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RESUMO

INTRODUGCAO: o cancer de mama é uma doenca heterogénea. Ha necessidade de
critérios diagndsticos e prognésticos mais refinados. O emprego da imuno-
histoquimica, através do painel prognéstico, fez despontar a figura do carcinoma
triplonegativo e, da mesma forma, a histogenética trouxe a evidéncia o carcinoma
basal. Paralelamente, o conhecimento sobre a origem biolégica das neoplasias e da
sua heterogeneidade vem sendo acentuadamente debatido através do tema das
células-tronco tumorais. OBJETIVOS: investigar a prevaléncia de carcinomas basais
e pentanegativos, numa amostra de carcinomas triplonegativos, e estabelecer
associacfes com a expressdo de células-tronco tumorais nestes tumores. Verificar
diferencas entre estes subtipos com as variaveis clinicopatoldgicas. METODOS: 94
carcinomas mamarios triplonegativos foram testados para CK5/6, HER1, CD44 e
CD24. As expressfes desses marcadores por imuno-histoquimica automatizada
foram avaliadas através de escore simples de positividade (porcentagem de células)
e correlacionadas com os dados clinico-patoldgicos e andlise de sobrevivéncia.
RESULTADOS: carcinomas basais apresentam maior grau tumoral que carcinomas
pentanegativos (p=0,004). A negatividade para CD44 (p=0,007) e o perfil CD44"
CD24" (p=0,013) foram associados com maior invasdo vascular entre carcinomas
triplonegativos. A expressdao de CD44 foi associada aos carcinomas basais
(p=0,007). O perfil CD44 CD24"" foi associado aos carcinomas pentanegativos
(p=0,04). Nenhuma das variaveis em estudo foi associada com os desfechos
clinicos. CONCLUSAO: Carcinomas mamarios basais e pentanegativos s&o
subtipos tumorais bastante proximos. Nosso estudo € o primeiro desenhado
especificamente para avaliar a presenca células tronco-tumorais mamarias entre
carcinomas basais e pentanegativos, onde o perfil CD44 CD24™" foi associado ao
subtipo pentanegativo, e o perfil CD44' CD24" a invasdo vascular, resultados que
merecem confirmacédo por histogenética em estudos de maior porte.

PALAVRAS-CHAVE: cancer de mama, basal, triplonegativo, pentanegativo, célula-
tronco, CD44 e CD24



ABSTRACT

INTRODUCTION: Breast cancer is a heterogeneous disease, and there is a need for
more refined diagnostic and prognostic criteria. Immunohistochemistry, as a breast
prognostic panel, has given rise to triple-negative carcinoma, as well as histogenetics
highlighted basal carcinoma. Concomitantly, the understanding of the biological
origins of neoplasia and its heterogeneity has been strongly debated through the
theme of cancer stem cells. OBJECTIVES: To investigate the prevalence of basal
and penta-negative carcinomas in a sample of triple-negative carcinomas and to
establish associations with cancer stem cells (CD44/CD24 expression profiles) and
the clinicopathological variables within these tumors. METHODS: Ninety-four triple-
negative breast carcinomas were tested for CK5/6, HER1, CD44 and CD24. The
expression of these markers was evaluated by automated immunohistochemistry
using a simple positivity score (percentage of cells) and was correlated with the
clinicopathological and survival analysis data. RESULTS: Basal carcinomas had
higher tumor grades than penta-negative carcinomas (p=0.004). CD44 negativity
(p=0.007) and the CD44°CD24" phenotype (p=0.013) were associated with increased
vascular invasion amongst the triple-negative carcinomas. CD44 expression was
associated with basal carcinomas (p=0.007). The CD44'CD24™" phenotype was
associated with penta-negative carcinomas. None of the variables in the study were
associated with clinical outcome. CONCLUSION: Basal and penta-negative breast
carcinomas are closely related tumor subtypes. Our study is the first to be specifically
designed to assess the presence of breast cancer stem cells in basal and penta-
negative carcinomas. The CD44 CD24”°" phenotype was associated with the penta-
negative subtype, and the CD44'CD24" phenotype was associated with vascular
invasion. These results require histogenetic confirmation in larger studies.

KEYWORDS: Breast cancer, basal, triple-negative, penta-negative, stem cells, CD44
and CD24
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1. INTRODUCAO

O cancer de mama € uma doenca heterogénea. A apresentacdo clinica, o
potencial bioldgico, a resposta ao tratamento e o prognostico podem ser bastante
diferentes. (1-13)

A avaliacdo anatomopatologica apurada, considerando aspectos histoldgicos
e biolégicos do carcinoma primario de mama, ainda representa o instrumento de
maior utilidade, embora imperfeito, para a predicdo dos desfechos clinicos da
doenga e sua resposta a intervengdes clinicas. Ainda hoje, os achados morfologicos
e imuno-histoquimicos da patologia tradicional espelham, com grande precisdo, a
expressdo de centenas de genes que podem ser avaliados em uma simples
verificacdo histolégica associada ao correspondente estudo imuno-histoquimico. (5)
Contudo, os fatores prognésticos anatomopatolégicos tradicionalmente utilizados no
cancer de mama como o didmetro tumoral, o grau histolégico e o numero de
metéstases nos linfonodos regionais, associados mais recentemente a determinagéo
imuno-histoquimica (IH) do “painel progndstico”, tém se demonstrado insuficientes
em alguns casos. Nao ha duvida de que existe uma grande necessidade de critérios
diagnosticos mais refinados, bem como parametros progndsticos mais precisos, para
gue se possa tratar o carcinoma de mama de maneira mais eficaz e estabelecer
mais claramente a probabilidade de recorréncia, sobretudo quando ha controvérsia
quanto a aplicacdo das diferentes modalidades de tratamento disponiveis. (14-18)

A avaliacdo imuno-histoquimica do cancer de mama - através de um painel
com receptor de estrégeno (RE), de progesterona (RP) e receptor do fator de
crescimento epidérmico humano 2 (HER2) - ndo é recente, e atualmente, tornou-se

fundamental. (19, 20) Em funcao da negatividade para esses trés marcadores IHs,
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recentemente surgiu um subtipo tumoral controvertido chamado carcinoma mamario
triplonegativo (TN). Atualmente, o carcinoma TN € de conhecido mau prognadstico e
as pacientes que desenvolvem este subtipo tumoral ndo se beneficiam de
importantes modalidades terapéuticas como a terapia antiestrogénica e a anti-HER2.
(7, 21-26)

Na busca de novas formas de classificacdo do cancer de mama, no final do
século 20 e inicio do seéculo 21, surgiram varias publicacdes abordando e
correlacionando os aspectos genéticos dos tumores mamarios com os clinicos e
imuno-histoquimicos ja estabelecidos, algumas dessas trazendo importantes
contribuicdes para o conhecimento cientifico atual sobre o assunto. (1-4, 6, 27-29)

O estudo da genética tumoral - mesmo que por meio de um nuamero ainda
limitado de genes - provou constituir-se numa possibilidade real de reclassificacao
do cancer de mama, permitindo categorizar e observar clinicamente diferentes
genotipos tumorais, com possibilidades concretas de evolu¢cdo em direcédo a futura
personalizacdo das intervencfes terapéuticas. O estudo dos genes tumorais
mostrou que € possivel avancar sobre a atual classificacdo dos carcinomas
mamarios, propiciando separar tumores que até entdo eram idénticos do ponto de
vista histopatologico, imuno-histoquimico e clinico. O maior desafio futuro é
estabelecer para cada um desses “tumores semelhantes”, perfis bioldégicos bem
distintos, de onde poderdo ser extraidas importantes inferéncias preditivas de
sensibilidade tumoral as terapias disponiveis, bem como informacdes progndsticas.

Os estudos de Perou e Sorlie e cols., do inicio dos anos 2000, s&o
fundamentais no contexto da genética do cancer de mama (1-4). Nesses trabalhos,
e de maneira indelével, surge uma nova classificacdo subdividindo o cancer de

mama a partir da expresséao de diferentes grupos de genes. Essa nova classificacao



18

redistribuiu 0s canceres de mama em cinco subtipos, assim chamados: luminal A,
luminal B, normal breast-like, HER2 e basal-like. Dentre esses cinco principais
grupos, o carcinoma mamario basal apresenta um dos piores prognosticos. O
interesse neste subtipo é ainda maior, pois, a semelhanca do carcinoma
triplonegativo, a maioria dos carcinomas basais também nédo responde as terapias
antiestrogénicas e anti-HER2. (4, 6, 30)

Até muito pouco tempo, outro assunto de extrema importancia na oncologia
humana - o conhecimento sobre a origem biolégica das neoplasias e da sua
heterogeneidade (fenotipica e genotipica) - esteve represado por muitos anos,
principalmente devido a caréncia tecnolégica. Durante tal periodo, duas teorias
tentavam explicar a heterogeneidade tumoral, assim como 0 seu crescimento e
recidiva.

