 6
cases (21.40%; p=0.004). Conclusion: The frequency of expression of survivin was significantly
higher in the group of patients with high-grade ductal carcinoma in situ compared to those in the
low-grade ductal carcinoma in situ group.

Keywords: Inhibitor of apoptosis proteins; Carcinoma, intraductal, noninfiltrating; Biomarkers,
tumor; Neoplasm proteins; Breast neoplasms
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INTRODUCAO

O cancer de mama € o segundo tipo de cancer mais fre-
quente entre as mulheres.!)” A cada ano, cerca de 22%
dos novos casos de cancer diagnosticados em mulheres
sdo de mama. A incidéncia para cancer de mama nos
Estados Unidos em 2016 foi de 231.840 casos, sendo
que 60.290 (21,7%) foram diagnosticados como car-
cinoma ductal in situ (CDIS).® Em algumas séries de
neoplasias nao palpaveis, detectadas por meio de ma-
mografia em programas de rastreamento, até 45% dos
casos correspondem a CDIS.G

Interessante notar que, quando nao tratados, os CDIS
apresentam indices de risco entre 30 e 50% de progredir
para carcinoma invasivo em 10 anos.®” Todavia, ainda
nao se encontram perfeitamente elucidadas quais for-
mas de lesao de CDIS progridem para doenca invasiva
ou evoluem de maneira indolente.

A melhor caracterizacdo molecular e histopatol6-
gica do CDIS pode trazer informacdes adicionais para
avaliacdo do prognéstico da doenca, possibilitando a
personalizacao da terapéutica adequada para cada pa-
ciente. Avancos nos estudos moleculares para a ava-
liagdo de risco e progressao das doencas pré-malignas
tém ocorrido, porém, na prética clinica, eles ainda sao
modestos.®

Existem evidéncias de que a referida atividade apre-
senta-se significativamente mais acentuada em lesoes
CDIS do que em carcinoma invasivo.” Ao comparar
CDIS, os de baixo grau exibem maior taxa de apoptose
celular que os de alto grau.®)

Tendo em vista que a proteina survivina possui im-
portante atividade antiapoptdtica, alguns pesquisado-
res vém realizando estudos com o propdsito de corre-
lacionar sua expressao com a agressividade do cancer
de mama.(%19

A atuacao antiapoptotica da survivina pode se dar
por meio de inibicao direta das caspases efetoras 3 e 7, e
da caspase iniciadora 9, as quais desempenham papel
relevante no mecanismo da morte celular programada.!®
Outra forma de atuagdo antiapoptodtica da survivina
consiste na antagonizagdo da atividade do segundo
ativador mitocondrial de caspase/proteina de ligacao
(IAP - inhibitor of apoptosis protein) direta com baixo pl
(Smac/DIABLO - second mitochondria-derived activator
of caspase/direct inhibitor of apoptosis- binding protein
with low pl). A proteina Smac/DIABLO, que ¢ libe-
rada da mitocOndria, liga e remove as IAP, proteinas
inibidoras da apoptose de suas ligacdes inibitorias com
as caspases, promovendo a apoptose. Desta forma, a
surivivina, ao inibir a ativacdo das caspases, aumenta-
ria a sobrevida celular, tanto de forma direta e/ou pela
via Smac/DIABLO.19
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Em relacao a expressao da proteina survivina nas
células neoplasicas, Youssef et al.,!” observaram corre-
lacdo inversa com o tamanho do tumor primario; além
disso, a expressao dos receptores de estrogenos e de
progesterona é diretamente proporcional ao tamanho
da neoplasia e a expressao da survivina. Outros ensaios
clinicos demonstraram, igualmente, que a survivina
associa-se a prognostico desfavoravel e a menores taxas
de sobrevida livre de doencga.(>'®

Alguns estudos retrospectivos sobre cancer de mama
mostraram que a proteina survivina constitui-se em im-
portante marcador de agressividade e de prognéstico
desfavoravel, com consequente diminuicao da sobrevida
global.*?» Os estudos de microarray de RNA mensa-
geiro (RNAm) sao consistentes com estes resultados,
inclusive identificando a survivina como fator de risco
associado ao cancer de mama.®*'??

Em estudo sobre a correlacdo entre a expressao
da survivina e o progndstico, que envolveu 167 mulhe-
res acometidas por cancer de mama nos estadios I, 11
e III, Tanaka et al.,> constataram que esta proteina
mostrou-se expressa em 70% (118) dos tumores. Eles
verificaram que a expressao da survivina foi o fator
progndstico mais consistente quando comparado com
outras caracteristicas progndsticas clinicopatoldgicas,
incluindo tamanho do tumor, estadio clinico, com-
prometimento linfatico, receptores hormonais e tipo
histologico.

