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ARTIGO ORIGINAL
 Bras Patol Med Lab s v. 44 ¢ n. 5 » p. 375-380  outubro 2008 ORIGINAL ARTICLE

Perfil imuno-histoquimico de carcinomas mamarios o
Aceito para publicagdo em 20/10/08

invasores em homens e

Immunohistochemical profile of invasive male breast carcinomas

Alexandra Medeiros Souza de Freitas'; Leonardo Leiria de Moura da SilvaZ
Nadima Vieira Toscani% Marcia Silveira Graudenz?

TSNS resumo

Carcinoma de mama O céancer de mama em homens € uma doenca incomum. A cada 150 casos de cancer de mama é esperada
masculina a ocorréncia de apenas um no sexo masculino. Devido a baixa incidéncia desta neoplasia, grande parte do
Imuno-histoguimica seu conhecimento é oriunda do carcinoma de mama no sexo feminino, cujos parametros diagnésticos,

prognésticos e terapéuticos sao bem estabelecidos na literatura. Entretanto, a distribuicdo dos fenétipos
moleculares dos carcinomas da mama masculina é pouco conhecida. Pela anélise de dados clinicos e
imuno-histoquimicos estudamos os diferentes perfis de uma amostra de 20 casos de tumores invasores
de mama em homens. Utilizamos um painel de cinco anticorpos composto por receptor de estrogénio,
citoqueratinas 5/6, citoqueratinas 8/18, HER-1 e HER-2. Dos 20 casos examinados, 19 eram carcinomas
do tipo ductal ndo-especial (95%) e um do tipo lobular (5%). A maioria dos casos foi composta por
mastectomias (65%), sendo a média de tamanho das neoplasias de 2,8 cm e o grau histolégico mais
freqiiente o Il (60%). Do total, 86,6% dos casos apresentaram metastases linfonodais. O nimero médio
de linfonodos comprometidos foi de 5,2 nas amostras com axila positiva. Foram determinados 14 tumores
(70%) correspondentes ao fenétipo RE+/luminal, dois (10%) do tipo indeterminado, um Gnico tumor (5%)
do fenétipo Basal, e trés de mama (15%) correspondendo ao fenétipo HER2-positivo. A imunofenotipagem
dos carcinomas de mama no sexo masculino permite tracar paralelos com os tumores de mama feminina,
possibilitando a elucidacéo de fatores intrinsecos a doenca em cada um dos sexos.

Imunofenotipagem

abstract ST

Male breast cancer (MBC) is a rare disease. One out of 150 cases of breast cancer is expected to occur in | Male breast cancer
the male gender. Due to the low incidence of this neoplasia, most information about it derives from female
breast carcinoma, whose diagnostic, prognostic and therapeutical parameters are well established in the
medical literature. However, the distribution of molecular phenotypes of male breast carcinomas is little
known. We analyzed the clinical and immunohistochemical data of a sample comprising 20 cases of invasive
male breast tumor. We used a panel of five antibodies that encompasses estrogen receptor, cytokeratins 5/6,
cytokeratins 8/18, HERT and HER2. Among these 20 cases, 19 were non-special ductal carcinomas (95%)
and one was a lobular carcinoma (5%). Most cases were mastectomies (65%) and the average size of the
neoplasias was 2.8 cm. The most frequent histological grade was Il (60%). Axillary lymph node metastases
were presented by 86.6% of the total cases. The average number of affected lymph nodes was 5.2 in the
samples with positive nodes. Fourteen tumors corresponded to ER+/luminal phenotype (70%), two were
classified as undetermined (10%), one (5%) belonged to the basal phenotype and three breast tumors (15%)
corresponded to HER2-positive phenotype. The immunohistochemical results of the male breast carcinomas
allow us to make comparisons with female breast tumors, what may elucidate the intrinsic factors of the
disease in each gender.