Uma teoria - chamada “modelo estocastico” - versava sobre uma
probabilidade pequena, mas igual a de que qualquer célula dentro de uma massa
tumoral heterogénea poderia gerar uma nova neoplasia, com igual padrédo de
heterogeneidade, uma vez semeada em outro local do organismo, com condicdes
idénticas ao seu nicho de origem. (31-34) A outra teoria, seguindo um modelo de
hierarquizacdo das células neoplasicas, postulava a existéncia de diversas classes
distintas de células dentro de uma massa tumoral, porém apenas poucas delas,
denominadas células-tronco tumorais (CTTs), teriam a real capacidade de manter ou
de reiniciar o crescimento de uma neoplasia num nicho idéntico ao original. (35-39)

A teoria das CTTs foi muito bem revista e discutida na publicacdo de Stewart
Sell, em 2004, que imputa parte dessa ideia inicial ao alemao Julius Friedrich
Cohnheim, um patologista experimental que, pouco depois da metade do século 19,

concebeu as primeiras conjecturas sobre a teoria das origens do cancer. (37)
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Também ha revisbes interessantes sobre essa teoria abordando especificamente o
cancer de mama. (35, 40-46)

Devido ao avanco global da ciéncia em todas as areas de conhecimento, a
partir da segunda metade do século 20, a literatura médica foi “invadida” por
centenas de publicacdes envolvendo a teoria das células-tronco tumorais, muitas,
inclusive, fundamentadas em modelos experimentais, e hoje tal teoria esta
virtualmente comprovada, embora ainda necessitando de maior reprodutibilidade e,
principalmente, aplicabilidade clinica com propdsito terapéutico (terapias-alvo). (41,
47-50)

Sobre os carcinomas mamarios e as células-tronco tumorais, ja existem
estudos bastante elucidativos. (42, 46, 50-53) Poucos e recentes trabalhos, porém,
abordam especificamente os subtipos triplonegativos e basais de conhecido mau
progndéstico e os correlacionam com as diferentes expressdes imuno-histoquimicas
de CD44 e CD24, marcadores que atualmente sdo o0s mais utilizados na
identificacdo das células-tronco tumorais no cancer de mama. (48, 54-66)

O conhecimento médico cientifico tem ainda um longo e desafiador caminho
até futuramente determinar pela imuno-histoquimica, genética tumoral ou, quem
sabe por outra futura técnica, quais sdo, exatamente, as células tronco-tumorais
mantenedoras de cada um dos varios tipos de tumores malignos pertencentes ao

heterogéneo grupo dos carcinomas da mama.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Os carcinomas mamarios triplonegativos, basais e pentanegativos

Desde o desenvolvimento do microscopio, da histologia e da patologia - dos
séculos 16 e 17 até a metade do século 20 - o tratamento do carcinoma de mama
vinha sendo fundamentado numa classificacdo neoplasica relativamente simples,
baseada no tipo histologico, no grau tumoral e nos estagios patoldgico e clinico da
doenca. A partir da segunda metade do século 20, a expressdo de receptores
hormonais (estrdgeno e progesterona) e de outros marcadores como o HER2
instituiu a biologia molecular como ferramenta fundamental em patologia mamaria
(19, 20, 67-71). Hoje, a pesquisa desses trés fatores por meio da técnica imuno-
histoquimica denomina-se “painel prognostico do cancer de mama” e € indicagao
obrigatoéria apés o diagnostico anatomopatolégico dos carcinomas da mama.

Neste contexto do uso contemporaneo massivo do painel prognéstico, surge,
em um resumo apresentado por Carey e cols., em 2004 no 27° San Antonio Breast
Cancer Symposium, e no trabalho de Brenton e cols., em 2005, o termo
triplonegativo para identificar aqueles carcinomas mamarios que se mostram ao
exame imuno-histoquimico negativos para os receptores de estrégeno, progesterona
e HER2. (72) Posteriormente, estudos especificos sobre o subtipo triplonegativo
demonstraram que esse € um grupo heterogéneo de tumores de progndstico ruim,
com diferentes fatores de risco, apresentacdes clinicas, padrdes histopatoldgicos,
comportamentos clinicos e respostas a quimioterapia, quando comparados com 0s
carcinomas mamarios positivos para estrogénio, por exemplo. (7, 8, 23, 73-89)

Em sua grande maioria, 0s carcinomas triplonegativos desenvolvem-se em



21

pacientes mais jovens (abaixo dos 50 anos) e sdo mais prevalentes em mulheres
afro-descendentes e hispanicas. (78-80, 84-87) O pico de recidiva dos carcinomas
TNs parece ocorrer entre 0 primeiro e o terceiro ano apés o diagndstico, e boa parte
dos pacientes morre apos cinco anos do tratamento inicial, 0 que € acentuadamente
diferente do comportamento clinico esperado para 0s casos de carcinomas
estrogeno positivos. (8, 80, 90-93) Por outro lado, passados 0s primeiros cinco anos,
0 subtipo triplonegativo parece ter menor chance de recidiva que o0s carcinomas
estrogeno positivos. (23, 92)

Do ponto de vista histopatolégico, a maioria dos carcinomas triplonegativos &
do tipo ndo especial e de alto grau, isto é, grau 3 da classificacdo de Nottingham. (8)
O indice proliferativo médio (Ki-67) € de 35%, variando de 10 a 90%. (94) Pela
classificacdo histologica pode-se, todavia, perceber claramente a heterogeneidade
deste grupo, pois carcinomas metaplasicos, mioepiteliais e adenoide-cisticos
também séo preferentemente triplonegativos. (26, 95-97)

Alguns anos apd6s o surgimento da imuno-histoquimica, estudos utilizando
outras técnicas inovadoras, como a polymerase chain reaction (PCR) e o
sequenciamento genético (capazes de verificar o conteddo genético celular),
apareceram com bastante repercussédo. Mais recentemente, os estudos utilizando
analise tumoral histogenética por multiplos genes (DNA microarray) tém permitido a
identificacdo e a classificacdo dos carcinomas mamarios de uma forma diferente da
classica. (1-4) A técnica diagnostica e prognostica revela, em parte, por que
pacientes com tumores de mesmas caracteristicas patolégicas (tamanho, tipo, grau
e estagio) podem mostrar evolucdes clinicas diferentes. Os estudos de DNA
microarray tém demonstrado que a heterogeneidade clinica e bioldgica do cancer de

mama pode ser explicada por diferencas na composicdo genética dessas
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neoplasias, mesmo que se parecam muito semelhantes a luz dos classicos métodos
de diagndstico e estadiamento.

Por meio da andlise tumoral pela técnica histogenética, € possivel identificar
diferentes carcinomas de mama dentro de um mesmo “tipo histolégico de cancer” e
delinear uma nova classificacdo baseada em grupos de genes expressos a
semelhanca do tecido mamario normal. Nos primeiros estudos, utilizando DNA
microarray, demonstrou-se que € possivel separar carcinomas mamarios em pelo
menos cinco subgrupos, de acordo com a expressdo de diversos genes
relacionados aos receptores hormonais (estrégeno e progesterona), ao crescimento
celular (HER2 e HER1/EGFR), ao ciclo celular e a “origem no tecido mamario” (2-4).
A partir desses elementos, o grupo de Perou formulou uma nova classificacédo
“‘molecular” para os carcinomas de mama em cinco grupos principais: luminal A,
luminal B, normal breast-like, HER2 e basal-like; permanecendo ainda um grupo
menor de tumores nao classificaveis pelos genes testados. Dentre 0s cinco
principais grupos genéticos, o carcinoma mamario subtipo basal apresentou um dos
piores progndsticos e representou 15% dos carcinomas mamarios estudados (2).
Deve-se ressaltar que as publicacdes recentes com DNA microarray, no inicio dos
anos 2000, ndo foram as primeiras a tentar entender o significado dos “tumores
basais de mama”, pois alguns anos antes, por técnica imuno-histoquimica, ja havia
trabalhos neste contexto. (28, 29, 98)

A heterogeneidade do cancer de mama, que historicamente ja era
demonstrada pela histopatologia e corroborada pela imuno-histoquimica, foi exposta
como nunca pela nova “classificagdo molecular”. Nao resta mais duvida de que o
cancer de mama €, portanto, doenca de multiplas faces e que engloba vérias

entidades geneticamente distintas. Reconhece-se que cada paciente, por si s0, ja
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contribui para a variabilidade da resposta aos tratamentos (heterogeneidade clinica),
contudo, mesmo com parametros patoldgicos e progndésticos semelhantes, devemos
esperar comportamentos clinicos diferentes também em funcédo das caracteristicas
genéticas distintas de cada subtipo histopatolégico (heterogeneidade tumoral).