Em investigagdo publicada em 2007, Yamashita
et al.,(!” relataram que a survivina € indicador de risco
de recorréncia do cancer de mama em estagio inicial.
Okumura et al.,®» publicaram, no ano seguinte, os re-
sultados de estudo da expressao da proteina survivina,
que envolveu 52 casos de CDIS puro e 28 casos de CDIS
com dareas focais microinvasivas (CDIS-Mi), consta-
tando que a expressao desta proteina foi significati-
vamente mais elevada nos casos de CDIS-Mi do que
naqueles com amostra de CDIS apenas.

Estudo realizado em nosso meio, para comparar
a imunoexpressao da proteina survivina em espécimes
de carcinoma de mama triplo-negativo que, comumen-
te, apresenta agressividade acentuada, com aquela de
espécimes do tipo luminal A, cuja agressividade € reco-
nhecidamente baixa, constatou expressao significati-
vamente mais elevada nos espécimes com carcinoma
triplo-negativo.®

OBJETIVO

Avaliar a expressao da proteina survivina nos carcinomas
ductais in situ de mama de baixo e de alto grau.
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METODOS

Para a realizagdo deste estudo foram selecionados
37 fragmentos de pegas cirdrgicas ou de materiais de
biopsias provenientes de pacientes acometidas por
CDIS de mama. Todas as pacientes foram assistidas no
Setor de Mastologia do Departamento de Obstetricia
e Ginecologia, entre 2014 e 2016. Foram selecionadas
amostras com apenas CDIS de alto ou de baixo grau,
sem lesoes invasivas associadas e sem tratamento prévio.

O estudo teve prévia aprovacio do Comité de Etica
em Pesquisa do referido hospital, de acordo com pre-
ceitos éticos, com a Resolucao 466/96 do Conselho
Nacional de Saude/Ministério da Satide e com nor-
mas internas adicionais, nimero do protocolo 1674151,
CAAE: 57764416.4.0000.5479.

Consoante os resultados dos exames histopatolégicos,
realizados no Departamento da Patologia, os espécimes
foram estratificados nos Grupos A e B. No Grupo A, fo-
ram incluidos 13 casos de CDIS de baixo grau e, no
Grupo B, foram verificados 24 casos de CDIS de alto grau.

Para a selecdo dos espécimes de ambos os grupos,
foram adotados os seguintes critérios de exclusio: asso-
ciacdo de neoplasia com gravidez e lactacdo; uso pré-
vio de quimioterapia ou hormonioterapia; realizacdo
prévia de radioterapia; e material nao apropriado.

Para confirmar o diagndstico das duas formas de
CDIS, foi realizada a revisdao dos exames histoldgicos,
pelo mesmo examinador. Os CDIS de grau intermediario
também foram excluidos.

Inicialmente cada um dos fragmentos foi conserva-
do em bloco de parafina. De cada bloco, obteve-se um
corte histoldgico com espessura de 4um, utilizando-se
micrétomo rotativo. Os cortes foram corados pelo mé-
todo da hematoxilina e eosina (HE), e a leitura deles
foi feita com emprego de microscopia dptica comum de
luz. A caracterizacao dos tipos histologicos ductal in situ
de alto e de baixo grau foi realizada de acordo com o
preconizado pela Sociedade Brasileira de Patologia.

A analise da expressao da proteina survivina foi rea-
lizada por meio de imunohistoquimica, em cortes de 4um
de espessura, utilizando-se anticorpo monoclonal liofi-
lizado de camundongo anti-humano, clone 12C4, classe
de imunoglobulina-isotipo IgG2a Kappa. Cada um des-
ses kits continha 1mL e foi diluido a 1/50. Apresentava
pH de 6,0, sua recuperagao foi por microndas e com
tempo de incubagao de 15 minutos.

A imunoexpressao da survivina pelas células epiteliais
do CDIS de mama ocorre tanto nos nucleos como no
citoplasma, como pode ser visto na figura 1.

Por recomendacao do fabricante, para a avaliacao
da imunoexpressao da proteina survivina, utilizaram-se,
como controle positivo, amostras de fragmentos teciduais
de prostata, nas quais a coloracdo castanho-dourada é

observada de forma intensa no citoplasma e no nucleo
das células. Na figura 2A, observa-se corte histologico
de tumor de préstata com controle negativo e, na figura
2B, verifica-se controle positivo.