Immunohistochemistry

Immunophenotyping
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Introducao

O cancer de mama em homens é uma rara neopla-
sia, representando menos de 1% de todos os tumores
de mama® ' e cercade 0,17% de todos os carcinomas
no sexo masculino. A cada 150 casos de cancer de
mama, espera-se que apenas um deles ocorra em ho-
mens'”). Observa-se incidéncia aumentada em negros
e pacientes com ocorréncia de niveis estrogénicos
aumentados® 9. Esses tumores habitualmente sdo
diagnosticados em idade e estagios mais avancados
quando em comparacdo com o sexo feminino. O
atraso no diagndstico ocorre principalmente por
baixa suspeita clinica, tanto dos pacientes quanto
de seus médicos". A doenca apresenta progndstico
semelhante a feminina quando em comparac¢do com
0s mesmos estdgios. Porém, como acomete pacien-
tes mais idosos, geralmente é associada a outras
co-morbidades, o que leva habitualmente a menor
sobrevida®”. Quanto a diagndstico e tratamento,
sdo utilizadas as mesmas recomendagdes aplicadas
ao cancer feminino. Isso ocorre basicamente pela
caréncia de estudos envolvendo aspectos anatomo-
patol6gicos dessa neoplasia, sendo que grande parte
limita-se a relatos ou pequenas séries de casos. O
conhecimento, tanto diagndstico quanto terapéutico,
é freqlientemente extrapolado no sexo feminino‘" 2D,
Na determinagado do progndstico séo considerados os
mesmos fatores usados para a doenca em mulheres:
tamanho do tumor, grau histol6gico e acometimento
de linfonodos axilares 2.

A maioria dos canceres de mama do sexo mascu-
lino é classificada como carcinomas do tipo ductal,
sendo rara a apresentacdo lobular. Somente cerca
de 10% dos casos apresentam doenca in situ, sen-
do a grande maioria do tipo invasor(%. Em relacdo
aos receptores hormonais, os tumores em homens
apresentam maior percentual de positividade para
receptores de estrogénio do que os tumores de mama
femininos('19.

A nova classificacdo molecular dos carcinomas de
mama em quatro fenétipos (RE+/luminal, normal-
simile, HER2-positivos e basal), proposta por Perou
et al.®, representa os diferentes perfis de expressao
génica em nivel molecular dessas neoplasias. O esta-
belecimento desses fen6tipos permitiu tracar padrdes
distintos de expressdo biolégica dos tumores de

mama, com importantes implicacbes prognoésticas e
terapéuticas.

A expressdo de CK5/6 nos tumores de mama cor-
responde ao fenétipo basal, caracterizado por maior
potencial de agressividade bioldgica. Ja os carcino-
mas que expressam CK8/18, oriundos, portanto, da
linhagem epitelial luminal, tendem a apresentar com-
portamento biol6gico menos agressivo que os basais,
especialmente se expressam receptores de estrogénio.
A superexpressdao dos fatores de crescimento HER1 e
HER2 nos tumores de mama implica a perda de con-
trole da proliferacdo celular, conferindo a esses tipos
de tumores um pior prognéstico®.

Tomando-se por base a origem e o comporta-
mento bioldgico de cada tipo de tumor, podem-se
determinar com maior exatiddo o prognéstico e a
terapéutica especifica para cada paciente 2. Ndo
existem, todavia, estudos aplicando esta nova classi-
ficagdo molecular no carcinoma de mama em homens
e tampouco relacionando tais dados com aspectos
clinicopatolégicos dessa rara neoplasia.

O objetivo desse trabalho é relatar o perfil feno-
tipico-molecular do carcinoma de mama em homens
por meio de técnicas imuno-histoquimicas.

Metodologia

Foram estudadas 20 amostras de tumores de mama
em homens, com o diagnéstico de carcinoma invasor,
provenientes de diversos laboratérios de anatomia
patolégica do Rio Grande do Sul durante um intervalo
de 12 anos. O estudo foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Ciéncias da Salde de Porto Alegre (UFCSPA) (pro-
tocolo 095/06).

Foi realizada revisdo dos laudos de exames anato-
mopatoldgicos, obtendo-se as informagdes referentes
a idade do paciente, tipo de procedimento realizado,
tamanho do tumor, tipo histolégico, grau tumoral e
nimero de linfonodos axilares acometidos.

As laminas tiveram o diagnéstico revisado e foi
empregada a graduacéo histolégica tumoral de Scarff,
Bloom-Richardson (SBR) modificada‘?.

