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1. INTRODUCAO



O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais frequente no
mundo 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 EUA em 2016 foi de 231.840 casos, sendo que
60.290 (21,7%) foram diagnosticados como carcinoma ductal in situ
(CDIS)?. A taxa de incidéncia no Brasil, estimada para o ano de 2016 foi

de 57.960 casos de cancer de mamaZ,

No passado o diagnéstico de carcinoma ductal in situ era
infrequente. Em publicagcdo, que envolveu 10 mil casos de cancer
mamario tratados no ano de 1980, Ernster et al. relataram que em
apenas 2% dos mesmos a neoplasia foi diagnosticada em estagio pré-
invasivo®. Relato do INCA? mostra aumento expressivo — em torno de
20% - do diagnostico do CDIS nas duas ultimas décadas, gracas ao
desenvolvimento de programas de rastreamento do cancer de mama.
Aproximadamente, encontra-se um diagnoéstico de CDIS para cada 1300

mamografias realizadas™*.

Entre 1973 e 1992, as taxas de diagndstico de CDIS aumentaram
587%". Aceita-se que o fator responsavel pela observacdo desse
incremento da incidéncia tenha sido o uso crescente da mamografia em
programas de rastreamento. Esse aumento foi praticamente restrito a
mulheres com mais de 40 anos. Interessante notar que desde 2004 os

indices de deteccéo encontram-se praticamente estaveis®.



Atualmente essas lesdes precursoras do carcinoma invasivo
compreendem entre 15 e 25% de todas as neoplasias mamarias
detectadas em programas de rastreamento. Em algumas séries de
neoplasias ndo palpaveis, detectadas por meio de mamografia em

programas de rastreamento, até 45% correspondem a CDIS*®.
1.1 Carcinomaductal in situ

O carcinoma ductal in situ € neoplasia precursora caracterizada
pela presenca de proliferacdo de células neopldsicas presentes
exclusivamente no epitélio ductal. Condi¢cdes fundamentais para a
caracterizacdo da lesdo consistem em auséncia de penetracdo de
células malignas na membrana basal e, consequentemente, de invasao

do estroma, (figura 1)".

Figura 1. Histopatologia do carcinoma ductal in situ de mama



Essa lesdo pré-maligna apresenta-se em formas heterogéneas,
sendo que frequentemente subtipos histologicos mistos podem ser
observados. Levando-se em consideracdo o grau nuclear, o CDIS é
categorizado nas formas baixo e alto grau. Os subtipos histolégicos séo
comumente caracterizados nas variedades comedo e nao-comedo.
Alguns pesquisadores acreditam que o0 diagnéstico do subtipo
comedocarcinoma exige tanto o padrdo arquitetdbnico como a existéncia

de alto grau "®.

O CDIS de baixo grau apresenta-se com baixo indice de
proliferacdo celular, ndo obstrui por completo a luz do ducto e, mais

frequentemente, ocorre em porgdes descontinuas (figura 2).

Figura 2. CDIS de baixo grau.



Por outro lado, o CDIS de alto grau € caracterizado pela
contiguidade da lesdo, podendo ocorrer obstrucéo da luz com necrose da

porcao central (comedonecrose) (figura 3).

Figura 3. A. CDIS de alto grau. B.CDIS de alto grau com comedonecrose

O grau nuclear é independente do padrao arquitetural. Enquanto a
variedade comedocarcinoma encontra-se mais comumente no alto grau

nuclear, a variedade ndo-comedo € na maioria das vezes acompanhada

de baixo grau nuclear'®*3,



Na tabela 1, que é baseada nas recomendacfes do Comité de

Consenso para classificacdo do grau do CDIS de mama, sdo expostos 0s

critérios para classificagdo do CDIS em baixo e alto grau *°.

Tabela 1. Critérios para classificacdo do grau do CDIS de mama.

= CDIS de baixo grau

Aparéncia monomorfica (mondétona)

Tamanho do nucleo similar ao das células ductais epiteliais ou 1,5-2,0
vezes ao de heméacia.

Cromatina difusa, finamente dispersa.
Presenca de nucléolos e mitoses ocasionais.

Células se encontram usualmente polarizadas.

= CDIS de alto grau

Grande pleomorfismo.

Tamanho comumente maior ao de 2,5 células ductais epiteliais.
Cromatina vesicular com distribuicdo irregular.

Nucléolos comumente multiplos e proeminentes.

Mitoses podem ser conspicuas.




1.2 Evolugéo para carcinoma ductal invasivo

Os fatores anatomopatolégicos mais importantes no controle local
e indicadores de progndstico do CDIS séo: extensdo da lesdo, margens
cirargicas livres, grau nuclear, receptores hormonais e a presenca ou nao

da superexpressdo da proteina HER-2 &3,

O grau nuclear e a necrose, no seu conjunto, definem um subgrupo
de CDIS com maior risco de recorréncia local e de evolucdo para
carcinoma invasivo. Classificacdes baseadas no grau nuclear e necrose
podem identificar a maioria das pacientes acometidas por CDIS (85%
dos casos) com risco para recorréncia local e transformacéo invasiva

apos excisdo' 3,

Apesar desses cuidados, tem-se observado que, ao se levar em
consideracdo o conjunto de formas e de subtipos histologicos, o CDIS
nao tratado nos 10 a 20 anos seguintes ao seu diagndstico apresenta
indices de risco entre 30% e 50% de progredir para carcinoma

invasivo>1®

Ainda nao se encontram perfeitamente elucidadas quais formas de
lesdo de CDIS irdo progredir para doenca invasiva ou evoluir de maneira
indolente. Essa incapacidade tem levado os mastologistas a empregar
tratamentos agressivos, com 0 propésito de prevenir a progressao de

parte dos casos da doenca, que tem possibilidade de n&o ocorrer.



Especula-se que a mamografia de rastreamento pode detectar
casos de CDIS biologicamente indolentes, com reduzida probabilidade
de se tornarem clinicamente evidentes’™. Em estudo de coorte
envolvendo 24 mulheres, que foram submetidas apenas a bidpsias apos
rastreamento mamografico, Kawasaki et al. constataram que 39% delas
evoluiram para carcinoma ductal invasivo (CDI), em periodo de tempo de

aproximadamente 21 anos®’.

A melhor caracterizacdo molecular e histopatolégica do DCIS
podera trazer informacdes adicionais para avaliagdo do prognostico da
doenca, possibilitando a personalizacdo da terapéutica adequada para
cada paciente. Avancos nos estudos moleculares para a avaliacdo de
risco e progressao das doencas pré-malignas tém ocorrido; porém, na

préatica clinica, eles ainda sdo modestos™™’.

Atualmente estuda-se o desenvolvimento de forma modificada do
escore de recorréncia Oncotype DX, com 12 genes para CDIS. O
algoritmo utiliza sete genes relacionados ao cancer (Ki67, STK15,
proteina survivina, CCNB1, MYBL2, PR, e GSTM1) e cinco outros genes
nao relacionados para quantificar a probabilidade acumulativa do risco de
recorréncia local (CDI ou CDIS) em 10 anos, e prever o0 risco de novo

cancer invasivo no mesmo periodo de tempo*®*°,

Fator que tem sido estudado para predizer a agressividade das

variedades de baixo e alto grau do CDIS consiste na intensidade da



atividade apoptotica existente nas mesmas. Existem evidéncias de que a
referida atividade é significativamente mais acentuada em lesdes CDIS,
quando comparado com o carcinoma invasivo?>. Quando feita
comparacao entre as variedades de baixo e alto grau do CDIS observa-

se que o fendmeno apoptose é mais acentuado na primeira delas®.

Tendo em vista que a proteina survivina possui importante
atividade antiapoptética, alguns pesquisadores vém realizando estudos
com o propadsito de correlacionar sua expressdo com a agressividade do
cancer de mama®?>%, Baseados em ensaios clinicos que evidenciaram
prognostico desfavoravel e menores indices de sobrevida livre da doenca
nos casos com elevada expressao da survivina nas células neoplasicas,
alguns desses autores tém sugerido que essa proteina seja considerada
marcador de agressividade e de prognostico desfavoravel dessa

neoplasia®*?’.