O subtipo tumoral basal (basal-like), que apresenta um perfil genético similar
ao das células basais ou mioepiteliais da mama, € um bom exemplo da
heterogeneidade do cancer mamario. (2, 4) Os carcinomas basais, assim como 0s
carcinomas triplonegativos, também gozam de grande interesse no momento, pois
possuem prognostico desfavoravel. Quando comparados aos luminais, usualmente
nao respondem a hormonioterapia, visto que grande parte é negativa para RE e RP,
assim como também néo expressam o HER2. (99-102)

Com relacdo ao exame anatomopatologico, sao caracteristicas dos
carcinomas basais: tipo histologico ndo especial, alto grau, alto indice mitotico,
necrose tumoral geogréfica, cicatriz central, células neoplasicas fusiformes, bordas
tumorais arredondadas (néo infiltrativas) e resposta inflamatéria linfocitica. (103-107)

Analisando conjuntamente os carcinomas triplonegativos e basais, podemos
observar que a prevaléncia dos carcinomas TNs varia entre 10 e 17% entre 0s
carcinomas de mama em geral. (6, 8, 24, 73, 74, 90, 108-112) Ja os basais
perfazem entre 7 e 19% dos carcinomas mamarios, estatistica muito semelhante a
observada para os TNs. (6, 29, 110, 113-116) Tais prevaléncias, com percentuais
variaveis em cada um dos dois grupos, devem-se, além da variabilidade
populacional normal, a métodos e critérios diagndsticos distintos utilizados pelos
autores. No caso dos carcinomas TNs, os pontos de corte (positividade na IH)
relatados para o RE e o RP variam desde menos de 1% até 20%. (8, 24, 75, 78, 87,

117) As discrepancias aumentam em relacédo ao HER2, pois, em 2007, um consenso
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mundial determinou a elevacdo no nivel de positividade (10% para 30%), 0 que
certamente dificultara qualquer tentativa de comparacdo com os dados anteriores a
essa data. (20) Da mesma forma, diferentes niveis de positividade e diferentes
‘painéis de anticorpos” ou “painéis de genes”’ utilizados no diagnostico dos
carcinomas basais também sdo um obstaculo a comparacéo dos dados. (102)

Do ponto de vista clinico, tanto carcinomas basais quanto triplonegativos
preferentemente fazem disseminacdo hematogénica precoce para pulmdes e
sistema nervoso central, e disseminam-se pouco para o esqueleto e o figado, em
comparacao com os tumores RE positivos (luminais). (23, 118-123) Clinicamente, os
carcinomas basais também afetam mais as mulheres jovens e as de descendéncia
afro-hispanica. (103) Carcinomas mamarios basais e triplonegativos também estao
associados com mutacdes do BRCA e baixa expressdo de claudinas. (124-131)
Devido as fortes semelhancas, alguns estudos tém considerado o carcinoma
triplonegativo e o basal como sinbnimos de uma mesma “entidade tumoral”. (94,
117, 132) Mas isso nao parece ser a fiel realidade. Em primeiro lugar, carcinomas
triplonegativos séo definidos por um painel imuno-histoquimico, enquanto os
carcinomas basais, por diagnostico histogenético. Ainda assim, aproximadamente 70
a 80% dos carcinomas basais, definidos por DNA microarray, apresentam fenétipo
triplonegativo pela IH e cerca de 70 a 80% dos carcinomas triplonegativos, definidos
pelo painel progndstico imuno-histoquimico negativo, apresentam genotipo basal por
DNA microarray. (111, 133-136) Por outro lado, indices entre 18 e 40% dos
carcinomas basais, definidos por DNA microarray, ndo demonstram um fendtipo
triplonegativo pela IH. (109, 134, 135) Assim, embora haja grande intersec¢cao entre
esses dois grupos de carcinomas (triplonegativos e basais), definitivamente existe

uma boa parte de ambos que néo é afim (figura 1).
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TNs + BASAIS BASAIS

Figura 1: carcinomas triplonegativos e basais.

Nielsen e cols., em 2004, estudaram 21 carcinomas mamarios basais (por
DNA microarray) e utilizaram como painel imuno-histoquimico inicial para a
caracterizacdo deste subtipo os marcadores CK5/6, o CK17, o CD117 e o EGFR
(HER1). No refinamento dos resultados, praticamente todos os carcinomas basais
(CK5/6, CK17 e HERL1 positivos) também foram positivos para CD117 e, como 0
anticorpo HER1 foi mais sensivel que o CK17, o “painel basal”’ final considerou
apenas CK5/6 elou HER1 (a partir de 1% de positividade) como fatores
determinantes para o diagndstico imuno-histoquimico do carcinoma basal de mama.
Por meio desse painel, os autores obtiveram 76% de sensibilidade e 100% de
especificidade. (6) Os grupos de Carey e Tischkowitz utilizaram a mesma defini¢cao
IH do grupo de Nielsen para carcinoma basal de mama, cabendo ao ultimo a
primeira utilizacdo do termo core basal phenotype (CBP) para denominar os
carcinomas basais que eram concomitantemente negativos para RE, RP e HER2 e
positivos para CK5/6 e/ou EGFR. (90, 103)

A partir do estudo do grupo de Nielsen, diversos trabalhos cientificos surgiram
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utilizando variados marcadores imuno-histoquimicos disponiveis, numa tentativa de
determinar o melhor perfil de anticorpos para os carcinomas basais e comprovar,
através deste, o pior progndéstico desse subtipo tumoral. Faz-se, todavia, necessario
lembrar aqui que grupos de carcinomas mamarios caracterizados pela expresséo de
citoqueratinas de alto peso molecular, assim como pela negatividade para
estrogeno, progesterona e HER2, ja tinham sido descritos ha mais de dez anos (28,
98, 137). As recentes pesquisas através das técnicas genéticas apenas deram a
estes carcinomas mais visibilidade, batizando-os de “basais”.

Na imuno-histoquimica, os carcinomas basais se caracterizam pela expressao
variavel de citoqueratinas de alto peso molecular (CK5/6, CK14 e CK17), do EGFR,
de marcadores mioepiteliais (vimentina, p63, CD10, a-SMA), do CD117 e da P-
caderina e diversos outros. (6, 102, 105, 113, 114, 119, 120, 138-143) Devido ao
emprego dessa gama variada de anticorpos e diferentes pontos de corte para
positividade, ha notavel discussao cientifica no afa de se estabelecer um consenso
na literatura quanto a melhor “definicdo imuno-histoquimica” para o diagnostico dos
carcinomas basais.

Ha, contudo, alguns trabalhos recentes na literatura que merecem ser
examinados com maior atencdo. Em um destes, Rakha e cols. estudaram 1.872
carcinomas invasores de mama por imuno-histoquimica e observaram que o subtipo
basal, identificado pela positividade para CK5/6 e/ou CK14 em mais de 10% das
células, representou 18% do total (335 casos). Dentre estes carcinomas basais, 42%
foram positivos para HER1 (com ponto de corte para positividade também em 10%),
31% positivos para RE, 24,5% para RP, 33% para HER2, demonstrando que,
definidos apenas pela imuno-histoquimica das citoqueratinas “basais”, ha

efetivamente carcinomas mamarios positivos para receptores esteroides femininos e
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para HER2, com expressdo concomitante de marcadores basais. Dentre os 335
carcinomas basais deste estudo, os autores identificaram 170 casos negativos para
RE e HER2. Entre os 170, 53 foram adicionalmente positivos para HER1. A
avaliacdo estatistica do HER1 ndo se mostrou, no entanto, significativa para os
parametros progndésticos do estudo, com excecdo da presenca de metastase nos
linfonodos axilares. (110)

Conforti e cols, em um estudo sobre quimioterapia e subtipos de cancer de
mama, estudaram 823 casos por tissue microarray (TMA), obtidos a partir de dois
estudos randomizados. O critério para o diagnostico de carcinoma basal foi a
identificacdo de pelo menos uma célula positiva para CK5/6 e/ou HER1. Foram
observados 98 carcinomas basais e 109 negativos para RE, HER2, CK5/6 e HERL1.
(144)

Em 2008, Cheang e cols. publicaram um estudo com 3.744 casos de cancer
de mama, utilizaram os anticorpos CK5/6 ou HER1, com “qualquer positividade”,
como critério de carcinoma basal e adotaram o termo core basal para denominar os
carcinomas triplonegativos positivos para CK5/6 e/ou HER1. Os autores foram
também os pioneiros na utilizacdo do termo pentanegativo (PN) para designhar os
carcinomas de mama negativos para esses cinco marcadores IHs. (142) Os
resultados mostraram que 336 casos (~9,0%) foram considerados como
triplonegativos basais e outros 303 (~8,0%) como pentanegativos (RE, RP, HER2,
HER1 e CK5/6 negativos). Entre os basais, a positividade para EGFR (13,3%) foi
maior que para o CK5/6 (8,4%). Os pacientes do grupo basal (core basal)
apresentaram menor sobrevida global (26% menos) em 10 anos, quando
comparados com 0 grupo pentanegativo, mesmo depois de ajustadas as covariaveis

(idade, tamanho e grau tumorais, invasdo vascular e linfonodos axilares). Ao dividir o
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grupo triplonegativo em dois subgrupos, os autores demonstram que, em cerca de
trés anos de acompanhamento, as curvas dos tumores basais e pentanegativos
tendem a se separar e que, ao longo de 15 anos de acompanhamento, a curva do
subtipo basal aproxima-se dos tumores de progndstico ruim (casos HER2 positivos
do estudo) e a curva dos tumores pentanegativos aproxima-se dos carcinomas

luminais (figura 2).
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Figura 2: sobrevida entre os diferentes subtipos tumorais por IH (adaptado de Cheang e cols.).

Os autores deduzem que o prognostico negativo dos carcinomas
triplonegativos é determinado quase que exclusivamente pela presenca dos casos
de carcinomas basais dentro do préprio grupo de TNs (figura 5). Neste mesmo
estudo entre os carcinomas mamarios basais e pentanegativos tratados com
regimes quimioterapicos sem antraciclinas ndo houve, entretanto, diferenca nas

andlises de sobrevivéncia. As caracteristicas clinicopatoldgicas dos tumores basais
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e pentanegativos foram semelhantes nos dois tipos de regimes quimioterapicos. Nao
h& dados disponiveis para comparacao da sobrevida livre de doenca entre os grupos
tumorais desse estudo.