Figura 1. Nicleos e citoplasmas de células de carcinoma ductal in situ de mama
marcados em castanho-dourado pelo anticorpo antissurvivina (400x).
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Figura 2. (A) Amostra de tumor de préstata considerado como controle negativo

para reagéo antissurvivina (400x). (B) Amostra de tumor de préstata considerado
como controle positivo para reacéo antissurvivina (400x)
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A avaliacao das reagdes imuno-histoquimicas foi rea-
lizada com auxilio de microscopio Nikon Eclipse E 400
de duas cabecas, por dois avaliadores independentes.

O critério de avaliacdo da expressdo da proteina
survivina baseou-se na percentagem de células neopla-
sicas que apresentavam coloragdo castanho-dourada,
tanto no nudcleo ou no citoplasma. Considerou-se tal cri-
tério positivo quando a percentagem de células presen-
tes na amostra, que apresentava esta coloracdo, fosse
>10%.>

A fim de estratificar ainda mais o grau da positivi-
dade e negatividade das amostras marcadas pelo an-
ticorpo antissurvivina, elas foram subdivididas da se-
guinte forma de classificacdo (Tabela 1).

Verificou-se que, em todas as laminas consideradas
positivas, os nicleos e os citoplasmas apresentaram-se
igualmente positivos.

Na figura 3, estd representado corte histologico de
amostra de tecido de CDIS considerado negativo para
reacao antissurvivina e, na figura 4, é exposto corte his-
tologico de tecido pré-maligno considerado positivo.

Tabela 1. Estratificacéo do grau de positividade e negatividade das amostras
marcadas pela survivina

Survivina

Positivo — 2
2e3se>10%

Negativo — 0
Oe1se<10%

Figura 3. Amostra de carcinoma ductal in situ considerada negativa para reagao
antissurvivina (400x)

einstein (Sao Paulo). 2018;16(1):1-6

Figura 4. (A) Amostra de carcinoma ductal in situ de alto grau (com
comedonecrose) considerada positiva para reagao antissurvivina. (B) Amostra
de carcinoma ductal in situ de alto grau considerada positiva para reagao
antissurvivina (400x)

Andlise estatistica
Para a associacdo entre a variavel survivina e os Grupos
A e B, foi aplicado o teste exato de Fisher. Adotou-se
o nivel de significancia de 5% (0,050) para a aplica-
c¢do do teste estatistico. Quando o valor da significancia
calculada (p) for menor do que 5% (0,050) fica carac-
terizada diferenca (ou relagao) estatisticamente signi-
ficante. Quando o valor da significancia calculada (p)
=5% (0,050), a diferenca (ou relagao) € estatisticamen-
te nao significante.

Foi utilizado também o teste da razdo de verossimi-
lhanca para avaliar a estratificacdo dos dados.
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Usamos a planilha eletronica MS-Excel, em sua ver-
sao do MS-Office 2013, para a organizacao dos dados,
e o pacote estatistico IBM Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS), em sua versdo 23.0, para a
obtencao dos resultados.

RESULTADOS

A proteina survivina apresentou-se positiva em 22 dos
24 casos de CDIS de alto grau (78,6%), enquanto no
grupo de 13 casos de CDIS de baixo grau, apresen-
tou-se positiva em 6 (21,4%). Em 77,8% dos casos em
que a survivina foi considerada negativa, verificou-se que
se tratava de CDIS de baixo grau (Tabela 2).

A anilise estatistica evidenciou que a expressao
da survivina foi significativamente mais elevada nos
CDIS de alto grau, quando comparada nos de baixo
grau (p=0,004).

Na comparacao entre positividade e negatividade
da survivina, subdividida em zero, 1, 2 e 3, nos Grupos
A e B, foi aplicado o teste da razao de verossimilhanca,
com o proposito de verificar possivel diferenca entre as
quatro categorias da varidvel survivina, para a variavel
classificacao do grau nuclear.

O resultado exposto na tabela 3 evidencia que a
expressao da survivina foi significativamente mais ele-
vada no CDIS de alto grau, quando comparada com
CDIS de baixo grau, ao se estratificar seu grau de
positividade (p=0,001). Dentre os negativos, aqueles
classificados como zero apresentam-se como de baixo
grau em 100% das vezes; aqueles com classificacao 1,
com 60%. Os de alto grau, na classificacao 3, apresen-
taram-se fortemente positivos em 84% dos casos.