1.3 Proteina survivina

Trata-se de proteina intracelular, também denominada BIRC5 ou
AP14, que foi descrita pioneiramente por Ambrosini e Altieri, no ano de
1997242831 (figura 4). E codificada por gene localizado no cromossomo
17925, e seu peso molecular é de 16,5 Kd, segundo a PDB — Protein

Data Bank in Europe)*.
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Figura 4. Proteina survivina. A. Localizacdo no cromossomo 17.B. Estrutura da
survivina®

Expressdo variavel da survivina € encontrada em células
embrionarias e neoplasicas, principalmente durante a fase G2/M da
divisdo celular. Na maioria das células adultas normais ndo se observa
expresséo dessa proteina®.

A survivina destaca-se dos demais componentes da familia das
proteinas inibidoras da apoptose (IAP) por conter um unico dominio BIR
e pela auséncia do dominio ring finger, que é substituido por dominio de

alfa-hélice %', A estrutura molecular da survivina é exposta na figura 5.

Funcdo Anti- Area de ligagédo dos

apoptotica -| " microtdbulos "
Dominio BIR % Alfa- hélice I

Area de dimerizacdo

Figura 5. Estrutura molecular da survivina.



11

A expresséo diferenciada da survivina no cancer, em comparacgao
com aquela encontrada em tecidos adultos normais, € uma das mais
intrigantes caracteristicas dessa proteina. Ela é fortemente expressa em
tumores de colon, mama, pulméo, esbfago, pancreas, cavidade oral,
bexiga, assim como em leucemia®’3!32.

Consoante referido, a atividade fundamental da proteina survivina
consiste na inibicAo da apoptose (figura 6). Por tal motivo achamos
conveniente tecer consideracbes acerca do fendmeno biolégico

apoptose, assim como dos mecanismos pelos quais essa proteina atua

nesse fendbmeno.

REPARAGAO DO
DNA

MITOSE f. (T ko.,
‘ "
' '&rp"
AUTOFAGIA

Figura 6. Atuacdes da survivina em carcinogénese.

Ainda que existam evidéncias de que a survivina ocasione

desarranjos do ciclo celular, deixamos de abordar essa atuacdo, uma vez
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que ainda s&o insuficientemente claros os conhecimentos a esse

respeito.

1.4 Fendmeno biolégico apoptose

Numerosas investigacdes relacionadas com diferentes condicdes
envolvidas na carcinogénese mamaria vém sendo desenvolvidas no
passar do tempo. Dentre elas cabe destacar as relacionadas com o
fendmeno apoptose, uma vez que fatores capazes de causar sua inibicao
sdo responsaveis pelo aparecimento de sérias condicfes patoldgicas e
por dificuldades relacionadas com a terapia®.

A apoptose € programa de morte celular extremamente regulado e
de grande eficiéncia, que requer a interacdo de numerosos fatores.

Proteases presentes no organismo, conhecidas como caspases,
desempenham papel fundamental na totalidade do fenbmeno apoptose.
O termo caspase € resultante de conjunto de letras da denominagéo em
lingua inglesa dessas proteases, isto €, cysteine-dependent aspartate-
specific protease. Até o presente foram identificadas 14 diferentes
caspases em seres humanos, sendo que seis delas (3, 6, 7, 8, 9 e 10)
participam da apoptose®=®.

Essas proteases sao sintetizadas como zimogénios, que sao
precursores inativos consistentes em quatro subunidades. A clivagem

proteolitica dos precursores das caspases resulta na separacdo das

subunidades maior e menor, com a producdo de um complexo
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heterotetramérico, que constitui a enzima ativa formada por duas
subunidades maiores e duas menores **%’,

No fendmeno apoptose participam dois grupos de caspases, sendo
um deles o das caspases iniciadoras e 0 outro o0 das efetoras. As
caspases iniciadoras (2, 8, 9, 10 e 11) transformam as formas inativas
nas caspases efetoras. A funcdo destas Ultimas consiste na
desnaturacdo dos diversos substratos celulares, incluindo as proteinas
estruturais e regulatérias no nucleo celular, no citoplasma e no
citoesqueleto. Como decorréncia da clivagem proteolitica de alvos
celulares, ocasionada pela acdo das caspases efetoras, ocorre
desregulacéo de processos vitais, culminando com a morte celular®’®,

A ativacdo da apoptose pode ser iniciada de duas formas: pela via
extrinseca (citoplasmatica) ou pela via intrinseca (mitocondrial) **°.

A apoptose ocorre, mais comumente, pela via extrinseca. Nessa
via a cascata de caspases ¢ ativada via ligacdo do TNF (tumor necrosis
factor) e do Fas-L aos seus respectivos receptores. A via extrinseca é
desengatilhada pela ligacdo de receptores localizados na superficie
celular, denominados receptores de morte [death receptors (DR)], cuja
familia € composta pelas moléculas Fas (CD95), TNFRI, DR3, DR4, DR5
e DR6.

Quando estimulados, estes receptores recrutam proteinas

adaptadoras, como por exemplo, a FADD, a qual associa aos mesmos as

caspases 8 ou 10. Esse complexo, formado por determinado receptor de
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morte, por moléculas adaptadoras e por caspases 8 e/ou 10, é conhecido
como apoptossomo iniciador. Nesse ambiente molecular essas caspases
iniciadoras sao ativadas e, por sua vez, podem acionar diretamente as
caspases executoras ou gerar sinais que irdo acoplar-se a via intrinseca,
atingindo bioquimicamente o conjunto de mitocondrias ***2.

Outra via pela qual se processa a apoptose € a intrinseca, também
denominada mitocondrial, que tem inicio com o aparecimento de “sinais
de estresse”, provenientes do interior da prépria célula. Caso tal
fendbmeno ocorra, as mitocondrias sofrem desacoplamento da cadeia
respiratéria e passam a liberar para o citosol, o citocromo C, além das
proteinas Smac/DIABLO (second mitochondrial derived activator of
caspases/direct IAP-binding protein with a low isoelectric point) e AIF
(apoptosis-inducing factor).

Por um lado, o citocromo C citoplasmatico liga-se a APAF-1. O
conjunto resultante dessa ligacdo, na presenca de ATP, ativa a caspase
9; esta, por sua vez, ativa a caspase 3. O complexo multimolecular
composto por citocromo C APAF-1, ATP e pela caspase 9 € chamado
apoptossomo executor. Por outro lado, Smac/DIABLO é responsavel pelo
cancelamento da acdo negativa de moléculas da familia dos IAPs
(inhibitor of apoptosis proteins), entre eles a survivina. E importante
destacar que na mitocondria a liberagcdo de citocromo C é controlada,

principalmente, pelas proteinas da familia Bcl-2**.
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1.5 Atividade antiapoptotica da survivina

Existem no organismo humano numerosas proteinas, que fazem
parte das familias das proteinas inibidoras da apoptose (IAP). Entre elas
cabe destacar, além da survivina, as proteinas X-IAP (inibidora da
apoptose ligada ao X), MLIP (inibidora da apoptose no melanoma) e
NIAP (neuroproteina inibidora da apoptose) 2+%°¢,

Na proteina survivina existem moléculas antiapoptoticas
caracterizadas pela presenca de um a trés dominios BIR (baculoviral IAP
repeats), uma terminacdo COOH, um dominio ring finger e um dominio
para recrutamento de caspases (cisteino-aspartases).

A survivina, a semelhanca do que ocorre com as demais proteinas
inibidoras da apoptose (IAP), possui um importante papel na acdo das
caspases. A atuacdo antiapoptética da survivina pode se dar por meio de
inibicdo direta das caspases efetoras 3 e 7 e da caspase iniciadora 9,
gue desempenham papel relevante no mecanismo da morte célular
programada, conforme assinalado na figura 7*.

A estrutura da survivina tem sido comparada com as proteinas X-
IAP (inibidora da apoptose ligada ao X), que possuem trés dominios BIR.
A X-1AP inibe as caspases 3 e 7, ao se ligar aos dois primeiros dominios
da estrutura. O terceiro dominio da X-IAP (BIR3) se liga a caspase 9. A

survivina se assemelha bidimensionalmente ao dominio BIR 3 da X-IAP,

sugerindo a possibilidade de ela se ligar & caspase 9***°.
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Cabe assinalar que ainda existem duvidas a respeito de se a
inibicho das caspases pela survivina se da de forma direta ou por
mecanismos indiretos. A forma direta seria a survivina inibir diretamente
as caspases ligando-se diretamente a elas, como ocorre com qualquer
outra IAP.