Em 2009, Rakha e cols. publicaram um estudo envolvendo 1.277 tumores de
mama. Apoés a revisdo dos arquivos, foram identificados 232 (18%) triplonegativos,
sendo que desses, 165 tumores (71%) foram positivos para os marcadores basais
do estudo (CK5/6, CK17, CK14 e/lou EGFR). (66) Os anticorpos basais foram
considerados positivos com pontos de corte em 10%. Dentro do estudo, os 67 casos
negativos para esses sete anticorpos (heptanegativos), quando comparados com o
grupo basal, ndo mostraram associacdo com BRCAL, apresentaram maior
prevaléncia de metastase em linfonodos axilares e maiores sobrevidas livre de
doenca e global em cinco anos. Ao final do acompanhamento do estudo (10 anos),
apenas a sobrevida global se manteve diferente entre os dois grupos (basal e
heptanegativo). Quando ocorreram metastases, 0os carcinomas basais apresentaram
mais frequentemente dois sitios distintos (cérebro e pulmdes), diferente do que foi
observado nos heptanegativos, com um sitio isolado e geralmente em linfonodo. (66)

Em 2009, o grupo de Nofech-Mozes utilizou o exame IH para diagnosticar
carcinomas basais de mama a partir de um grupo de 132 carcinomas TNs. Com
ponto de corte em 1% para CK5/6 e/ou HER1, os autores observaram 116 (87,8%)
tumores basais e 16 chamados normal-like (pentanegativos). Na analise de
sobrevivéncia ndo houve diferenca entre os grupos basal e normal-like. (145)

O grupo de Liu - também em 2009 - publicou um estudou envolvendo uma
série de 112 carcinomas triplonegativos. Através da expressao de CK5/6 e CK14,
com qualquer positividade, foram diagnosticados 52 carcinomas basais,

correspondendo a 46,4% da amostra. Na analise multivariada, a expressao de
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CKb5/6 foi significativa para a diferenca de sobrevida global e livre de doenca,
enquanto a expressao conjunta de CK5/6 e CK14 foi significativa apenas para a
diferenca de sobrevida livre de doenca. (146)

Thike e cols., em 2010, aplicaram extenso painel basal (CK5/6, CK14, CK17,
EGFR, CD117, p63, alfa-SMA e CK34RE12) em um grupo de 653 carcinomas
mamarios triplonegativos e obtiveram 549 casos (84%) basais, considerados
positivos através de escore semelhante ao de Allred para receptores hormonais de
mama. (93) Na analise multivariada de sobrevivéncia, os carcinomas basais
apresentaram idade mais precoce de inicio da neoplasia, maior grau histoldgico e
maior expressdo de CK17 e de CD117, todos se correlacionando com um pior
prognastico.

Em 2010, Blows e cols. publicaram uma meta-analise relevante devido a sua
grande amostra (10.149 carcinomas), pelo uso da técnica imuno-histoquimica e
pelas conclusdes que obtiveram. (92) Baseando-se em cinco marcadores imuno-
histoquimicos (RE, RP, HER2, HER1l e CK5/6), os autores delinearam uma

classificacdo conforme a ilustrativa figura abaixo (figura3).
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Figura 3: classificagcdo IH dos carcinomas mamarios (adaptado de Blows e cols.).



31

O grupo de Blows também utilizou o termo core basal phenotype (CBP) para
denominar os carcinomas basais que eram concomitantemente negativos para RE,
RP e HER2 e positivos para CK5/6 e/ou EGFR, bem como usaram também o termo
pentanegativo para os tumores negativos a todos estes cinco anticorpos. O critério
de positividade para os dois marcadores basais, entre os diferentes centros
participantes da meta-analise, variou de maior que 0% a maior que 10%. Nos
resultados, os autores evidenciaram que o0s carcinomas triplonegativos perfaziam
16% do total da amostra (1645 casos) e, destes, 58% (962 casos) eram basais
(CK5/6 e/ou HER1 positivos) e 42% (683 casos) pentanegativos. Outra conclusao
importante foi a de que os carcinomas basais apresentaram prognostico pior que 0s
carcinomas pentanegativos e os carcinomas luminais (RE e RP positivos) com
expressdo concomitante de marcadores basais. A curva de sobrevida para os
carcinomas basais € bastante semelhante a de Cheang e cols., podendo-se verificar
gue os dois grupos tumorais se separam em torno de trés anos de acompanhamento
e ainda se mantém separados ap0s quinze anos, no encerramento da observacao
(figura 4). Neste estudo, a pior sobrevida global do grupo basal ndo foi dependente
dos regimes de quimioterapia e, no grupo de carcinomas positivos para HER2, a

expressdo de marcadores basais nao teve influéncia no prognastico.
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Figura 4. sobrevida entre subtipos tumorais, por IH, em 15 anos (adaptado de Blows e cols.).

Abaixo, conforme a classificacdo de Blows e cols. (figura 5), uma releitura
figurada dos carcinomas triplonegativos e basais, evidenciando os carcinomas

pentanegativos.
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Figura 5: carcinomas triplonegativos, basais e pentanegativos.

Os estudos mais robustos e recentes, vistos anteriormente demonstram,

através de indicadores de progndstico (recidiva e sobrevida global), que o painel
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inicialmente utilizado por Nielsen e cols., em 2004, realmente parece ser um 6timo
perfil imuno-histoquimico para os carcinomas basais de mama, utilizando indices
iniciais de positividade em 1%. (147) Apesar do HER1 ndo ser propriamente um
marcador basal por exceléncia, a prevaléncia da sua positividade nestes tumores,
associada ao CK5/6, faz que ele se torne um marcador basal adujudicado. Mesmo
assim e a despeito de todos os esforgos, ainda permanece a histogenética como o
teste padrdo-ouro para o diagnéstico do carcinoma basal de mama (110).
Atualmente, ja ha testes genéticos sendo comercializados para o diagnostico
histogenético do cancer de mama como o PAM50, o Oncotype-DX e o Mammaprint.
(134, 148-151)

A técnica de diagndstico genético por DNA microarray €, no entanto, onerosa
e esta longe de se tornar uma rotina nha esmagadora maioria dos laboratérios de
patologia, mesmo nos paises de ponta em pesquisa. Assim, embora muitas
“assinaturas imuno-histoquimicas” tenham sido descritas em diferentes estudos, a
maioria sem correlacdo concomitante com histogenética (padrdo-ouro),
particularmente acredito que o melhor perfil imuno-histoquimico parece ainda ser o
inicial, do grupo de Nielsen (2004), o qual vem sendo testado e corroborado pelos
estudos mais contundentes e de maiores amostras publicados até agora, todos
confirmando que as pacientes portadoras de carcinomas triplonegativos basais (RE,
RP e HER2 negativos e CK5/6 e/ou HERL1 positivos) apresentam sobrevida livre de
doenca menor que aquelas pacientes cujos carcinomas sao triplonegativos nao
basais ou pentanegativos. (6, 90, 92, 110, 142)

Afora esta discussdo, estd claro que o subgrupo imuno-histoquimico dos
carcinomas triplonegativos pode ser subdividido entre carcinomas basais e

pentanegativos. Carcinomas basais apresentam prognéstico distinto dos
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triplonegativos e pentanegativos. Mesmo que esses trés tipos IHs apresentem
muitas semelhancas histopatoldgicas e clinicas, ndo devem ser considerados como

sinbnimos de uma mesma doenca.

2.2 As células-tronco e aoncologia

A suposta relacdo entre as células-tronco e o cancer ndao é nova. Embora tal
conceito tenha sido desenvolvido ha cerca de meio século, limitacdes técnico-
cientificas certamente impediram, durante muitos anos, o desenvolvimento de
estudos comprobatdrios e a consequente confirmacédo desse importante paradigma
oncologico. Nesta hipétese, os tumores malignos ndo se originariam a partir das
numerosas células somaticas maduras e diferenciadas, mas sim a partir de raras
células-tronco localizadas estrategicamente em cada um dos tecidos maduros. (36,
152-154)

As células progenitoras primitivas ou células-tronco apresentam duas
caracteristicas fundamentais: a capacidade de autorreplicagdo e a capacidade de
diferenciacdo. Segundo a teoria, as alteracdes genéticas que hoje identificamos nas
células tumorais aconteceriam inicialmente nas células-tronco teciduais,
ocasionando o descontrole dos mecanismos de regulacao delas e as transformando
em células-tronco tumorais (CTTS). (42, 154-157)

Sob esse conceito de carcinogénese, a capacidade de autorrenovacao seria
responsavel pela manutencédo (multiplicacdo e imortalidade) tumoral e a capacidade
de diferenciagcdo pela heterogeneidade (polimorfismo) de uma neoplasia
desenvolvida. Vistos sob essa teoria, 0s tumores malignos devem conter varios tipos

de células, desde células-tronco tumorais, em pequena quantidade, até células
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cancerigenas em diversos graus de maturacdo, as quais comporiam a maior parte
da massa celular de uma neoplasia. (48, 153, 158, 159)

A despeito da estimulante teoria, acreditou-se durante muito tempo que
praticamente qualquer célula de uma neoplasia maligna seria capaz de originar um
novo tumor (secundario), desde que colocada em um microambiente biologicamente
satisfatorio (modelo estocastico).

Na figura abaixo, de acordo com as duas teorias, podemos observar um

desenho esquematico representando os dois modelos de carcinogénese (figura 6).

CELULATRONCO TUMORAL ESTOCASTICO

O @ ® 0@
Vgl gl o Vo W Wi’
@ @ O @F%%‘ Q@B Q

TUMOR

Figura 6: modelos de carcinogénese.