Tabela 2. Comparacéao da positividade e da negatividade da survivina nos grupos
carcinoma ductal in situ de alto e baixo grau

Classificacao do grau nuclear n (%)

Survivina (positiva-negativa)

Baixo Alto
Positiva 6 (21,40 22(78,60)
Negativa 7(77,80) 2(22,20)

Teste exato de Fisher: p=0,004

Tabela 3. Comparacéo entre a positividade e negatividade da survivina,
subdividida em zero, 1, 2 e 3 com os grupos com carcinoma ductal in situ de alto
e de baixo grau

Classificacao do grau nuclear n (%)

Survivina

Baixo Alto
0 negativo 4(100) 0
1 negativo 3(60,00) 2(40,00)
2 positivo 2(66,70) 1(33,30)
3 positivo 4(16,00) 21(84,00)

Teste exato de Fisher: p=0,001

DISCUSSAO

As propostas sobre os procedimentos utilizados no tra-
tamento do CDIS de mama sdo variaveis, desde aque-
las consideradas insuficientes até as excessivas. Para se
chegar a um consenso quanto as formas adequadas de
tratamento dos CDIS, em suas variedades de baixo e
alto grau, numerosos estudos relacionados com fatores
preditivos tém sido desenvolvidos.

Os fatores prognosticos classicos de CDIS de mama
nao predizem com acuracia a recorréncia local da doenca.
A descoberta de biomarcadores moleculares tem de-
sempenhado papel importante no progndstico e nas de-
cisdes terapéuticas, incluindo tratamento conservador,
mastectomia, radioterapia e hormonoterapia. Porém a
percepcao que persiste é a de que a utilizacdo destes
biomarcadores nao tem sido suficiente para estabelecer
o manejo ideal em relacao ao CDIS.

Por tal motivo, foi proposta, recentemente, nova es-
tratégia preditiva, que consiste em escore de recorrén-
cia e prognoéstico para CDIS, modificado do Oncotype
Dx (Genomic Health, Redwood City, CA, EUA). Cer-
tamente, esta proposta proporciona avancos que con-
duzem a selecdo ainda melhor das pacientes, princi-
palmente para terapias adjuvantes, podendo chegar a
individualizagao da conduta terapéutica.®®

Estudo de Davis et al.,?” analisou um painel de bio-
marcadores (receptor de estrogeno, HER-2, Ki67, p53,
ciclina D1, COX-2, caveolina-1, survivina ¢ PPAR-g) e
de fatores clinico e histologico dos CDIS, para deter-
minar associacdes com a recorréncia da doenga. As va-
raveis analisadas no estudo realizado com 70 pacientes
foram idade, tamanho do tumor, margem, grau das neo-
plasias in situ, presencga de necrose e tipo histolégico.

Levando em consideracao os varios estudos que evi-
denciam o papel da survivina em carcinomas de dife-
rentes Orgaos, incluindo-se o de mama,®* quanto a car-
cinogénese e, particularmente, quanto ao prognostico e
a sobrevida, os proponentes do referido escore incluiram,
em seu algoritmo, o gene desta proteina, entre outros
relacionados as neoplasias.

Apesar das evidéncias do relevante papel desempe-
nhado pela survivina na carcinogénese mamaria, e do
reconhecimento de vérios estudos de que ela constitui
efetivo marcador de prognoéstico e de sobrevida livre da
doenga, ainda se observa escassez de investigacoes en-
volvendo esta proteina. Esta escassez € particularmente
notada em relac@o a lesdo precursora do carcinoma in-
vasivo de mama, que € o CDIS. Tal aspecto entendemos
que tem grande relevancia, no que se relaciona com a
proteina survivina, e que consiste na possibilidade de se
empregar terapia alvo baseada em sua acao inibitoria.

einstein (Sao Paulo). 2018;16(1):1-6
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Em estudo publicado em 2012, que envolveu indi-
viduos acometidos por leucemia linfoblastica, Tyner
et al.,®® constataram que o composto sepantronium
bromide (YM-155) apresentou capacidade para inibir a
acao da survivina, reduzindo a atividade dos linfoblas-
tos. Kumar et al.,*” verificaram que o YM-155 rever-
teu a resisténcia a cisplatina em pacientes acometidos
por carcinoma de cabega e pescogo, trazendo maior
efetividade da quimioterapia. Em estudo prospectivo
de pacientes afetados por mieloma maultiplo, de Haart
et al.,(” constataram remissao prolongada da doenca
com o0 uso do YM-155.

CONCLUSAO

A imunoexpressao da proteina survivina foi significati-
vamente mais elevada nas células epiteliais do carcinoma
ductal in situ de mama de alto grau, quando comparada
com os de baixo grau. Houve correlagao significante en-
tre a imunoexpressao da proteina survivina e a distincao
entre os carcinomas ductais in situ de baixo e alto grau.
Acreditamos que os resultados do presente estudo, ainda
que realizado com amostra relativamente pouco nume-
rosa, contribuem com o exaustivo esforco para se estabe-
lecerem ferramentas adicionais, que melhorem a objeti-
vidade na distincao entre os graus de carcinomas ductais
in situ, corroborando, desta forma, um melhor manejo
terapéutico do carcinoma in situ de mama.
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