A imuno-histoquimica foi realizada pela técnica

de avidina-biotina-peroxidase utilizando os seguintes
anticorpos monoclonais: EGFR E30 (HER1) (DAKO,
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Tabela 1 Anticorpos utilizados

Anticorpos  Laboratério  Tipo Clone Diluicdo

Receptor de

. Novocastra Monoclonal 6F11 1:200
estrogénio
Citoqueratina Dy/16
5/6 DAKO  Monoclonal B4 1:200
Citoqueratina

Novocastra Monoclonal 5D3  1:300

8/18
HER-1
(EGFR) DAKO  Monoclonal E30  1:50
HER-2 Novocastra Monoclonal CB11 1:40

Carpinteria, CA) na diluicdo 1:50, citoqueratina 5/6 D5/
16b4 (CK5/6) (DAKO, Carpinteria, CA) na diluicdo 1:200,
receptor de estrogénio 6F11 (Novocastra, Newcastle
Upon Tyne, UK) na diluicdo 1:200, citoqueratina 8/18
5D3 (CK8/18) (Novocastra, Newcastle Upon Tyne, UK)
na diluicdo 1:300 e HER2 CB11 (Novocastra, Newcastle
Upon Tyne, UK) na diluicdo 1:40 (Tabela 1).

A leitura das laminas foi realizada por dois patologis-
tas, de forma cega, de acordo com a metodologia de
quantificacdo e a classificacdo de positividade ante os
cinco marcadores, proposta por Nielsen et al.??. Depois
da leitura dos resultados foi calculado o kappa de varia-
bilidade interobservador. Utilizou-se um escore de trés
pontos para a avaliacdo imuno-histoquimica, na qual
0 = células tumorais invasivas presentes e sem coloracao;
1 = células tumorais invasivas presentes com coloracdo
fraca e/ou < 20% das células tumorais coradas; 2 = célu-
las tumorais invasivas presentes com coloracdo forte em
> 20% das células tumorais. O receptor de estrogénio foi
considerado positivo somente diante de coloracdo nuclear,
que podia ser fraca ou forte (escore 1 ou 2).Para o HER2
foi aceito somente escore 2, sendo considerado positivo
apenas com coloracdo completa de membrana celular com
forte intensidade, correspondente ao escore Her2 3+ do
Herceptest. As citoqueratinas e o HER1 foram considerados
positivos mediante quaisquer coloracdes, de membrana
ou citoplasma, fraca ou forte (escore 1 ou 2)@2.

Os casos foram classificados da sequinte forma:

o RE+/luminal - casos positivos para RE ou CK8/18,
HER2 negativo ou fraco;

e basal - RE negativo, HER2 negativo e positivo para
CK5/6 e/ou HERT;

o HER2-positivos — HER2 positivo;
e indeterminado - casos que ndo apresentavam
positividade para nenhum marcador utilizado®.

Resultados

Aidade dos pacientes variou entre 44 e 86 anos, com
média de 68 anos. Dos 20 casos examinados, 19 eram
do tipo ductal ndo-especial (95%) e um do tipo lobular
(5%). Quanto as caracteristicas tumorais, a média de
tamanho das neoplasias foi de 2,8 cm e o grau histolé-
gico mais freqliente, o Il, correspondendo a 60% dos
casos (12/20). Quinze casos, do total de 20 estudados,
tiveram esvaziamento axilar, e, deles, 13 (86,6%) apre-
sentaram metdstases linfonodais. O nimero médio de
linfonodos comprometidos foi de 5,2 nas amostras com
axila positiva. O material tinha como origem, na maioria
dos casos, as mastectomias (65%), correspondendo o
restante a setorectomias e nodulectomias.

Pelo exame imuno-histoquimico determinou-se
positividade de 75% dos tumores para receptores de
estrégeno (15/20), 10% para CK5/6 (2/20) e 90% para
CK8/18 (18/20). Dos 20 tumores de mama analisados,
quatro (20%) expressaram HER1 e trés (15%), HER2
(Tabela 2).

Freqiiéncia de positividade por

Tabela 2 anticorpo utilizado

Antigeno Casos positivos
f %
RE 15 75
CK5/6 2 1
CK8/18 18 %
HER-1 4 20
HER-2 3 15

Tendo por base a classificacdo molecular descrita por
Perou®, e utilizando-se o painel imuno-histoquimico
proposto por Nielsen??, foram determinados 14 tumo-
res (70%) correspondentes ao fenétipo RE+/luminal,
dois (10%) do tipo indeterminado, um Gnico tumor
(5%) do fenoétipo basal e trés de mama (15%), corres-
pondendo ao fenétipo HER2-positivo. O indice kappa de
variabilidade interobservador foi de 0,83 (Tabela 3).
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Tabela 2

Casos RE CK5/6

+ + + + +

S © 0N O O WN
—+
[

—
N —

+ + + + +
|

—
w

14
15
16
17
18 - -
19 = =
20 - -

+: positivo; —: negativo.

