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RESUM O

Introdugdo: O c-erb-2 pertence a familia dos receptores de crescimento tipo I, a sua
expressdo tem sido associadaamaior agressividade biol 6gicado tumor earesisténciaa
alguns tipos de tratamento.

Objectivo: Avaliar o valor prognostico da expressdo do receptor c-erb-2, nas doentes
tratadas com Tamoxifeno por carcinomaprimario damama.

Material e Métodos. Examinamos 66 pegas histol 6gi cas de cancros damama primarios.
Todas as doentes foram tratadas por cirurgiaetratamento adjuvante com Tamoxifeno; a
58% das doentes foi também associado tratamento por quimioterapiae/ou radioterapia.
Fez-se adeterminacdo por imuno-histoquimicadaexpressdo do c-erb-2, comparando-se
asobrevidaeointervalo livre de doenca (ILD) dos positivos versus negativos para o c-
erb-2.

Resultados: 43,9% dostumores expressavam c-erb-2, ndo se associando essa expresséo
a um pior prognostico relativamente a sobrevida ou ILD, valor de p=0,15 e p=0,2
respectivamente.

Conclusdes: Neste estudo ndo encontramos vantagem na determinagdo do c-crb-2 como
factor progndstico para recorréncia e sobrevida. Tendo em conta que a amostra tinha
caracteristicas de elevada homogeneidade entre os dois grupos, sem diferencas
estatisticamente significativas relativamente a idade, estadio, estado ganglionar, grau
hi stol 6gi co, dimensdes do tumor e expressividade de receptores de estrogéneo, constituia
um bom modelo para estudo. Estes resultados corroboram as directivas Europeias
relativas ao tratamento adjuvante com tamoxifeno, nas quais se conclui que o c-erb-2
aindanéo estéd completamente reconhecido como factor preditivo aser usado por rotina
napréticaclinica
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SUMMARY

PROGNOSTICVALUE OF C-ERB-2IMMUNOHISTOCHEMESTRY EXPRESS ON
INPATIENTSWITHPRIMARY BREAST CANCER AND ADJUVANT TREATMENT
WITH TAMOXIFEN

Introduction: The c-erb2 proto-oncogene is a member of the epidermal growth factor
receptor family and has been associated with a more aggressive breast tumour biology
and resistance to some types of treatments.

Aims: To evaluate the prognostic value of c-erb-2 receptor, from primary breast cancer
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on tamoxifen therapy.

Methods: We examined 66 paraffin-embedded sections from primary breast cancers.
Patients were treated with surgery plus adjuvant treatment with tamoxifen; 58% had
also received chemotherapy and/or radiotherapy. Membrane staining for c-erb-2 was
evaluated by immunohistochemistry and overall survival and relapse-free survival were
compared between positives and negatives for c-erb-2.

Results: 43,9% of tumours over expressed c-erb-2 receptor, but thiswas not associated
with aworse prognosison overall survival either on relapsefree-survival, withap value

of 0,15 and 0,2 respectively.

Conclusions: Thereisn't any advantage to determine c-erb-2 as a prognostic factor on
overall survival either on relapse free-survival. Attending the homogenous
characteristics between both groups with any statistical differences according age,

INTRODUCAO

O oncogene c-erb-2 (ou Her-2, ou c-neu) localizado no
cromossoma 17921 codificaumaglicoproteinacom 185Kd.,
atirosina-quinase, que pertence a familia dos receptores
de crescimento epitelial tipo 1.

A amplificag@o do gene C-erb-2 origina aumento da
expressdo da p 185, este fendmeno tem sido associado a
pior progndéstico nas mulheres com cancro damama, devi-
do amaior agressividade biol 6gica destes tumores?. Fo-
ram apontadas as seguintes correlagoes:

 Imunopositividade parao c-erb-2 e negatividade para
0s receptores estrogénicos®>.

 Imunopositividade para o c-erb-2 e pior resposta a
terapiaenddcrinacom tamoxifeno®”.

O efeito do Tamoxifeno depende em parte dosfactores
de crescimento, pelo que, alteragcdes a nivel do c-erb-2
parecem afectar de alguma forma a resposta ao farmaco.
Varios estudos concluiram que a positividade para o c-
erb-2 representava um marcador de resisténcia endécri-
na8 11, contudo noutros estudos esse efeito adverso ndo
foi confirmado?14, Outros estudos associam essa resis-
téncia ao tamoxifeno apenas em grupos determinados de
tumor, como a doenca avancadal-®15, Assim, o objectivo
deste estudo consistiu em testar o valor progndstico do
c-erb-2 em doentes pds-menopausa, com cancro primario
damama e que foram submetidas a tratamento adjuvante
com Tamoxifeno.