Outra forma de atuacdo antiapoptoética da survivina consiste na
antagonizacédo da atividade da Smac/DIABLO. A proteina Smac\DIABLO,
gue é liberada da mitocondria, liga-se e remove as IAP de suas ligactes
inibitérias com as caspases, promovendo a apoptose. A survivina tem,
possivelmente, como fungao inibir as acdes das caspases de forma
indireta por meio da via Smac/DIABLO. Na figura 7 é exposta de maneira
esquematica a funcdo antiapoptética da survivina, ao ocasionar

diminuicdo da atividade das caspases®.
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Figura 7. Mecanismo de a¢éo da survivina na inibicdo da cascata da apoptose
(modificado) .

1.6 Survivina e carcinogénese mamaria

No que se relaciona com a expressdo da proteina survivina em
células neoplasicas foram divulgados nos anos recentes resultados de
varios estudos, que evidenciam a sua relevancia na dinamica da
proliferacdo celular no cancer de mama 24283,

Em 2008, Youssef et al. observaram correlacdo entre maior
tamanho do tumor primario e menor expressao dos receptores de

estrégenos e de progesterona e elevada expressdo dessa proteina®’.

Outros ensaios clinicos demonstraram, igualmente, que a survivina
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associa-se a prognostico desfavoravel e a menores indices de sobrevida
livre de doenca®®®.

Alguns estudos retrospectivos relacionados com o carcinoma de
mama tém mostrado que a proteina survivina constitui-se em importante
marcador de agressividade e de prognéstico desfavoravel, com

|47,48

consequente diminuicdo da sobrevida globa Os estudos de

microarray sdo consistentes com esses resultados, inclusive identificando
a survivina como fator de risco associado ao cancer de mama*®°.

Em estudo acerca da correlacéo entre a expresséo da survivina e o
prognostico, que envolveu 167 mulheres acometidas por cancer de
mama nos estadios I, Il e lll, Tanaka et al. (2000) constataram que essa
proteina mostrou-se expressa em 118 (70%) dos tumores. Esses
pesquisadores verificaram que a expressao da survivina constituiu-se em
fator progndéstico mais consistente, quando comparado com outras
caracteristicas prognosticas clinicopatolégicas, incluindo tamanho do
tumor, estadio clinico, comprometimento linfatico, receptores hormonais
e tipo histologico®.

Em investigacdo publicada em 2007, Yamashita et al. concluiram
qgue a survivina é indicador de risco de recorréncia do cancer de mama
em estagio inicial. Observaram taxas de expressdo significativamente
elevadas nos tumores grau Il comparados aos tumores grau | e grau Il

Verificaram que os indices de sobrevida foram significativamente mais

elevados em pacientes com baixa expressdo de survivina, quando


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamashita%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17695451
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comparado com aquelas com alta expressao de survivina nos estadios |
e Il do cancer de mama. Concluiram que a expressao da survivina é por
si sO, fator progndéstico consistente no que se relaciona com sobrevida
livre de doenca de pacientes tratadas por cancer de mama®',

Okumura et al. publicaram, em 2008, os resultados de estudo
acerca da expressado da proteina survivina, que envolveu 52 casos de
CDIS e 28 casos de CDIS com é&reas focais microinvasivas (CDIS-Mi).
Constataram que a expressdo dessa proteina foi significativamente mais
elevada nos casos de CDIS-Mi do que naqueles com amostra de CDIS

apenas'.

Em 2014 Martins realizou estudo em nosso meio com o objetivo de
comparar a imunoexpressao da proteina survivina em espécimes de
carcinoma de mama triplo negativo que, comumente, apresenta
agressividade acentuada, com aquela de espécimes do tipo luminal A,
cuja agressividade € reconhecidamente baixa. Esse pesquisador
constatou expressdo significativamente mais elevada nos espécimes

com carcinoma triplo negativo 2.

1.7 Revisao da literatura

Em revisdo da literatura, realizada nas fontes PubMed, nao
encontramos publicacdes acerca da correlagcdo entre a expressao da
proteina survivina em carcinomas in situ de mama de baixo e de alto

grau.



2. OBJETIVO

20



21

O presente estudo transversal teve como objetivo avaliar a
expressao da proteina survivina nos carcinomas ductais in situ de mama

de baixo e de alto grau, por meio da técnica de imunoistoquimica.
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3. CASUISTICA E METODO
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3.1 Casuistica

Para a realizacdo deste estudo foram selecionados 37 fragmentos
de pecas cirdrgicas ou de materiais de bidpsias provenientes de
pacientes acometidas por carcinoma ductal in situ de mama. Todas as
pacientes foram assistidas no setor de mastologia do Departamento de
Obstetricia e Ginecologia (DOGI) da Irmandade da Santa Casa de
Misericérdia de Sdo Paulo (ISCMSP), entre 2014 e 2016.

O estudo teve prévia aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
do referido hospital, de acordo com preceitos éticos, com a Resolucao
466/96 do Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saude e com
normas internas adicionais (anexo 1).

Consoante os resultados dos exames histopatoldgicos, realizados
no Departamento da Patologia da ISCMSP, os espécimes foram
estratificados nos grupos A e B. No grupo A foram incluidos 13 casos de
CDIS de baixo grau, e no grupo B foram envolvidos 24 casos de CDIS de
alto grau. Os dados gerais das pacientes do grupo A séo representados
no anexo 2, e aqueles das pacientes do grupo B no anexo 3. Os grupos
estudados tiveram avaliacdo da média das idades, consoante descri¢do
exposta no anexo 4.

Para a selecdo dos espécimes de ambos o0s grupos foram
adotados os seguintes critérios de exclusao:

« Associacdo de neoplasia com gravidez e lactagao.
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« Uso prévio de quimioterapia ou hormonioterapia.
« Realizacéo prévia de radioterapia.

« Material ndo apropriado.

3.2 Método

3.2.1 Revisao histolégica

Para confirmar o diagnéstico das duas formas de carcinoma ductal
in situ foi realizada a revisdo dos exames histolégicos. Essa revisao foi
efetuada no Departamento de Anatomia Patoldgica do Hospital Central
da ISCMSP, pela Profa. Dra. Maria Antonieta Longo Galvao da Silva.

Inicialmente cada um dos fragmentos foi emblocado em parafina.
De cada bloco obteve-se um corte histolégico com espessura de 4 ym,
utilizando-se microétomo rotativo. Os cortes foram corados pelo método
da hematoxilina e eosina (H&E), e a leitura dos mesmos foi feita com
emprego de microscopia éptica comum.

Para a caracterizac&o dos tipos histolégicos ductal in situ de alto e
de baixo grau obedeceu-se a padronizacéo de laudos histopatologicos da

Sociedade Brasileira de Patologia.

3.2.2 Técnica de imunoistoquimica

A analise da expresséo da proteina survivina foi realizada por meio

de anticorpo monoclonal liofilizado de camundongo anti-humano, clone
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[12C4, classe de imunoglobulina-isotipo IgG2a Kappa. O kit de anticorpos
antissurvivina utilizado foi da marca ABCAM (Biogen®). Cada um desses
kits contém 1 mL e pode ser diluido na proporcdo 1/50. Dessa forma,
com um Kit, pode-se realizar até 500 testes. Na tabela 2 estdo expostos
os dados técnicos referentes ao anticorpo envolvido na reacao

imunoistoquimica da proteina survivina.

Tabela 2. Dados técnicos referentes aos anticorpos na reagdo imunoistoquimica.

Clone Fabricante Titulo Recuperacdo Solucdo pH Tempo

Anticorpo

12C4 ABCAM 1/50 microondas citrato 6.0 15 min

Survivina .
(Biogen®)

Para a realizacdo do exame pela técnica de imunoistoquimica
foram obtidos cortes histolégicos com espessura de 4 um. Inicialmente
as laminas preparadas foram desparafinadas, preparadas por passagens
sucessivas em xilol e etanol e submetidas a recuperacao antigénica.