Todavia, ao se tentar reproduzir o modelo estocastico em tumores sélidos e
de forma in vitro, ja se demonstrou que nem todas as células tumorais sado capazes
de produzir o fenbmeno neoplasico, ou seja, formar colénias ou clones de células

tumorais, regenerando o tumor primario. (48, 153, 160)
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Em relagcdo aos tumores “nao sélidos” como as leucemias, por exemplo, em
1994 houve a primeira comprovacdo cientifica in vivo da existéncia das CTTs,
associadas ao desenvolvimento de leucemia mieloide aguda (LMA) em ratos
imunossuprimidos. (47) Nesse trabalho pioneiro, células da LMA foram pré-
selecionadas por imunofluorescéncia pelos marcadores CD34 e CD38. Apenas as
células tumorais com o perfil CD34%/CD38" foram capazes de desenvolver a LMA,
mesmo em pequenas quantidades, enquanto as demais células neoplasicas, mesmo
em quantidade milhares de vezes superior, ndo obtiveram o mesmo efeito
neoplasico.

Apés essa descoberta inicial, outras evidéncias cientificas foram sendo
acumuladas. Nesse contexto, surgiram varias publicacdes envolvendo células-tronco
tumorais, algumas ja envolvendo tumores sélidos como gliomas, adenocarcinomas
de célon, pancreas, pulméo, mama, figado e préstata. (153, 161-166)

Na mama, a investigacdo das CTTs € uma consequéncia natural, mas que
ocorreu praticamente em paralelo, a partir dos estudos de células-tronco mamarias
em animais (167-173) e células-tronco mamarias em humanos (50, 53, 155, 158,
174-177). As publicacdes de Stingl e cols. e de Shackleton e cols. s&o atribuidas as
primeiras demonstracdes in vivo da evidéncia de células- tronco mamarias nao
neoplasicas de ratos adultos, descritas, respectivamente, sob os perfis CD31/CD45
ITER1197/LIN/CD49f""/CD24™? e CD31/CD45/TER119/LIN/CD29""/ CD24*, as
quais se constituem, apos a purificagcdo, em bem menos de 10% do volume total das
células mamarias. (178, 179)

Em um interessante estudo de Sleeman e cols., células epiteliais mamarias
de ratos, purificadas e em suspensdo, foram testadas e separadas a partir da

expressdo de CD24. (180) Demonstrou-se que as células com perfil CD24"%,
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representando cerca de 22% do total em suspensdo, eram positivas (95%) para
citoqueratina 14 (classico marcador basal/mioepitelial), e que as CD24""
constituindo cerca de 70% do total das células, eram positivas para CK8/18 (tipico
marcador luminal) o qual se expressou em 99% delas. Nessa mesma publicacao, as
células do grupo CD24"" foram capazes de reconstituir o tecido mamario com muito

mais capacidade que as de perfil CD24"".

2.3 O antigeno de superficie celular CD24

Proposta em 1982, na primeira Conferéncia Internacional sobre os Antigenos
Humanos de Diferenciacdo Leucocitaria (sigla inglesa HLDA), a classificacdo
molecular “CD” (cluster designation ou cluster of differentiation) é um sistema de
classificagdo (nomenclatura) inicialmente desenvolvido para o “sistema” leucocitario
humano, diferenciando e identificando os leucdcitos a partir de determinadas
proteinas de superficie assim chamadas de “CDs”. (181, 182) Atualmente, os CDs
sdo em numero de 363 e ja foram identificados em diversas células humanas nao
pertencentes ao sistema hematopoiético.

O CD24 é uma pequena molécula (sialoglicoproteina) constituida por 24
aminoacidos, ancorada a superficie celular e de localizacdo genética em 6qg21. Foi
originalmente descrita em linfocitos pré-B (em amadurecimento), mas também é
naturalmente expressa em granuldcitos maduros. (183) O CD24 € um importante
fator especifico de ligagdo para a P-selectina, a qual participa da adesdo dos
leucdcitos as plaguetas e ao endotélio ativado. A principal proteina de superficie
expressa nos leucdcitos e que se liga a P-selectina é a P-selectina glicoproteina
ligante-1 (PSGL-1). (184, 185) Além do carcinoma de mama, a expressao de CD24

também ja estd demonstrada em alguns outros canceres humanos. (186-188)
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Em 1998, Aigner e cols. demonstraram em linhagem de carcinoma mamario
KS, que caracteristicamente é positiva para CD24 e negativa para PSGL-1, que o
CD24 foi capaz de substituir a PSGL-1 na capacidade de adesédo. (189) Dessa
forma, inferiu-se que células de carcinoma mamario CD24" teriam maior capacidade
de se ligarem as plaguetas e ao endotélio, facilitando o processo de metastase e,

consequentemente, indicando um mau prognastico (figura 7).
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Figura 7: CD24, P-selectina e PSGL-1.

Em 1999, Fogel e cols. concluiram, por citometria de fluxo, que a intensidade
da positividade imuno-histoquimica para este anticorpo se correlacionou com o
aumento do grau histologico tumoral. (190)

Utilizando técnicas genéticas para correlacionar o CD24 com a invasibilidade
do carcinoma mamario, Schindelmann e cols., em 2002, identificaram expressao
fraca ou negativa do CD24 em nove das 12 (75%) linhagens de carcinomas

invasivos e em trés das 13 (23%) linhagens néo invasivas (191).
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Em 2003, Kristiansen e cols. estudaram 201 casos de cancer de mama e
deduziram que a positividade IH para o CD24 (em qualquer nivel), o grau tumoral e
as metastases nos linfonodos regionais foram fatores progndésticos negativos
independentes (analise multivariada) para a sobrevida livre de doenca. (192)

Baumann e cols., em 2005, observaram por meio de modelos experimentais e
imunofluorescéncia, a associacdo positiva da expressdo do CD24 com o
crescimento tumoral e maior capacidade invasora e metastatica dos carcinomas
mamarios. (188)

Bircan e cols., em 2006, estudando a expressao imuno-histoquimica do CD24
(qualquer positividade) no tecido mamario normal e nos carcinomas (invasores € in
situ) de mama, identificaram um claro aumento da expressdao de CD24 com a
transformacao e a progresséao bioldgica maligna tumoral. (193)

Surowiak e cols, em 2006, através da expressao imuno-histoquimica de CD24
em carcinomas mamarios, encontraram uma associacao positiva entre a expressao
de CD24 e a negatividade para receptores de estrogeno, sendo o CD24 indicativo de
baixa sobrevida global na andlise multivariada. Neste estudo, o ponto de corte para
a positividade imuno-histoquimica do CD24 foi 10%. (194)

Em um estudo grego de 2009, qualquer positividade tumoral para o CD24 na
imuno-histoquimica também foi associada a um efeito negativo na sobrevida. (195)

Em 2010, estudando 183 casos de carcinoma de mama, Kristiansen e cols.
identificaram a associacdo positiva da expressdo imuno-histoquimica de CD24
(definida como fraca, moderada ou forte) com a presenca de metastase nos
linfonodos regionais. (196)

Em 2012, em um estudo brasileiro, Bernardi e cols. identificaram que a

expressao imuno-histoquimica de CD24 foi a mais frequente em carcinomas RE e
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RP positivos. Além disso, observaram que essa expressao correlacionou-se
positivamente com o indice proliferativo (Ki-67) e negativamente com a sobrevida

livre de doenca. (197)

2.4 O antigeno de superficie celular CD44

No inicio da década de 90, a0 mesmo tempo em que se iniciavam 0s estudos
com o CD24, também surgiam trabalhos envolvendo o CD44, uma glicoproteina de
membrana, com localizacdo genética em 11pl13, que atua como uma molécula de
adesdo e se constitui no maior receptor para o acido hialurénico (AH). (198, 199). O
AH esté presente na matriz extracelular de varios tecidos e tem papel importante na
migracdo celular, na angiogénese, na inflamacdo, na cicatrizacdo e no
remodelamento. (200) Esses efeitos sdo mediados através de receptores de
superficie como o CD44, o LYVE-1, a Lialina e o RHAMM. (201-203) Entre eles, 0
CD44 atua ativamente em diversos processos bioldgicos e patoldégicos como a
cinética dos linfocitos, a ativacéo de linfocitos T, a cicatrizagdo, a angiogénese e a
capacidade metastéatica tumoral. (204-206)

A porcao extracelular da molécula do CD44 é capaz de intermediar uma
adesao flexivel das células com a matriz extracelular e a arquitetura do tecido, sendo
gue a sua porc¢ao intracitoplasmatica interage e regula o citoesqueleto celular. Ja se
verificou também que tumores - com acentuada taxa de crescimento e alta
capacidade invasora - tém apresentado altas concentracdes de AH, o que tem sido
correlacionado ao CD44 e a maior agressividade tumoral. (207-212)

O CD44 é uma molécula com diversas isoformas e todas essas estédo

codificadas em apenas um gene do cromossomo 11. (213) Este gene que codifica o
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CD44 humano & composto por 20 exons; a porgao extracelular do CD44 pelos exons
1 a 17, a por¢ao transmembrana pelo exon 18 e a porc¢ao intracitoplasmatica pelos
exons 19 e 20. (214) Os exons 6 a 14 sao os que codificam, através de sequéncias
variaveis de proteinas do gene CD44, as isoformas CD44v2 a CD44v10, que séo as
formas variantes do CD44 (CD44v). Varias dessas isoformas tém sido
exaustivamente estudadas na literatura, algumas delas associadas a neoplasias
humanas, inclusive o cancer de mama. (214-232) A maioria das células humanas e
0S carcinomas mamarios expressam, contudo, a isoforma do CD44 denominada

standard (CD44s), na qual ndo ha alteracdes na porcao extracelular da proteina

(figura 8). (199, 233)
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Figura 8: CD44.
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A relacdo do CD44 com a oncogénese néo é nova. Em 1991, Hofmann e cols.
descreveram uma isoforma do CD44, utilizando PCR, que foi associada com o
desenvolvimento de potencial metastatico em uma linhagem de carcinomas nao
metastaticos (inicialmente) em ratos. (234)