MATERIAL EMETODOS

Foram analisadas retrospectivamente amostras de car-
cinomainvasivo da mama obtidas de 66 doentes pds-me-
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nopausa, submetidas a cirurgia e tratamento adjuvante
com Tamoxifeno, no Servigo de Ginecologia dos Hospi-
tais da Universidade de Coimbra, entre Janeiro de 1994 e
Dezembro de 1997.

Todas as doentes incluidas no estudo foram submeti-
dasatratamento cirdrgico (mastectomiaradical modifica-
da ou ressec¢do sectorial com disseccéo ganglionar axi-
lar) seguido eventualmente de quimio €/ou radioterapia,
de acordo com o estadio da doenca.

A indicag8o paratratamento com Tamoxifeno baseou-
Se nos seguintes critérios;

* Invasdo dos ganglios axilares.

e Tumores maiores que 2cm, com Receptores de
Estrogéneo positivos sem invasdo de ganglios axilares.

» Contrarindicaggo cirdrgicaem doentes exclusivamen-
te submetidas atumorectomia.

Foram excluidos do estudo: tumores in situ ou pecas
com material muito escasso para permitir arealizagdo da
técnica histoquimica em boas condicdes de leitura.

A graduacdo histoldgicafoi efectuadasegundo oscri-
térios propostos por Bloom e Richardson, com as modifi-
cacdes sugeridas por Elston1,

A expressao do c-erb-2 foi obtidapor técnicadeimuno-
histoquimica: em cortes de 5um fixados em formalina e
embebidos em parafina, obtidos de cassetes do tumor pri-
mario, pelo método dastreptavidina-biotina(Quadrol). A
expressao do c-erb-2 é definida pela coloragdo da mem-
brana citoplasmética dando a aparéncia de rede de capo-
eira. Todasasléminasforam lidas por doisinvestigadores
gue desconheciam o resultado do tratamento das doen-
tes. Foram consideradas positivas para o c-erb-2 todas as
pecas que expressassem o referido padrdo independente-
mente do grau dessa expresséo. (figura 1)
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Quadro | - Técnica de imuno-histoquimica

METODO DA STREPTAVIDINA - BIOTINA / HRP

1 - Desparafinar e hidratar

2 - Inibir & peroxidase endégena com Hz02 a 3% durante 15 minutos

3 -Lavar em agua destilada

4 -Recuperaggo antigénica através de microondas, em tampéo de citrato de
sodio pH 6, durante 14 minutos

5 - Deixar o tampéo arrefecer durante 10 minutos

& - Lavarem TBS

7 - Incubar em soro normal de cabra ( Ultra V Block - Labvision ) durante 10
minutos

8 - Lavar em TBS

9 - Incubar no soro primério .policlonal C-erB-2 ( Dako A485 ) durante 30
minutos, com uma difuigsio de 1 /200

10 - Lavar em TBS

11 - Incubar no secundério biotinilado ( cabra anti-polivaiente - Labvision )
durante 10 minutos

12 - Lavar em TBS

13 - Incubar em streptavidina com peroxidase ( Labvision ) durante 10 minutos
14 - tavar em 78S

15 - Revelar a marcagfio Ag / Ac com DAB durante 10 minutos:

16 - Lavar em agua corrente

17 - Contrastar com Hematoxilina de Gill durante 2 minutos

18 - Azular em &gua corrente durante 5 minutos

19 - Desidratar & montar em meio sintético.

Fig. 1 - Aspecto ampliado de 2 |aminas coradas pelo método
estreptavidina-biotina, apresentando o tipico aspecto em rede
de capoeira para o receptor C-erb-2

Naandlise estatistica, a sobrevidaglobal (SV) eoin-
tervalo livre de doenca (1L D) foram estimados pelo méto-
do de Kaplan-Meier, sendo o método de Log-rank usado
paracomparar ascurvasde SV e LD entre osvarios gru-
pos. Osvalores de p foram cal culados pelo teste de Log e
pelo teste de Cox. Osvariosfactores com interferénciano
prognastico foram comparados pelo teste do x2.

RESULTADOS

As 66 doentes estudadas tinham idades compreendi-
dasentre 0s44 e 0s 84 anos quando adoencafoi diagnos-
ticada, sendo amédiaetaria 65,5 anos. Ostumoresvaria-
vam entre 1 e 8 cm de maior didmetro. Foram detectadas
metastases nos ganglios axilares em 32 doentes (48,5%).
As doentes foram submetidas a vigilancia clinica por um
periodo médio de 50,3 meses (minimo de 11 meses e méaxi-
mo de 80 meses). Nestaamostra, 43,9% (n=29) detumores
foram positivos parao c-erb-2 € 56,1% (n=37) foram nega-
tivos.