A sequir foi feita a inibicdo da peroxidase enddgena, por meio de
lavagem das laminas com solucéo de peréxido de hidrogénio a 3% (agua
oxigenada 10 volumes), com trés trocas de cinco minutos cada. As
laminas foram incubadas com o anticorpo survivina nas diluicbes pre-
estabelecidas em tampédo PBS (pH 7,4), contendo albumina bovina
(BSA) 1% (SIGMA, A9647, USA) e azida soédica 0,1%, por duas horas,

em camara Umida, a temperatura ambiente.
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ApoOs a incubacdo das laminas com anticorpo antissurvivina, de
acordo com a diluicho previamente estabelecida pelo fabricante
(survivina-1:50), elas foram lavadas em tampao PBS, com trés trocas de
cinco minutos cada. No passo seguinte as laminas contendo os cortes
histolégicos foram incubadas com Link por 30 minutos, em temperatura
ambiente, e submetidas a trés lavagens de cinco minutos em PBS e
incubacgao com estreptavidina (HRP 9DAKO A/S, K0690) por 30 minutos,
a temperatura ambiente. Apds a incubacao as laminas foram lavadas em
tampdo PBS (3 e 5 minutos), reveladas com solucdo de
diaminobenzidina (DAB, Sigma) por cinco minutos, e contracoradas com
hematoxilina de Harris (Merck®).

A reacdo imunoistoquimica (antigeno-célula tumoral/anticorpo-
monoclonal antissurvivina) pode ocorrer tanto no nucleo quanto no
citoplasma. O resultado dessa reacéo consiste na obtencéo de coloracao
castanho-dourada.

Os blocos correspondentes as bidpsias e as pecas cirurgicas foram
avaliados para se determinar a expressdo da proteina survivina, por
método imunoistoquimico.

Na figura 8 a reacdo das células de carcinoma ductal in situ de
mama com 0 anticorpo antissurvivina pode ser vista tanto em nucleos

como em citoplasmas.
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Figura. 8. Nucleos e citoplasmas de células de carcinoma ductal in situ
de mama marcados em castanho-dourado pelo anticorpo
antissurvivina (ao =400).

3.2.3 Avaliacdo da imunoexpressao da survivina

Por recomendacdo do fabricante, para a avaliacdo da
imunoexpressdo da proteina survivina utilizou-se como controle positivo,
em todas as etapas, amostras de fragmentos teciduais de prostata, nos
quais a coloracdo castanho-dourada é observada de forma intensa no
citoplasma e no nucleo das células. Na figura 9 observa-se corte
histolégico de tumor de préstata com controle negativo, e na figura 10

com controle positivo.
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Figura 9. Amostra de tumor de préstata considerado como controle
negativo para reagao antissurvivina (ao = 400).

Figura 10. Amostra de tumor de préstata considerado como controle
positivo para reacao antissurvivina (ao = 400).
A leitura dos cortes histoldgicos dos espécimes de CDIS tratados
pela técnica de imunoistoquimica foi realizada com auxilio de

microscopio Onikon Eclipse E 400 de duas cabecas.
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O critério de avaliacédo da expresséo da proteina survivina baseou-
se na porcentagem de células neoplasicas que apresentavam coloracao
castanho-dourada, seja no nucleo ou no citoplasma. Consoante a
metodologia por nés adotada, considerou-se tal critério positivo quando a
porcentagem de células presentes na amostra, que apresentava esta

coloracéo, era igual ou maior do que 10% (tabela 3).

Tabela 3. Critério de positividade da expresséo da proteina survivina.

Proteina Critério de Referéncia Coloracédo
positividade
Survivina > 10% Survivina Nucleo/citoplasma

A fim de estratificar ainda mais o grau da positividade e
negatividade das amostras marcadas pelo anticorpo antissurvivina, foram
subdivididas da seguinte forma de classificagdo: (a) survivina positiva,
acima de 10% de células marcadas, graus 2 e 3 (positivo e fortemente
positivo, respectivamente); e (b) survivina negativa, menor ou igual a
10%, graus O e 1 (tabela 4).

Tabela 4.: Estratificacdo do grau de positividade e negatividade das
amostras coradas pela survivina.

Survivina

Negativo — 0 Positivo - 2
Oel-<ouigualal0% 2e3>10%

Verificou-se que em todas as laminas consideradas positivas 0s

ndcleos apresentaram-se igualmente positivos.
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Na figura 11 esta representado corte histologico de amostra de
tecido de carcinoma ductal in situ considerado negativo para reacéo
antissurvivina e na figura 12 é exposto corte histologico de tecido pré-
canceroso considerado positivo. A figura 13 representa corte compondo

carcinoma ductal in situ e carcinoma ductal invasivo.

Figura 11. Amostra de carcinoma ductal in situ considerada negativa
para reagdo antissurvivina (ao = 400).
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B

Figura 12. A. Amostra de CDIS de alto grau (com comedonecrose)
considerada positiva para rea¢ao antissurvivina. B. Amostra de CDIS
de alto grau considerada positiva para rea¢ao antissurvivina (ao = 400).

"z L
oy | M

Figura 13. CDIS e CDI: considerada positiva para reagado antissurvivina
(ao = 400).

Os achados dos exames foram anotados em planilha. As

anotacgdes de leitura manuscrita foram, posteriormente, repassadas para
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planilhas em programa de computador Excel, Windows Vista-Microsoft,
para que todos os dados pudessem ser cruzados, para possibilitar

posterior avaliagcdo estatistica.

3.3 Analise 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 aplicacdo do teste estatistico. Quando o valor da
significancia calculada (p) for menor do que 5% (0,050) fica caracterizada
diferenca (ou relacdo) estatisticamente significante. Quando o valor da
significancia calculada (p) for igual ou maior do que 5% (0,050), a

diferenca (ou relacéo) € estatisticamente nao-significante.

Foi utilizado também o teste da razdo de verossimilhanca para

avaliar a estratificacao dos dados.

Usamos a planilha eletronica 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 versado 23.0,

para a obtencéo dos resultados.
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Consoante o objetivo do presente estudo, passamos a exposi¢cao
dos resultados referentes as taxas de expressao da proteina survivina
nas células neoplasicas de carcinoma ductal in situ de alto e baixo grau.
Foi aplicado o teste exato de Fisher, com o intuito de verificarmos uma
possivel diferenca entre ambas as categorias da variavel survivina para a

variavel classificacdo do grau nuclear.

Como se pode observar na tabela 5, a proteina survivina
apresentou-se positiva em 22 dos 24 casos de CDIS de alto grau (78%),
enquanto no grupo de 13 casos de CDIS de baixo grau apresentou-se
positiva em 6 (21,40%). Em 77,8% dos casos em que a survivina foi

considerada negativa verificou-se que se tratava de CDIS de baixo grau.

A analise estatistica, realizada com o emprego do teste exato de
Fisher, evidenciou que a expressao da survivina foi significativamente
mais elevada nos CDIS de alto grau, quando comparada nos CDIS de

baixo grau (p = 0,004).



Tabela 5. Comparacédo da positividade e negatividade da
survivina nos grupos CDIS de alto e baixo grau

Survivina Classificacao do grau nuclear

, Total
[pos-neg] Baixo Alto
- 6 22 28
Positivo
21,40% 78,60% 100,00%
, 7 2 9
Negativo
77,80% 22,20% 100,00%
13 24 37
Total
35,10% 64,90% 100,00%

Teste exato de Fisher: p = 0,004
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Os resultados individualizados acerca da imunoexpressdao da

proteina survivina, que correspondem aos 13 casos do grupo CDIS de

baixo grau (grupo A) e dos 24 casos do grupo CDIS de alto grau (grupo

B), sdo apresentados nas tabelas 6 e 7.

Tabela 6. Imunoexpresséao da survivina no Grupo A.

NUmero Registro Expresséao
paciente | hospitalar da
survivina *
1 1497010 2
2 1488719 0
3 1531409 0
4 11601347 0
5 11604156 0
6 11601565 2
7 11604156 0
8 11600588 0
9 11512094 0
10 11516998 2
11 11510409 2
12 11602158 2
13 11601797 2

* Expressdo: 0 = Negativo; 2 = positivo
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Tabela 7. Imunoexpresséo da survivina no Grupo B.