Tanabe e cols., em 1993, demonstraram também por PCR que células da
linhagem MCF-7 eram capazes de expressar diferentes isoformas do CD44
conforme tratadas com acido hialurénico. (235)

Joensuu e cols, também em 1993, porém através de técnica imuno-
histoquimica, observaram correlacdo positiva do CD44 (considerada apenas quando
mais de 50% das células eram positivas) com tumores mamarios humanos de maior
agressividade (grau 3, alto indice mitético e receptor estrogénico negativo). Essa
associacdo nao se manteve, entretanto, nos modelos de andlise multivariada. (236)

lida e cols, em 1995, identificaram por imuno-histoquimica e confirmacao por
PCR, que a forma CD44s esta hiperexpressa nos carcinomas mamarios humanos
metastaticos. (237)

Em 1995, de la Torre, através do exame imuno-histoquimico, verificou a
expressdo de CD44 em 21 dos 52 carcinomas do seu estudo. Nado conseguiu,
contudo, correlacionar a positividade tumoral para o0 CD44 com fatores neoplasicos
de pior progndstico e a capacidade metastatica ganglionar. (238)

Lizak e cols, em 1997, também utilizando exame imuno-histoquimico para
CD44s, identificaram que a expressdao de CD44s nos carcinomas mamarios
precoces (Tla e T1b) com linfonodos axilares positivos foi menor (11%) do que nos
tumores de mesmo tamanho, porém com linfonodos negativos (65%). (239) Neste
mesmo estudo, a expressao de CD44v6 ndo divergiu nos dois grupos.

Em 1999, Foekens e cols. verificaram positividade (qualquer expresséao)
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imuno-histoquimica para CD44 entre 39% e 65% na sua série de 467 carcinomas
mamarios, demonstrando resultados semelhantes aos do grupo pesquisado por de
la Torre. Observaram inclusive melhor prognostico para os carcinomas mamarios
positivos para CD44v6 e sem metastases ganglionares, tanto em analise uni quanto
multivariada. (240)

Os grupos de Lackner e de Kopp verificaram ainda que a fragédo sérica soluvel
do CD44 (sCD44), quando aumentada, estava associada a carcinoma mamario
metastatico. (213, 241)

Morris e cols, em 2001, em estudo de coorte com 109 carcinomas de mama
em estdgio 2 e acompanhados consecutivamente durante cinco anos, nao
identificaram associacdo de CD44s e nem do CD44v6, quando positivo em mais de
10% das células, com a sobrevida livre de doenca e a sobrevida global. (242)

Em 2003, Berner e cols, estudaram a expressdo imuno-histoquimica,
controlada por PCR, do CD44s e suas isoformas. Em 110 casos de carcinomas
mamarios, 66 casos (60%) foram positivos para CD44s, sendo qualquer positividade
para o anticorpo aceita, porém subdividido em trés niveis de intensidade. Por PCR,
houve associagcdo positiva do CD44s com baixo grau tumoral, maior sobrevida livre
de doenca e maior sobrevida global, contudo, através da imuno-histoquimica, os
autores ndo conseguiram demonstrar os mesmos resultados com nenhum dos
anticorpos empregados no estudo. (243)

Diaz e cols, em 2005, estudaram a expressao imuno-histoquimica do CD44s
em uma coorte de pacientes com carcinoma mamario negativo para linfonodos
axilares. A expressao alta de CD44s (maior que 10% e forte) foi um fator progndstico
favoravel nas pacientes estudadas. Na analise multivariada, a expressao alta de

CD44 foi associada com maior sobrevida livre de doenca e maior sobrevida global.
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(244) Com resultados semelhantes, e no mesmo ano, Lopez e cols. publicaram um
estudo experimental em que observaram que a expressdao de CD44 por
imunofluorescéncia estava associada a um perfil tumoral mais favoravel. (245)
Nesse estudo, a perda da expressdao de CD44 foi associada ao maior nimero de
metastases pulmonares.

Afify e cols., em 2008, estudando o CD44s por imuno-histoquimica e
considerando positivo quando pelo menos 10% das células expressavam esse
anticorpo, verificaram que na mama normal, na hiperplasia ductal e nos carcinomas
mamarios in situ e invasores, havia a perda progressiva da expressao desta

proteina, a medida que aumentava o “desvio da normalidade” das lesdes. (246)

2.5 Os antigenos de superficie celular CD44 e CD24

Como se pbde observar, os dados atualmente disponiveis sobre a relacdo
dos receptores CD44 e CD24 com o cancer de mama, especialmente quando estes
dois marcadores sdo estudados isoladamente, tém fornecido resultados
contraditorios.

As discrepancias observadas nesses estudos devem-se, em parte, ao
emprego de diferentes técnicas diagndsticas, ao uso de diferentes anticorpos
(clones) no exame imuno-histoquimico, a diferentes tamanhos de amostras, a
heterogeneidade tumoral e, sobretudo, ao agrupamento de diferentes subtipos de
carcinomas mamarios (tumores nao selecionados), isto €, tumores luminais, basais,
HER2 positivos, etc, em uma mesma amostra.

Portanto, como sera abordado a seguir, a associacdo do CD44 e do CD24
com o cancer de mama tem resultado, na ultima década, em trabalhos reveladores e

muito promissores.
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2.6  As células-tronco tumorais da mama e o perfil CD44*/CD24™°"

Em 2003, um trabalho cientifico pioneiro utilizando uma pequena populacao
de carcinomas mamarios humanos em cultura, pré-selecionadas por citometria de
fluxo, a partir do perfil CD44%/CD24"°"/B38.1/ESA*/Lin’, demonstrou, pela primeira
vez e de forma prospectiva, o desenvolvimento prospectivo experimental do
carcinoma mamario humano (uma “neoplasia solida”) a partir de CTTs mamarias. O
antigeno maméario B38.1, o antigeno epitelial especifico (ESA) e o0s anticorpos
marcadores de linhagem (Lin) foram utilizados para purificar as populacdes de
células cancerigenas mamarias. Apds essa purificacdo inicial, estabeleceram-se
quatro grupos de acordo com a expressdo de CD44 e CD24 e verificou-se que as
células-tronco tumorais humanas CD44%/CD24”°" foram capazes de gerar novos
tumores, com a semelhante heterogeneidade do tumor original, a partir de um
transplante (inoculacdo) em ratos imunossuprimidos (NOD/SCOD mice). (48) Neste
mesmo estudo, as populacdes celulares com perfis diferentes do CD44*/CD24™"
praticamente ndo resultaram em crescimentos tumorais. As linhagens de carcinoma
humanos utilizadas pelos autores ndo foram submetidas a teste de perfil genético.

A partir do estudo de Al-Hajj e cols., observou-se enriquecimento rapido da
literatura médica sobre o tema das CTTs e o cancer de mama, sendo o perfil
CD447/CD24 invariavelmente utilizado como “assinatura” para as CTTs mamarias.
(39, 52, 54-57, 59-65, 247-253)

Cerca de trés anos ap0s a publicacdo de Al-Hajj e cols., Sheridan e cols., em
outro estudo experimental envolvendo modelos animais (ratos), linhagens de células
tumorais e citometria de fluxo, utilizaram essa mesma “configuracdo” de CTTs
(CD447/CD24), porém sem a graduacgédo low para o CD24, e correlacionaram-na

com um incremento da capacidade invasora tumoral, sugerindo um primeiro passo
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em direcdo a metastase. (55) Observou-se também que o perfil dos tumores dos
sitios tumorais primarios era semelhante ao dos sitios metastaticos, isto é
CD44%/CD24 . Neste estudo, a propriedade invasiva das neoplasias ndo pareceu ter
correlacdo com a atividade do gene que regula a molécula do CD24, cuja
negatividade, obviamente, sugere a inatividade tanto do referido gene regulador
qguanto da molécula CD24. Verificou-se também que numa mesma linhagem celular
neoplasica CD44", quando o CD24 estava expresso (CD24"), isto é “funcionante”,
havia perda da capacidade invasora. Assim, o perfil CD44'/CD24" parece ser mais
um imunofendtipo das CTTs e os verdadeiros genes que propiciam a capacidade
invasora ainda néo estdo bem determinados.

Filmore e cols., em 2008, utilizando um delineamento muito semelhante ao do
estudo do grupo de Sheridan, chegaram a resultados semelhantes, conseguindo
demonstrar maior resisténcia das células com o perfil CD44*/CD24™" ao efeito de
quimioterapicos. (254)

Em um estudo de Liu e cols., através da pré-selecdo e comparacado genética
de células CD44*/CD24™" tumorais mamarias e células mamarias normais, foram
identificados 186 genes, denominados “assinatura genética de invasibilidade” e
associados fortemente com pior sobrevida livre de doenca e maior mortalidade. (52)

Em outro estudo, utilizando técnica de dupla coloracdo imuno-histoquimica
por TMA e controle de observacdo automatizado, demonstrou-se que 22% dos
tumores estudados continham uma quantidade estimada maior ou igual a 10% de

células mamarias progenitoras tumorais CD44*/CD24™".