N&o encontramos diferencas, estatisticamente signifi-
cativas, entre ostumores c-erb-2 positivos e 0s hegativos
para este marcador, relativamente: a metastizagdo
ganglionar, expressao de receptores de estrogéneo, distri-
buicdo por grupos etérios, dimensdes do tumor e grau
histol gico, avaliadas pel o teste x2 (p <0,05). (quadro I1)

Também ndo encontramos diferencas com significado
estatistico relativamente asobrevidaglobal e ILD entreos
doisgrupos. (Figuras 3 e 4).

Assim como, também n&o se encontraram diferencas

Quadro Il — Caracteristicas dos doentes C-erb-2 positivos e
negativos

c-erb-2 positivo c-erb-2 negativo

Receptor estrogéneo
Positivo 25 33
Negativo 4 4

Ganglios
Positivos 15 14
Negativos 17 20
Idade

<49 anos 3 4
50 — 59 anos 9 6
60 — 69 anos 9 9
70 — 79 anos 5 10
>79 anos 3 8

Dimensé&o do tumor
>2 cm 14 18
2-5cm 6 16
>5 cm 9 8

Tipo histoldgico

Ductal grau | 7 12
Ductal grau |1 14 12
Ductal grau 111 4 7

Outros Tipos 4 6
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Fig. 3 — Intervalo livre de doenca
Teste de Cox (p=0,15);
Teste de Log (p=0,15)
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Fig. 4 — Sobrevida global
Teste de Cox (p=0,21);
Teste de Log (p=0,21)
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nas curvas de sobrevida entre os c-erb-2 positivos e ne-
gativos nos subgrupos de tumores com receptores de
estrogénio positivos, ou com invasdo ganglionar (Figu-
ras 5e6).

Considerando o risco relativo cal culado por regressio
logistica, verificamos que ainvasdo ganglionar € o factor
derisco com maior valor prognostico, seguido daexpres-
sdo0 c-erb-2 e dos receptores de estrogéneo (quadro I11).

RECETORES DE ESTROGENIOS POSITIVOS

e
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Fig. 5 — receptores de estrogéneos positivos
Teste de Cox (p=0,15);
Teste de Log (p=0,15)
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Fig. 6 — Sobrevida nos ganglios positivos
Teste de Cox (p=0,19)
Teste de Log (p=0,19)

Quadro Il — Regressdo logistica

Regresséo logistica OR 1C>95%
C-ERB-2 1,606 (0,416 - 6,201)
Ganglios 5,139 (0,945 — 27,942)
Receptor estrogéneo 0,239 (0,030 - 1,937)

DISCUSSAO

O grau de positividade para o Cerb-2 neste estudo é
superior ao que tem sido descrito na literatura, que € de
20-30%. Se tivermos em conta que a técnica
imunohi stoquimica detecta sobretudo o receptor activo e
gue amaioriados estudos se tem dirigido aavaliacéo dos
receptores ao nivel dos tecidos metastaticos ou de recidi-
vas, quetém caracteristicas biol dgicas diferentes, levam-
nos a propor a hipoétese de que o c-erb-2 tem uma maior
actividade nos tumores primitivos que nos secundarios.

Os resultados deste estudo ndo demonstraram a hip6-
tese que a expressao do c-erb-2 esteja associada a resis-
ténciaao tratamento adjuvante com tamoxifeno ou amaior
agressividade biol 6gica.

A maioria dos estudos salienta um pior progndstico
paraostumores c-erb-2 positivo, relativamente asobrevida
global, masndo ao ILD, o quetem sido interpretado como
uma deterioragdo da resposta ao tratamento nas recidi-
vas. No nosso estudo ndo verificamos essa diferenca, o
gue nos permite concluir que os tumores c-erb-2 positi-
vos ndo desenvolvem maior resisténcia ao tratamento da
doenca metastética que 0s negativos para esse receptor.

V&rios investigadores descrevem uma associagdo en-
tre tumores c.erb-2 positivos e receptor de estrogéneo
negativos, sendo esta associagdo relacionada com uma
resisténcia ao tratamento com Tamoxifeno. Neste estudo
a presenca de receptores de estrogéneo negativos tive-



VALOR PROGNOSTICO DA EXPRESSAO POR IMUNO-HISTOQUIMICA DO C-ERB-2

ram expressividade idéntica nos tumores c-erb-2 positi-
VOS e negativos, pelo que a possivel interferéncia da as-
sociacdo referidafoi neutralizada.

CONCLUSAO

Neste estudo obtivemos umaamostra com caracteris-
ticas homogéneas entre os dois grupos de tumores posi-
tivos e negativos para o c-erb-2 e um longo periodo de
follow-up, contudo dada a natureza retrospectiva do es-
tudo, ndo podemos excluir viés ndo control avel nestetipo
de estudo mas, apesar desta limitagéo, os resultados des-
te estudo ndo sdo consistentes com a nogé@o de que a
positividade para c-erb-2 esteja associada a pior resposta
ao tratamento adjuvante com tamoxifeno nostumores pri-
maérios damamaem mul heres pds-menopausa.
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