Numero Registro Expresséao da
paciente hospitalar survivina *
1 11601346 0
2 11603142 2
3 11512092 0
4 11515732 2
5 11516761 2
6 11604484 2
7 11602937 2
8 11518397 2
9 11512096 2
10 11604038 2
11 11509992 2
12 11511161 2
13 11607646 2
14 11602577 2
15 1601797 2
16 11509775 2
17 11516705 2
18 11422448 2
19 11420933 2
20 11422559 2
21 11517779 2
22 11509677 2
23 11514115 2
24 11518163 2

* Expressao: 0 = Negativo; 2 = positivo

Na comparacdo entre positividade e negatividade da survivina,
subdividida em 0, 1, 2 e 3, nos grupos CDIS de alto e CDIS de baixo
grau, foi aplicado o teste da razdo de verossimilhangca, com o propdsito
de se verificar possivel diferenca entre as quatro categorias da variavel

survivina, para a variavel classificacdo do grau nuclear.

O resultado exposto na tabela 8 evidencia que a expressdo da
survivina foi significativamente mais elevada no CDIS de alto grau,

guando comparada com CDIS de baixo grau, ao se estratificar o seu grau
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de positividade (p = 0,001). Dentre os negativos, os classificados como 0

apresentam-se de baixo grau em 100% das vezes; e 0S com

classificacdo 1, com 60%.

Os de alto grau, na classificacdo 3,

apresentaram-se fortemente positivos em 84% dos casos.

Tabela 8. Comparacéo entre a positividade e negatividade da survivina,
subdivididaem 0, 1, 2 e 3 com os grupos CDIS de alto e CDIS de

baixo grau.
Classificacdo do grau
Survivina nuclear Total
Baixo Alto
4 0 4
0 neg
100,00% 0,00% 100,00%
3 2 5
1neg
60,00% 40,00% 100,00%
2 1 3
2 pos
66,70% 33,30% 100,00%
4 21 25
3 pos
16,00% 84,00% 100,00%
13 24 37
Total
35,10% 64,90% 100,00%

Teste exato de Fisher: p = 0,001
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5. DISCUSSAO
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As propostas acerca dos procedimentos utilizados no tratamento
do carcinoma ductal in situ de mama sao variaveis, desde aquelas
consideradas insuficientes até as excessivas. Para se chegar a
consenso, quanto as formas adequadas de tratamento dos CDIS, nas
suas variedades de baixo e alto grau, numerosos estudos relacionados

com fatores preditivos tém sido desenvolvidos.

Os fatores progndsticos classicos de CDIS de mama néo predizem
com acuracia a recorréncia local da doenca. A descoberta de
biomarcadores moleculares tem desempenhado papel importante no
prognéstico e nas decisdes terapéuticas, incluindo tratamento
conservador, mastectomia, radioterapia e hormonioterapia. Contudo, a
percepcdo que persistiu é a de que a utilizacdo desses biomarcadores
nao tem sido suficiente para estabelecer o manejo ideal em relacao ao

CDIS.

Por tal motivo foi proposta, recentemente, nova estratégia
preditiva, que consiste em escore de recorréncia e prognostico para
CDIS, modificado do Oncotype Dx (Genomic Health, Redwood City, CA,
USA). Certamente, essa proposta proporciona avancos que conduzem a
selecdo ainda melhor das pacientes, principalmente para terapias
adjuvantes, podendo chegar a uma individualizacdo da conduta

terapéutica’”.
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Estudo de Davis et al., publicado no ano de 2016, analisou um
painel de biomarcadores (receptor de estrogeno, HER-2, Ki67, p53,
ciclina D1, COX-2, caveolina-1, survivina e PPAR-g) e de fatores clinico e
histolégico dos CDIS para determinar associacées com a recorréncia da
doenca. As varaveis analisadas no estudo de 70 pacientes foram a
idade, o tamanho do tumor, a margem, o grau das neoplasias in situ, a

presenca de necrose e o tipo histolégico™.

Levando em consideracdo os varios estudos que evidenciam o
papel da survivina em carcinomas de diferentes 6rgaos, incluindo-se o de
mama'’*, quanto & carcinogénese e, particularmente, quanto ao
progndstico e a sobrevida, os proponentes do referido escore incluiram

em seu algoritmo o gene dessa proteina, entre outros relacionados as

neoplasias.

Apesar das evidéncias do relevante papel desempenhado pela
survivina na carcinogénese mamaria, assim como do reconhecimento por
varios estudos de que ela se constitui em efetivo marcador de
prognostico e de sobrevida livre da doenca, ainda se observa escassez
de investigagbes envolvendo essa proteina. Essa escassez €
particularmente notada em relacdo a lesdo precursora do carcinoma

invasivo de mama, que é o carcinoma ductal in situ.
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Aspecto que entendemos ter grande relevancia no que se
relaciona com a proteina survivina consiste na possibilidade de se

empregar terapia alvo baseada em acéo inibitéria da mesma.

Em estudo publicado em 2012, que envolveu individuos
acometidos por leucemia linfoblastica, Tyner et al. constataram que o
composto sepantronium bromie (YM-155) apresentou capacidade para
inibir a agéo da survivina, reduzindo a atividade dos linfoblastos®. Kumar
et al. (2012) verificaram que o YM-155 reverteu a resisténcia a cisplatina
em pacientes acometidos por carcinoma de cabeca e pescoco, trazendo
maior efetividade da quimioterapia®®. Em estudo prospectivo de pacientes
afetados por mieloma multiplo, Haart et al. (2013) constataram remissao

prolongada da doenca com o uso do YM-155 °’.

A escassez de investigacOes acerca da expressao da survivina nas
células neoplasicas de carcinomas in situ das formas de baixo e alto grau

foi o motivo da realizacdo do presente estudo.

A selecdo dos nossos casos foi realizada de forma rigorosa,
adotando-se como critério de inclusdo somente casos com amostras de
neoplasias contendo apenas o componente in situ. Esse critério foi o
fator responsavel pela dificuldade em obter casuistica mais robusta.
Cabe assinalar que temos em média 100 casos diagnosticados de

cancer de mama ao ano, na Santa Casa de Misericérdia de Sao Paulo,
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sendo que cerca de 18% compreendem carcinoma ductal in situ em
geral.

Nossa opgdo pela técnica da imunoistoquimica fundamentou-se
em estudos realizados para avaliar a expressdo de outras proteinas
(receptores hormonais e HER-2 por exemplos), nos quais foram
observados elevados percentuais de coincidéncia entre os resultados
obtidos pela mesma com agqueles encontrados em estudos de

microarrays>®>°.

Outra importante razdo para essa escolha consistiu na
possibilidade de pesquisar a expressdo da survivina em material
emblocado em parafina, ao contrario do que ocorre na maioria das vezes
com a técnica biomolecular, que exige tecido fresco. Finalmente, cabe
ressaltar a menor complexidade do método de imunoistoquimica, fato

gue possibilita sua reprodutibilidade.

O critério adotado para determinar a expressdo da proteina
survivina nas ceélulas neoplasicas consistiu nha presenca de coloracéo
castanho-dourado no citoplasma e, eventualmente, no nucleo, em pelo
menos 10% das células avaliadas. Esse critério vai ao encontro do
estudo publicado por Sarti et al.,, em 2013, no qual os autores referem
gue a survivina corou nucleo e citoplasma em 71% dos casos. Esse
estudo também evidenciou que ndo ha correlacdo entre o local da
expressdo da survivina (ndcleo/citoplasma) e dados clinico-patologicos

das neoplasias de mama %%,
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Tal critério teve como principio a seguranca do patologista em
considerar que a referida coloracéo visualizada na lamina relacionou-se

com células que expressam a proteina.

O tratamento estatistico dos nossos resultados evidenciou
correlacdo significante entre a imunoexpressao da proteina survivina e a

resposta objetiva entre CDIS de alto e baixo graus.

O fato de ndo encontrarmos publicacdes relacionadas com a
expressao da proteina survivina impossibilita-nos de tecer comparacdes

acerca dos resultados.