(54) Nesse mesmo
trabalho, os tumores que continham um numero “elevado” (210%) de células

mamarias tumorais CD44'/CD24"°" resultaram em mais metastases a distancia. A
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sobrevida global, contudo, ndo foi significativamente diferente no grupo de
carcinomas com mais células CD44*/CD247°",

Em 2008, Mylona e cols. publicaram um estudo controvertido utilizando dupla
coloracao imuno-histoquimica e analise de imagem computadorizada para identificar

e correlacionar o perfil CD44%/CD24™%

com o0s aspectos clinico-patoldgicos e
prognosticos. (57) Neste trabalho, em 155 casos de cancer de mama, o padrao
CD44*/CD24™" (com ponto de corte em 10%) foi mais prevalente em carcinomas de
melhor apresentacéo clinica (sem metastases ganglionares e em estagios precoces)
e indicou melhor progndstico associado a presenca de CTTs.

Embora néo tdo avancados como na mama, também ha estudos sobre a
associacdo dos marcadores CD44 e CD24 e sua relacdo com outras linhagens

tumorais como carcinomas de pancreas e vias biliares, estbmago, prostata, colon,

ovario e de cabeca e pescoco. (255-268)

2.7  As células-tronco tumorais CD44%/CD24"°" e o subtipo basal

Um detalhne do estudo experimental de Sheridan e cols., anteriormente
exposto, trouxe importante contribuicdo em relagdo ao estudo das células-tronco
tumorais e 0s carcinomas mamarios basais. No trabalho, mesmo apds a pré-selecéo
celular (CD44*/CD24™") de todas as treze linhagens diferentes dos carcinomas
mamarios estudados, nem todas revelaram capacidade metastatica. Algumas
linhagens de carcinomas mamarios mostraram-se mais metastaticas do que outras,
mesmo apoés a pré-selecao pelos marcadores CD44 e CD24. (55)

47°% tinham maior

Foi verificado que as linhagens cujas CTTs CD44'/CD2
capacidade metastatica exibiam a “assinatura genética” de carcinomas mamarios

ndo luminais. Das linhagens tumorais mamarias estudas por Sheridan, as que
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continham némeros significativos de CTTs CD44*/CD24"°%

eram todas de perfil
molecular tipo carcinoma basal, mioepitelial ou mesenquimal, e as que expressavam
0 padrdo CD447/CD24" correspondiam ao perfil luminal. (55) Portanto, o padrio
imunofenotipico da célula-tronco tumoral mamaria “tipo carcinoma basal”’ parece
realmente ser o CD44'/CD247°". Neste estudo de Sheridan, as diferentes linhagens
de células tumorais nédo foram submetidas ao exame imuno-histoquimico para essa
correlacao.

Em 2008, Honeth e cols. estudaram 240 carcinomas de mama por dupla
coloracdo imuno-histoquimica em TMA, sendo utilizados dois a trés cilindros
tumorais para cada caso. (59) O ponto de corte para positividade ocorreu a partir de
1% para CD44 e CD24, maior que 10% para EGFR e maior que 20% para um
coquetel basal (CK5, CK14 e p63). Dos 240 casos estudados, 44 foram
triplonegativos (RE, RP e HER2 negativos) e, destes, 30 (68%) foram positivos para
oS marcadores basais. A positividade para CD44, isoladamente, foi
significativamente maior no subtipo basal, com 19 (63%) casos positivos, quando
comparado com o restante dos subtipos tumorais, inclusive os TN nao-basais
(incluindo a negatividade para CK14). O CD24 foi menos frequente no subtipo basal,
com 12 (40%) casos positivos e 18 (60%) negativos, porém ndo diferiu entre os
grupos. Ja no subgrupo TN ndo basal, o CD44 foi positivo em trés (21%) casos e
negativo em 11 (78%) e o CD24 foi positivo em cinco (36%) casos e negativo em
nove (64%). Posteriormente, foi analisado o perfil CD44/CD24" observando-se 19
casos basais positivos (63%) e 11 negativos (37%). Entre os tumores
“hexanegativos”, o perfil CD44'/CD24" foi positivo em trés (21%) casos e negativo
em 11 (79%), resultando em diferenca significativa. Através de comparacdo por

histogenética (disponivel para 69 casos), os autores evidenciaram ainda que o perfil
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CD44%/CD24 associou-se positivamente com o perfil genético basal, ressaltando-se,
porém, que isso aconteceu apenas quando os niveis de positividade imuno-
histoquimica foram elevados para 50%. N&o houve associacdo do perfil
CD44%/CD24 com as variaveis patologicas e os desfechos clinicos importantes.

Em 2010, Park e cols. estudaram 193 casos de carcinomas ductais de mama
por dupla coloracdo imuno-histoquimica em TMA ou cortes inteiros. Utilizando um
ponto de corte de 10% para CD44 e CD24, o perfil CD44"/CD24" foi expresso em
69% dos casos e em 100% dos carcinomas basais, estes definidos pela expressao
de citoqueratinas basais (CK5/6, CK14 e CK17). O grupo de Park nédo fez
comparacdes prognaosticas entre os diferentes grupos. (269)

Giatromanolaki e cols., em 2011, estudaram 139 casos de céncer de mama
com relacéo ao fenotipo imuno-histoquimico CD44*/CD24 e triplonegativo. Os casos
foram considerados positivos com escore maior que 10% para CD44 e CD24, porém
para RE e RP, o escore minimo de positividade foi de 20%; o ponto de corte para o
HER-2 foi de 30%. A expressado isolada de CD44 foi associada a presenca de
metastase nos linfonodos, independentemente da expressdo do CD24. Os autores
verificaram forte associacdo do perfil CD44'/CD24° com o fenétipo imuno-
histoquimico triplonegativo, porém sem associacdo com a sobrevida, e ndo houve
investigacdo especifica para subtipo basal. Neste trabalho, o perfil CD44/CD24°, o
estagio dos linfonodos e o perfil triplonegativo mostraram-se indicadores
independentes de mau progndéstico na analise multivariada. (60)

Em um estudo semelhante ao anterior, Kim e cols. analisaram 643 casos de
carcinoma de mama por TMA e imuno-histoquimica, e o critério de positividade para
CD44 e CD24 foi maior que 10%. Na andlise multivariada, o perfil CD44"/CD24 e a

expressdo de CD44, isolada, ndo se mostraram significativos em relacdo a
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sobrevida livre de doenca e a mortalidade. A expressdo de CD24, entretanto, foi
associada negativamente com a sobrevida global. Ndo houve investigacao
especifica para os carcinomas basais. (62)

Um grupo de Portugal, liderado por Ricardo, publicou trabalho sobre as CTTs
mamarias baseando-se no perfil CD44, CD24 e ALDHL1. (63) O ponto de corte para a
positividade do CD44 e CD24 - coloracdo simples na imuno-histoquimica - foi acima
de 10%, entretanto, para incluir o nivel low na contagem do CD24, os casos com até
25% de células positivas foram considerados de baixa expressdo. As positividades
de CD44 e de CD24 foram controladas por dupla coloracdo e citometria de fluxo.
Neste estudo, foram arrolados 466 tumores de mama, sendo identificados 68
(14,6%) carcinomas basais (positivos para CK5 e/ou EGFR em pelo menos 1% das
células) e 22 (4,7%) carcinomas pentanegativos. O CD44, isoladamente, expressou-
se em 55 (80,9%) dos carcinomas basais; o CD24 negativo/baixo foi identificado em
64 (94,1%) dos basais. A expressao de CD44 foi associada com a presenca de
metastase nos linfonodos (p=0,006), com a expressdo de EGFR (p=0,006) e a
expressao de CK5 (p=0,006). O CD24, ao contrario, ndo se associou a nenhuma das

varidveis em estudo. (63) Em relagéo ao perfil CD44*/CD24™°%

, a expressao geral
nos 466 tumores do estudo foi de 45,3%, havendo resultado estatisticamente
significativo para a negatividade dos linfonodos (p=0,008) e para a positividade da
CK5 (p<0,0001). Para o HER1, ndo houve associacdo (p=0,184). Na analise
univariada e multivariada, o perfil CD44'/CD24™" ndo mostrou resultado
significativo para a sobrevida livre de doenca e nem para a sobrevida global.
Recentemente, ldowu e cols. publicaram outro estudo envolvendo a técnica

imuno-histoquimica, as CTTs mamarias e o 0s carcinomas triplonegativos de mama.