Discussao

O céancer de mama em homens é doenca de ocorréncia
rara, sendo esperado cerca de um caso a cada 100 mil
habitantes na maioria dos locais. Tendo-se em vista sua
baixa prevaléncia, ¢ dificil encontrar estudos sobre esse
tema. Assim, os resultados obtidos nessa amostra de 20
casos tém especial relevancia, uma vez que grande parte
dos trabalhos abordando esse tépico apresenta casuistica
ainda menor® 7,21 28.31),

+ + +
I+ + |
+ + + 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ + + + + + + + +

+

As caracteristicas observadas na amostra sdo similares
as encontradas na literatura. A idade média foi de 68 anos,
0 que se aproxima do descrito em varios trabalhos® 1317
e é compativel com o fato de que essa é uma doenca que
acomete pacientes mais idosos, com curva unimodal e
pico de incidéncia aos 71 anos®. Quanto as caracteristicas
histolégicas, nossa amostra teve predomindancia do tipo
ductal invasivo, condizente com a literatura, que demons-
tra que cerca de 90% dos tumores de mama encontrados
em homens correspondem a esse tipo histolgico® 121419,

CK8/18

Distribuicao dos casos pelos resultados da imuno-histoquimica e fendtipos correspondentes

HER-1 HER-2

Fendtipo
Luminal
Luminal
Luminal
Luminal
Luminal
Luminal
Luminal
Luminal
Luminal
Luminal
Luminal
- Luminal
- Luminal
Luminal
HER-2 positivo
HER-2 positivo
HER-2 positivo
Indeterminado
Indeterminado
+ - Basal

|
+ + +

O tamanho tumoral variou entre 1,5 e 5,5 cm, sendo a
média de 2,8cm, tamanho similar aos dados de outras
séries®21:3D_A positividade em linfonodos axilares, quando
ressecados, foi de 86,6%, o que difere dos dados mais
atuais da literatura, que mostram percentual de 44% de
envolvimento axilar. O nimero de linfonodos positivos
variou de um a 28 nédulos, similar ao encontrado em
outro estudo®. O grau histolégico Il foi o mais freqliente,
perfazendo 60% dos casos de nossa amostra. Esse achado
contrasta com estudos mais antigos em cancer da mama
masculina, nos quais foi descrito haver predominio de
carcinomas ductais de grau 1% 9 1. 21.30,31),

Vérios autores ja descreveram maior positividade para
receptores de estrogénio e progesterona nos canceres
de mama masculina em relagdo ao feminino. Para o
receptor de estrégeno foram estimados valores de po-
sitividade que variam de 70% a 90%* 39. Em relacdo
a outros marcadores moleculares, héd poucos dados e
resultados controversos. O HER2/neu é encontrado em
9% a 45% dos casos de cancer de mama feminino, sendo
considerado um marcador molecular til para predizer
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prognéstico adverso® 213, Num primeiro estudo foi des-
crita positividade de 56% para o HER2/neu em homens,
superior a encontrada em mulheres®®, porém estudos
subseqlientes ndo tém confirmado esse achado inicial
e acredita-se ter ocorrido uma avaliagdo superestimada
da superexpressao™!?. Atualmente acredita-se que os
tumores de mama em homens expressam menos freqlien-
temente o HER2/neu do que os tumores de mama em
mulheres. Em nossa amostra encontramos positividade
de 15%, indice que esta de acordo com os dados mais
recentes da literatura.

Quanto ao HERT1, expresso em 35% a 60% dos casos
de tumor de mama em mulheres, existem poucos dados
em casos masculinos. Em uma série de 40 casos foi encon-
trada positividade de 20%, e em outra série de 16 casos
foi descrita positividade expressiva de 76%(% 3.