Acreditamos que os resultados do presente estudo, ainda que
realizado com casuistica relativamente pouco numerosa, represente
contribuicdo no exaustivo esforco para se estabelecer o manejo
terapéutico e diagndstico racional do carcinoma in situ de mama, em

suas variedades de baixo e de alto grau.
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Os resultados obtidos com a realizagdo do presente estudo
possibilitam-nos chegar a conclusdo de que a expressdao da proteina
survivina foi significativamente mais elevada nas células do carcinoma
ductal in situ de mama de alto grau, quando comparada com aquela

presente no de baixo grau.
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ANEXO 1 — Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

INSTITUTO DE
g) "ESQUISA

SANTA CASA DE S5AD PAULOD

Sdo Paulo, 12 de julho de 2016.

Of. ACPC: 020/2016

llmo. Sr.
Prof. Dr. Paulo Augusto Ayroza Galvdo Ribeiro
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos - ISCMSP

Notificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Expressdo da Proteina Survivina
em Carcinoma Ductal in situ de mama de alto e de baixo grau”, apresentado pelo
Pesquisador Dr. Sebastido Piato e conduzido no Departamento de Obstetricia e
Ginecologia, foi analisado pela Coordenacio do Instituto de Pesquisa Clinica da Santa
casa de S3o Paulo e, dentro das minhas atribui¢des, estdé APROVADO por meio desse

Instrumento.

Todos os documentos necessarios foram apresentados e anexados na Plataforma

Brasil, de acordo com as exigéncias Eticas, Regulatérias e Institucionais.

Atenciosamente,

\v‘*‘

Prof3 3 Vera bgae\‘i s Santos Alves
Coordenado squisa Clinica

Instituto de Pesquisa — Santa Casa SP
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Tabela dos dados gerais da pacientes do Grupo A (CDIS de baixo grau).

NUmero do | Paciente Registro Idade Mama* Espécime** Tipo de Expresséo da
Evento Hospitalar neoplasia Surivivina ***
1 SRN 1497010 47 E Ressec.Seg CDIS 2
2 AASS 1488719 56 D Ressec.Seg CDIS 0
3 BS 1531409 62 E Ressec.Seg CDIS 0
4 MASM 11601347 64 D Ressec.Seg CDIS 0
5 MOS 11604156 52 E Ressec.Seg CDIS 0
6 VCS 11601565 54 D Ressec.Seg CDIS 2
7 JGS 11604156 52 D Ressec.Seg CDIS 0
8 NOC 11600588 55 D Ressec.Seg CDIS 0
9 JAJ 11512094 45 E Bx CDIS 0
10 IPC 11516998 56 D Ressec.Seg CDIS 2
11 LMS 11510409 46 D Ressec.Seg CDIS 2
12 EGSS 11602158 57 D Ressec.Seg CDIS 2
13 EB 11601797 55 E Ressec.Seg CDIS 2

* Mama: direita (D), esquerda (E); **Espécimes: Ressec¢ao segmentar (Ressec
Seq); Biopsia (Bx); Mastectomia radical modificada (MRM). *** Expresséo: 0 =

Negativo; 2 = positivo
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ANEXO 3

Tabela dos dados gerais da pacientes do Grupo B (CDIS de alto grau).

Numero do | Paciente Registro Idade Mama Espécimes Tipo de Expressédo
Evento Hospitalar neoplasia da
Surivivina
1 RR 11509677 57 D Bx CDIS 0
2 CTSY 11514115 51 E Ressec. Seg. CDIS 2
3 SMPS 11518163 59 D Ressec. Seg. CDIS 0
4 SO 11601346 53 D Ressec. Seg. CDIS 2
5 LKS 11603142 22 D Ressec. Seg. CDIS 2
6 MSCS 11512092 43 E Ressec. Seg. CDIS 2
7 MDBL 11515732 60 E Ressec. Seg. CDIS 2
8 MLLL 11516761 66 E Ressec. Seg. CDIS 2
9 MFSC 11604484 46 D Ressec. Seg. CDIS 2
10 EAFS 11602937 61 D Ressec. Seg. CDIS 2
11 MFFL 11605309 62 E Ressec. Seg. CDIS 2
12 RS 11518397 56 D Ressec. Seg. CDIS 2
13 FL 11512096 77 D Ressec. Seg. CDIS 2
14 N 11604038 43 E Ressec. Seg. CDIS 2
15 MCSSM 11509992 37 E Ressec. Seg. CDIS 2
16 ZAA 11511161 62 D Ressec. Seg. CDIS 2
17 TL 11607646 70 E Ressec. Seg. CDIS 2
18 RO 11602577 77 E Ressec. Seg. CDIS 2
19 MES 11509775 56 D MRM CDIS 2
20 ALS 11516705 37 E Ressec. Seg. CDIS 2
21 VSF 11422448 48 E Ressec. Seg. CDIS 2
22 T™MM 11420933 71 E Ressec. Seg. CDIS 2
23 LOL 11422559 66 D Ressec. Seg. CDIS 2
24 CFVA 11517779 55 E Ressec. Seg. CDIS 2




ANEXO 4

Tabela 9. Descricdo estatistica da variavel idade

Variavel n Minimo Maximo Média Desvlo- Percentil Perceml 50 Percentil 75
padréo 25 (Mediana)

ldade 37 22,00 77,00 55,03 11,27 47,25 56,00 62,00




51

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



10.

11.

52

Frasson AL, Garcia GN, Millen E, Zerwes FP, Brenelli F, Urban C et
al. Doencas da Mama — Guia de bolso baseado em evidéncias. 1. Ed. Séo
Paulo: ATHENEU, 2013; 151-156.

INCA 2016. Incidéncia de Cancer no Brasil - estimativa 2016. Rio de Janeiro,

INCA, 2016. [on line] disponivel em http:// www.inca.gov.br/estimativa/2016.

Ernster VL, Barclay J, Kerlikowske K, Grady D, Henderson C. Incidence of and
treatment for ductal carcinoma in situ of the breast. JAMA. 1996; 275:913-918.

UpToDate.Breast ductal carcinoma in situ: Epidemiology,clinical manifestations

and diagnosis.www.uptodate.com ©2016 UpToDate.

Goldhirsch A, Wood WC, Coates AS, Gelber RD, Thurlimann B, Senn HJ.
Panel members. Strategies for subtypes--dealing with the diversity of breast
cancer: highlights of the St. Gallen International Expert Consensus on the
Primary Therapy of Early Breast Cancer 2011. Ann Oncol. 2011; 8:1736-47.

UpToDate. Ductal carcinoma in situ: Treatment and prognosis.
www.uptodate.com ©2016 UpToDate.

Stuart JS, Laura CC. Biopsy interpretation of the breast. Lippincott Williams
&Wilkins, 2009.

Poller DN, Barth A, Slamon DJ. Prognostic classification of breast ductal
carcinoma in situ.The Lancet.1995; 345, 6, 154-115.

Page DL, Anderson TJ. Diagnostic Histopathology of the breast. Edinburgh:
Churchill Linvinstone. 1987.; 120-92.

Scott MA, Lagios MD, Rogers LW et al. Ductal carcinoma in situ of the breast:
Reproducibility of histological subtype analysis. Hum Pathol 1997; 28: 967-73.

Cornfield DB, Palazzo JP, Schwartz GF et al. The prognostic significance of
multiple morphologic features and biologic markers in ductal carcinoma in situ
of the breast: a study of a large cohort of patients treated with surgery alone.
Cancer 2004, 100: 2317-27.


http://lattes.cnpq.br/3020469703512954
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goldhirsch%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21709140
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wood%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21709140
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Coates%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21709140
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gelber%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21709140
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Th%C3%BCrlimann%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21709140
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Senn%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21709140
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Panel%20members%5BCorporate%20Author%5D

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

53

Holland R,Hendriks JH, Vebeek AL, Mravunac M, Shuurmans S JH.Exetent,
distribution and mammographic/histological correlations of breast ductal
caricinoma in situ. Lancet 1990; 335: 519-22.

Rosen PP, Edi B, Syed A H, Frederick C K. Rosen's Breast Pathology, 3rd
Edition. Philadelphia, PA: Lippicott, Williams and Wilkins. Chapter 11 -

Intraductal Carcinoma. 2014.

Peter JE. Breast Cancer Disease State Review & Patient Case Presentation.
Health & Medicine. 2016

Stacey K, Mardekian M, Alessandro B, Juan PP. Ductal carcinoma in situ of the
breast: the importance of morphologic and molecular interactions. Human
Pathology 2016; 49,114-123.