Os dados sobre fenétipo molecular em céncer de
mama sao considerados promissores, pois permitem
distinguir tumores basais e os HER2/neu que apresentam
pior prognéstico, menor sobrevida e maior chance de
recidivas da doenca® 2.2, ]4 a expressdo das chamadas
citoqueratinas luminais (CK7, 8, 18 e 19) corresponde
a tumores de melhor prognéstico, sendo encontrada na
maioria deles™. Um estudo demonstrou a positividade
para CK5/6 associada ao tipo basal como fator indepen-
dente para sobrevida livre de doenca®. Na continuidade
definiu-se que um painel de anticorpos, incluindo RE,
HER1, HER2 e CK5/6, apresenta sensibilidade de 78%
e especificidade de 100% para a caracterizacdo imuno-
histoquimica do subtipo basal para o cancer de mama em
mulheres®??. Comparando nossos resultados de cancer de
mama masculino em relacdo ao feminino, houve 70% do
tipo RE+/luminal, enquanto em mulheres este valor pode
chegar a 90%9. O tipo basal é esperado em 10% a 29%
dos casos em mulheres, mas representou apenas 5% na
nossa amostra masculina®® 2». Em relacdo ao fenétipo
HER2-positivo sdo previstos 17% dos casos em mulheres,
taxa semelhante a encontrada em nosso estudo (15%). Ja
os tumores do fenétipo chamado indeterminado foram
responsaveis por 10% de nossa amostra, enquanto que
em mulheres hé relato de taxas de até 15%"9. Ainda
nao existe consenso quanto ao termo fenétipo basal. O
fato de termos utilizado apenas dois anticorpos (CK5/6 e
HERT) como marcadores basais ndo exclui a possibilidade
de que os dois tumores classificados como indetermina-
dos possam também corresponder ao fenétipo basal, caso
apresentem positividade para outros marcadores desse
fenétipo néo utilizados no estudo, como CK14, CK17,

p63 ou P-caderina®29. Ha discussdo quanto ao fato de
que mesmo o termo triplo-negativo talvez nao seja ideal,
pois ndo existe relacdo completa entre os perfis génicos
dos chamados basais com os triplo-negativos caracteri-
zados pela imuno-histoquimica. Ainda que esse grupo de
tumores basais possua caracteristicas comuns quanto ao
pior progndstico, parece na verdade corresponder a um
grupo muito mais heterogéneo do que se pensava nos
primeiros estudos®@?.

Os dados a respeito dos perfis de expressao génica
no cancer de mama em homens sdo limitados. Recen-
temente, Ciocca et al.© publicaram estudo descrevendo
os perfis de citoqueratinas expressos no cancer de mama
masculino em casos da América do Norte e Europa. O
painel de anticorpos utilizados foi CK5/6, 14,17, 18 e 19
associado ao receptor de estrogénio®. Foram testados para
HER2/neu apenas os casos que apresentavam positividade
para citoqueratinas basais, enquanto em nosso trabalho
todos os casos foram testados para esse anticorpo. Com-
parando nossos resultados com os deste trabalho, notamos
predominio do tipo luminal, com cerca de 80% nas duas
amostras. Em relacdo ao fenétipo basal, este grupo encon-
trou freqliéncia de 12%, enquanto em nossa amostra foi
de 5%. Nao houve relatos de casos com superexpressao
de HER2/neu, porém em nossa amostra obtivemos 15%
dos casos nessa categoria. E importante ressaltar que, em
nossos dados, o fenétipo basal foi identificado pela positi-
vidade do HERT, e ndo da CK5/6 (HER1+/CK5/6-). Outra
particularidade da nossa casuistica foi a classificacdo dos
tumores HER2-positivos somente por meio da positividade
para o anticorpo HER2, ndo existindo subdivisdo entre
esses tumores em relacdo a positividade para o receptor
de estr6geno@. Alguns autores consideram que na clas-
sificacdo hierarquica o receptor de estrégeno antecede o
HER2, portanto os casos positivos para RE e HER2 poderiam
ser classificados como luminais B®®. Entretanto, segundo
Nielsen et al., o fato de um tumor ser HER2+ o coloca
diretamente no grupo HER2+, independente da expressao
do receptor de estrogénio®@?. Os tumores do grupo HER2
podem apresentar positividade para receptores hormonais,
podendo ser divididos em positivos e negativos, com me-
lhor ou pior prognéstico, respectivamente® 23,

O presente estudo descreve o perfil imuno-histoquimico
de uma amostra pequena, porém significativa, de carci-
nomas de mama no sexo masculino, utilizando os novos
critérios de classificacdo fenotipica. A escassez de pesquisas
envolvendo essa patologia em homens indica a necessidade
de estudos maiores e colaborativos nessa area.
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