Kalliopi PS. Ductal Carcinoma In Situ of the Breast Current Concepts and
Future Directions. Arch Pathol Lab Med.2013; 137.

Kawasaki H, Altieri DC, Lu CD, Toyoda M, Tenjo T, Tanigawa N. Inhibition of
apoptosis by survivin predicts shorter survival rates in colorectal cancer.
Cancer Res 1998. 58; 5071-4.

Adriana K, Jana F, Yungtai Lo, Nella S, Susan F. Correlation of histopathologic
features of ductal carcinoma in situ of the breast with the oncotype DX DCIS
score. Modern Pathology 2015; 28,1167-1173.

Shan C, Mary EB, Olive K, David D. Risk of subsequent invasive breast cancer
after a diagnosis of ductal carcinoma in situ (DCIS). The Breast 2014; 23, 807e
811.

Okada H, Mak TW. Pathways of apoptotic and non-apoptotic death in tumor
cells. Nat.Rev.Cancer, 2004.4, 592-603.

Yamashita S, Masuda Y, Kurizaki T, Haga Y, Murayama T, Ikei S et al. Survivin
expression predicts early recurrence in early-stage breast cancer. Anticancer
Res. 2007; 27:2803-8.

Hinnis AR, Luckett JCA, Walker RA. Survivin is an independent predictor of
short-term survival in poor prognostic breast cancer patients. Brit. J. Cancer.
2007 96, 639-645.


http://www.slideshare.net/featured/category/health-medicine
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yamashita%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Masuda%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kurizaki%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Haga%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Murayama%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ikei%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17695451
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17695451

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

54

Athanassiadou AM, Patsouris E, Tsipis A, Gonidi M, Athanassiadou P. The
significance of Survivin and Nectin-4 expression in the prognosis of breast
carcinoma. 2011; 49:26-33.

Altieri DC, Ambrosini G, Adida C, Sirugo G. Induction of apoptosis and inhibition
of cell proliferation by survivin gene argeting. J Biol Chem 1998; 273:11177-82.

Altieri DC. Survivin, versatile modulation of cell division and apoptosis in
cancer. Oncogene, 2003. 22: 8581-9.

Son, BH, Choi JS, Lee JH. Prognostic values of KAI1 and survivin expression in

an infiltrating ductal carcinoma of the breast. Pathology, 2005. 37: 131-136.

Mohane SC, Fang-Ying T, Jagat R K, Sailu S, Chun HAC. Targeting survivin:
Just a dream or future reality? Cancer Treat Rev. 2013; 39, 802-811.

Ambrosini, G, Adida C, Altieri DC. A novel anti-apoptosis gene, survivin,

expressed in cancer and lymphoma. Nat. Med. 1997. 3: 917-21

Sah NK, Seniya C. Survivin splice variants and their diagnostic significance.
Tumour Biol. 2015; 36(9):6623-31.

Verdicia MA, Huang H, Dutil E, Kaiser DA, Hunter T, Noel JP. Structure of
human anti-apoptotic protein surviving reveals a dimeric arrangement, Nat.
Struct. Biol. 2000; 602—-608.

Chantalat L, Scoufias DA, Kleman JP, Jung B, Dideberg O, Margolis RL.
Crystal structure of survivin reveals a bow tieshaped dimmer with two unusual
alpha helical extentions, Mol.Cell. 2000; 183-189.

Tanaka K, lwamoto S, Gon, G, Nohara T, lwamoto M, Tanigawa, N. Expression
of survivin and its relationship to loss of apoptosis in breast carcinomas. Clin
Cancer Res. 2000; 6(1): 127-134.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Athanassiadou%20AM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Patsouris%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tsipis%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gonidi%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Athanassiadou%20P%22%5BAuthor%5D

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

55

Kato J, Kuwabara Y, Mitani M, Shinoda N, Sato A, Toyama T, Mitsui A,
Nishiwaki T, Moriyama S, Kudo J, Fujii Y. Expression of survivin in esophageal
cancer: Correlation with the prognosis and response to chemotherapy. Int. J.
Cancer.2001; 95: 92-95.

Satoh K, Kaneko K, Hirota M, Masamune A, Satoh A, Shimosegawa T.
Expression of surviving is correlated with cancer cell apoptosis and is involved
in the development of human pancreatic duct cell tumors. Cancer. 2001; 92:
271-278.

Adida C, Berrebi D, Peuchmaur M, Reyes-Mugica M, Altieri DC. Anti-apoptosis

gene, survivin, and prognosis of neuroblastoma. Lancet. 1998; 351: 882—-883.

Reis FRS. Estudo da expresséao da survivina e SMAC/DIABLO na leucemia
mieloide cronica. Tese (mestrado). INCA (Instituto Nacional do Cancer). Rio de
Janeiro, 2007.

Youssef NS, Hewedi LH, Raboh NMA. Immunohistochemical expression of
survivin in breast carcinoma: relationship with clinicopathological parameters,
proliferation and molecular classification. J. Egypt. Nat. Cancer Inst. 2008; 20;
348-357.

Mcllwain DR, Berger T, Mak TW Caspase functions in cell death and disease.
Cold Spring Harb Perspect Biol. 2013; 5 1-4.

Schimmer AD. Inhibitor of apoptosis proteins: translating basic knowledge into
clinical practice. Cancer Res., 2004; 64, 7183-90.

Wheatley SP, McNeish IA. Survivin: a protein with dual roles in mitosis and
apoptosis. Int Rev Cytol. 2005;247:35-88.

Dario C. Survivin — The Inconvenient IAP. Semin Cell Dev Biol. 2015; 39:91-96.

Dario C. Survivin and IAP proteins in cell death mechanisms. Biochem J. 2010;
430(2): 199-205.

Leist M, Jaattela M. Four deaths and a funeral: from caspases to alternative
mechanisms. Nat. Rev. Mol. Cell. 2001; 2, 589-98.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McIlwain%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23545416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Berger%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23545416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mak%20TW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23545416
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wheatley%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16344111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McNeish%20IA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16344111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16344111

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

56

Fengzhi L, Michael GB. Role of the Survivin Gene in Pathophysiology. Am J
Pathol. 2006; 1,169.

Franziska KZ, Dominik AM, Ute C, Carsten GKL, Thomas FR, Susanne E.
Survivin does not influence the anti-apoptotic action of XIAP on caspase-9

Biochem Biophys Res Commun. 2016; xxx 1-6.

Sah NK, Khan Z, Khan GJ, Bisen PS. Structural, functional and therapeutic
biology of surviving. Cancer Lett. 2006; 244(2):164-71.

Martins, AN. Resposta clinica do carcinoma ductal de mama localmente
avancado a quimioterapia neoadjuvante com antraciclicos, consoante a
expressao da proteina survivina nas células do tumor Tese (mestrado).
Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo. Sado Paulo,
2010.

Rexhepaj E, Jirstrom K, O'Connor DP, O'Brien SL, Landberg G, Duffy MJ et al.
Validation of cytoplasmic-to-nuclear ratio of survivin as an indicator of improved

prognosis in breast cancer. BMC Cancer. 2010 23; 639.

Lee CW, Simin K, Liu Q, Plescia J, Guha M, Altieri DC et al. A functional notch—
survivin gene signature in basal breast cancer. Breast Cancer Res. 2008;10:
97-99.

Yamanaka K, Nakata M, Kaneko N, Fushiki H, Kita A, Nakahara T et al.
YM155, a selective survivin suppressant, inhibits tumor spread and prolongs
survival in a spontaneous metastatic model of human triple negative breast
cancer. Int J Oncol. 2011; 39:569-75.

Okumura Y, Yamamoto Y, Zhang Z, Toyama, Kawasoe T, Ibusuki M, Hirotaka
|. Identification of biomarkers in ductal carcinoma in situ of the breast with
microinvasion. BMC Cancer 2008, 8:287.

Martins, AN. Expressao da proteina survivina nos subtipos triplo negativo e
luminal a do carcinoma do tipo ndo especial de mama Tese (doutorado).
Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo. Sado Paulo,
2014.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=N.K.+Sah+et+al.+%2F+Cancer+Letters+244+(2006)+164%E2%80%93171
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rexhepaj%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jirstrom%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22O'Connor%20DP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22O'Brien%20SL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Landberg%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Duffy%20MJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Validation%20of%20cytoplasmic-to-nuclear%20ratio%20of
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19025652?dopt=AbstractPlus&holding=f1000,f1000m,isrctn
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yamanaka%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nakata%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kaneko%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fushiki%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kita%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nakahara%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nakahara%20T%22%5BAuthor%5D

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

57

Lawrence JS, Robert G, Frederick LB, Steven MB, Lorie LH, Carl Y, Diana BC
et al. A Multigene Expression Assay to Predict Local Recurrence Risk for Ductal
Carcinoma In Situ of the Breast. J Natl Cancer Inst; 2013;105:701-710.

Davis JE, Nemesure B, Mehmood S, Nayi V, Burke S, Brzostek SR, Singh M.
Her2 and Ki67 Biomarkers Predict Recurrence of Ductal Carcinoma in Situ.
Appl Immunohistochem Mol Morphol. 2016; 24(1):20-5.

Tyner JW, Jemal AM, Thayer M, Druker BJ, Chang BH. Targeting survivin and
p53 in pediatric acute lymphoblastic leukemia. Leukemia. 2012; 26: 623-32.

Kumar B, Yadav A, Lang JC, Cipolla MJ, Schmitt AC, Arradaza N Et al. YM155
reverses cisplatin resistance in head and neck cancer by decreasing

cytoplasmic survivin levels. Molec Cancer Ther. 2012; 11:1988-98.

De Haart SJ, van de Donk NW, Minnema MC, Huang JH, Aarts-Riemens T,
Bovenschen N, Et al. Accessory cells of the microenvironment protect multiple
myeloma from T-cell cytotoxicity through cell adhesion-mediated immune
resistance. Clin Cancer Res. 2013; 19:5591-601.

Kononen J, Bubendorf L, Kallioniemi A, Barlund M, Schraml P, Leighton

S, Torhorst J, Mihatsch MJ, Sauter G, Kallioniemi OP. Tissue microarrays for
high-throughput molecular profiling of tumor specimens.Nat Med. 1998;
4(7):844-7.

Lakhani SR, Ashworth A. Microarray and histopathological analysis of tumors:
the future and the past? Nat Rev Cancer 2001; 1:151-7.

Sarti M, Pinton S, Limoni C, Carbone GM, Pagani O, Cavalli F et al. Differential
expression of testin and survivin in breast cancer subtypes. Oncol reports.
2013; 30: 824-32.

Zakaria J. Al-Joudi F S, Iskandar Z A, Hasnan J, Rusli J, Kamal Y, Imran A K,
Ahmed M, Expression of survivin and its clinicopathological correlations in

invasive ductal carcinoma of the breast. Singapore Med J 2007; 48 (7): 607.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tyner%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21960246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jemal%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21960246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thayer%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21960246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Druker%20BJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21960246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chang%20BH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21960246
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kumar%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22723337
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yadav%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22723337
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lang%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22723337
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cipolla%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22723337
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schmitt%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22723337
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arradaza%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22723337
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Haart%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24004671
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20de%20Donk%20NW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24004671
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Minnema%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24004671
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Huang%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24004671
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aarts-Riemens%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24004671
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bovenschen%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24004671
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kononen%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9662379
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bubendorf%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9662379
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kallioniemi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9662379
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%C3%A4rlund%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9662379
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schraml%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9662379
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leighton%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9662379
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leighton%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9662379
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torhorst%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9662379
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mihatsch%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9662379
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sauter%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9662379
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kallioniemi%20OP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9662379
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9662379

58

FONTES CONSULTADAS

Conover WJ. Pratical Nonparametric Statistics. New York: John Wiley &
Sons. 2%ed., 1980.

Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o Paulo. Pos-
Graduacdo. Normatizacdo para apresentacao de dissertacOes e teses
em estudos experimentais e observacionais. S&o Paulo: Faculdade de
Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo. P6s-Graduacao; 2004.
26p.

Houaiss A . Dicionario Eletrénico Houaiss da Lingua Portuguesa [CD
ROM]. Rio de Janeiro: Objetiva, 2001.

Magalhdes MN, Lima ACP. Nocdes de probabilidade e estatistica. S&o
Paulo: IME-USP, 2%ed. 2000. 379p.



59

RESUMO



60

Chade MC. Expressdo da proteina survivina em carcinoma ductal in situ de
mama de alto e de baixo grau. Dissertacdo de Mestrado. Curso de POs-
graduacdo em Ciéncias da Saude, area de concentracdo em Ciéncias da
Saude. Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o Paulo. Sdo
Paulo, 2017.

Objetivo. O objetivo do trabalho € a avaliacdo da expressdo da proteina
survivina nos carcinomas ductais in situ de mama de baixo e de alto grau, por
meio da técnica de imunoistoquimica. Casuistica. Fragmentos de materiais
obtidos por bidpsia incisional e procedimentos cirargicos de 37 (trinta e sete)
mulheres acometidas por carcinoma ductal in situ de mama. Foram
subdivididos em grupo A: carcinoma ductal in situ de baixo grau; e grupo B:
carcinoma ductal in situ de alto grau. Método. A pesquisa de expressdo da
proteina survivina foi realizada pela técnica da imunoistoquimica, utilizando-se
anticorpo monoclonal liofilizado de camundongo anti-humano, clone 12C4,
classe de imunoglobulina-isétipo IgG2a Kappa na diluicdo de 1:50. Para o
controle positivo utilizou-se fragmentos teciduais de cancer de prostata. O
critério de avaliagdo da expressdo da proteina survivina baseou-se na
porcentagem de células neoplasicas que apresentavam coloragcdo castanho-
dourada. Considerou-se tal critério positivo quando a porcentagem de células
gue apresentava esta marcacao era igual ou maior do que 10%. Resultados. A
proteina survivina apresentou-se positiva em 22 dos 24 casos de CDIS de alto
grau (78%), enquanto no grupo de 13 casos de CDIS de baixo grau
apresentou-se positiva em 6 (21,40%), (p = 0,004). Concluséo. O indice de
frequéncia de expressao da survivina foi significativamente mais elevado no
grupo de pacientes com CDIS de alto grau, quando comparado com aquelas do
grupo com CDIS de baixo grau.

Palavras chave: Proteinas inibidoras de apoptose. Carcinoma intraductal ndo
infiltrante. Biomarcadores tumorais. Proteinas de neoplasias. Neoplasias de
mama.
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Chade MC. Expression of survivin protein in high and low grade ductal
carcinoma in situ. Masters dissertation. Post-graduate course in Health
Sciences, area of concentration in Health Sciences. Faculty of Medical
Sciences of Santa Casa de Sao Paulo. S&o Paulo, 2017.

Background. The aim of the present work is to evaluate the expression of
survivin protein in low and high grade in situ ductal carcinomas by
immunohistochemistry. Methods.Fragments of materials obtained by incisional
biopsy and surgical procedures of 37 (thirty seven) women affected by ductal
carcinoma in situ of the breast. They were subdivided into group A: ductal
carcinoma in situ of low grade; And group B: high grade in situ ductal
carcinoma.The survivin protein expression research was performed using the
immunohistochemistry technique using anti-human mouse lyophilized
monoclonal antibody, clone 12C4, IgG2a Kappa immunoglobulin-isotype class
at the 1:50 dilution. For the positive control, tissue fragments of prostate cancer
were used. The criterion for evaluation of survivin protein expression was based
on the percentage of neoplastic cells that presented brown-gold coloration,
either in the nucleus or in the cytoplasm. Such a positive criterion was
considered when the percentage of cells bearing this label was equal to or
greater than 10%. Results. The survivin protein was positive in 22 of the 24
cases of high-grade CDIS (78%), whereas in the group of 13 cases of low-
grade CDIS, it was positive in 6 (21.40%), (p = 0.004 ). Conclusion.The
frequency of expression of survivin was significantly higher in the group of
patients with high-grade CDIS compared to those in the low-grade CDIS group.

Key words: Apoptosis inhibitory proteins. Non-infiltrating intraductal carcinoma.
Tumor biomarkers. Proteins of neoplasias. Breast neoplasms