(64) Foram agrupados 50 carcinomas de mama, analisados para o peffil
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triplonegativo e para a expressdo de CD44 e CD24. O perfil CD44%/CD24 foi
considerado a partir da positividade do CD44 em 10% das células coradas com
intensidade 2+ e CD24 0+ ou 1+. O perfil CD44*/CD24"" foi considerado a partir da
positividade do CD44 e do CD24 em 10% das células coradas com intensidade 2+,
porém com razdo de 4:1, respectivamente. ApOs as censuras, dos 45 casos
restantes, 15 foram do fendtipo TN. Nos resultados, os autores identificaram
associacdo positiva dos carcinomas TNs com o perfil CD44*/CD24™" nove casos
em 15 (60%), quando comparados com 0s demais grupos de carcinomas, oito em 30
casos (26,7%). Tanto carcinomas TNs quanto o perfil CD44'/CD24"°" foram
associados ao grau tumoral 3, & maior recorréncia e a mais metastases, quando
comparados com o0 grupo nao triplonegativo (RE ou HER2 positivos). Ndo houve
investigacao especifica para os carcinomas basais. (64)

Ainda mais recentemente, Ahmed e cols. publicaram uma série de 1036
casos de cancer de mama, em que a expressdo de CD44 foi de 76,9% (80/104)
carcinomas basais e de 78,2% (36/46) triplonegativos ndo basais. Para os mesmos
subtipos tumorais, a expressao de CD24 foi de 93,9 (108/115) e 95,9% (47/49),
respectivamente. Ambos os marcadores CD44 e CD24 ndo se expressaram de
forma diferente entre esses subgrupos tumorais e o perfil CD44*/CD24™" foi
associado com o melhor progndstico entre todos os tumores de mama do estudo
(carcinomas néo selecionados). (270)

Na maioria dos estudos revisados, a expressado de CD44 € comprovadamente
menor nas células luminais mais diferenciadas, assim como nos tumores mamarios
mais bem diferenciados e HER2 positivos. Consequentemente, o CD44 positivo em
alguns tumores, em principio, reflete a sua derivacédo de células indiferenciadas com

caracteristicas de células-tronco (224). Em alguns estudos sobre metastases de
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carcinoma mamario, a expressdo de CD44 esteve quase sempre presente nas
células do sitio metastatico. (215-217, 271); em outros, porém, tal situacdo ndo se
verificou. (247, 272) O papel do CD24 como pré-requisito de uma célula-tronco
tumoral, por outro lado, é atualmente mais controverso, pelo menos no que se refere
especificamente aos tumores com perfil basal, uma vez que a sua auséncia,

teoricamente, sugere menor adesdo tumoral ao endotélio.

2.8 As “colegoes microscépicas de tecido” (tissue microarrays)

Antes da aplicacdo pratica na clinica oncologica, um marcador prognostico e
preditivo de resposta a terapéutica necessita obrigatoriamente ser estudado por
meio de grandes ensaios clinicos, em larga escala, com a avaliacdo de centenas ou
milhares de amostras de tecido associadas a informacdes clinicas fidedignas, o que
notoriamente consome grande quantidade de tempo e de recursos.

Por meio da introducdo de tecnologias gendmicas e protedmicas em larga
escala, a translacdo da investigacdo basica para a aplicacdo clinica tem obtido
grandes vantagens. Por exemplo, em uma Unica avaliacdo de DNA microarray é
possivel determinar a expresséao de 50.000 genes humanos. (273) Essas avaliacdes,
no entanto, além de consumirem muito tempo e de serem laboriosas, habitualmente
necessitam da disponibilidade de tecido fresco, o que € fator limitante da sua
utilizacdo em grandes estudos clinicos.

As “coleg¢des microscopicas de tecido” (tissue microarrays) tém a vantagem
de utilizar pequenas quantidades de tecido fixado com até 4 a 5 micrémetros de
espessura e incluir centenas de amostras em um mesmo bloco de parafina,
sobrepondo-se facilmente as avaliacdes da expressao génica por RNA, em termos

de rapidez e de menores custos. Na construcdo de um bloco de TMA, sao colhidos
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cilindros de tecido com diametros variaveis a partir de muitos blocos primérios
(doadores) e colocados em um unico bloco de microarray (receptor). Os cortes
obtidos a partir desses blocos podem entéo ser utilizados para andalise simultanea de

multiplos tumores em uma mesma lamina de imuno-histoquimica. (274-277)
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Figura 9: laminas de TMA desta tese (CK5/6, HER1, CD44 e CD24).

A possibilidade de miniaturizar a analise dos tecidos, além de diminuir o
tempo consumido na andlise, também facilita a homogeneizacéo e a interpretacéo
dos resultados. Devido a presenca de varias amostras de diferentes tumores em
uma mesma lamina, h4 Obvia facilidade ao patologista na observacdo e na
comparacao dos diferentes niveis de expressdo dos marcadores tumorais. Somado
a isso, a coloracdo de uma uUnica lamina de TMA também proporciona maior grau de
consisténcia e homogeneizagdo dos resultados do que a coloragédo de diversas
laminas individuais, onde pequenas diferencas na técnica podem acarretar discretas

flutuagBes na expressdo dos marcadores em nivel tecidual. A limitacdo mais Obvia
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da técnica de TMAs é a amostragem de tumores grandes, possivelmente
heterogéneos. A heterogeneidade dos tumores € habitualmente observada quer em
nivel morfolégico, quer em nivel genético. Essa heterogeneidade representa a
instabilidade dos tumores e € um dos conceitos basicos da atual teoria da evolugéo

clonal do cancer e das células-tronco tumorais. (278-281)
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3. JUSTIFICATIVA PARA A REALIZACAO DO ESTUDO

Um dos subtipos de canceres mamarios de pior prognostico € o basal. A
técnica de diagndstico genético por multiplas comparacdes (DNA microarray) é
onerosa, néo faz parte do rol de exames oferecidos pelo Sistema Unico de Satde e
nao esta disponivel para a grande maioria da populacéo brasileira.

Na pratica diaria da anatomia patologica no Brasil, dentro dos laboratérios de
patologia, o carcinoma mamario basal de mama s6 pode ser verificado através do
exame imuno-histoquimico da neoplasia, verificado pela positividade para a CK 5/6
e/ou o HER1, a partir de um carcinoma triplonegativo. A prevaléncia do subtipo
basal, segundo a literatura, varia entre 7 e 19% o que nao €, absolutamente,
desprezivel. Ainda ha& um subgrupo menor de carcinomas denominados
pentanegativos (“triplonegativos ndo basais”), cujo progndstico tem se mostrado
melhor que o dos carcinomas basais em estudos de grande porte. Em nosso meio,
entre as pacientes atendidas no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, ndo ha dados
publicados sobre essas frequéncias.

A determinacdo do melhor perfil imuno-histoquimico para o diagnodstico do
carcinoma basal de mama, separando-o do TN, sera um grande avanc¢o no sentido
de proporcionar diagnosticos e prognosticos mais corretos, baratos e acessiveis a
grande maioria da populacdo, mesmo que ainda ndo haja uma terapéutica
diferenciada. No mesmo sentido, a expressao de marcadores imuno-histoquimicos
de células-tronco tumorais mamarias (CD44 e CD24), que comprovadamente estao
associados a prognosticos piores nas pacientes com carcinoma basal de mama,

ainda ndo foram adequadamente estudados nos carcinomas pentanegativos. O
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conjunto dos resultados buscados neste estudo poderd também contribuir para o
melhor entendimento dos carcinomas basais e pentanegativos, cujo manejo
oncologico necessita de estratégias diferenciadas de tratamento. Tal conhecimento

podera ser de grande valor na busca de futuras opcdes terapéuticas.
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4. OBJETIVOS

41 Primarios

Verificar a prevaléncia de carcinomas basais e pentanegativos, numa amostra
de carcinomas mamarios triplonegativos.

Verificar a prevaléncia da expressdo de CD44, CD24 e o perfil CD44/CD24
em carcinomas basais e pentanegativos, numa amostra de carcinomas mamarios

triplonegativos.

4.2 Secundéarios

Avaliar as associagbes destes subgrupos de tumores (basais e
pentanegativos) com a idade de inicio da doenca e fatores prognosticos
anatomopatoldgicos: tipo histoldgico, tamanho do tumor, grau histolégico tumoral,
presenca de invasdo vascular e estagio dos linfonodos axilares.

Avaliar as associagbes destes subgrupos de tumores (basais e
pentanegativos) com os desfechos clinicos (sobrevida livre de doenca e sobrevida
global).

Avaliar as associacdes entre a expressao de CD44, de CD24 e o perfil
CD44/CD24 com a idade de inicio da doenca e fatores prognésticos
anatomopatoldgicos: tipo histoldgico, tamanho do tumor, grau histolégico tumoral,

presenca de invasdo vascular e estagio dos linfonodos axilares.
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Avaliar associacdes entre a expressdo de CD44, de CD24 e o perfil
CD44/CD24 com os desfechos clinicos (sobrevida livre de doenca e sobrevida

global).
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6. ARTIGO ORIGINAL EM INGLES

EXPRESSION OF CANCER STEM CELL MARKERS IN BASAL AND
PENTA-NEGATIVE BREAST CARCINOMAS - A STUDY OF A SERIES
OF TRIPLE-NEGATIVE TUMORS
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Breast cancer is a heterogeneous disease, and there is a need for
more refined diagnostic and prognostic criteria. Immunohistochemistry, as a breast
prognostic panel, has given rise to triple-negative carcinoma, as well as histogenetics
highlighted basal carcinoma. Concomitantly, the understanding of the biological
origins of neoplasia and its heterogeneity has been strongly debated through the
theme of cancer stem cells. OBJECTIVES: To investigate the prevalence of basal
and penta-negative carcinomas in a sample of triple-negative carcinomas and to
establish associations with cancer stem cells (CD44/CD24 expression profiles) and
the clinicopathological variables within these tumors. METHODS: Ninety-four triple-
negative breast carcinomas were tested for CK5/6, HER1, CD44 and CD24. The
expression of these markers was evaluated by automated immunohistochemistry
using a simple positivity score (percentage of cells) and was correlated with the
clinicopathological and survival analysis data. RESULTS: Basal carcinomas had
higher tumor grades than penta-negative carcinomas (p=0.004). CD44 negativity
(p=0.007) and the CD44'CD24" phenotype (p=0.013) were associated with increased
vascular invasion amongst the triple-negative carcinomas. CD44 expression was
associated with basal carcinomas (p=0.007). The CD44'CD24™" phenotype was
associated with penta-negative carcinomas. None of the variables in the study were
associated with clinical outcome. CONCLUSION: Basal and penta-negative breast
carcinomas are closely related tumor subtypes. Our study is the first to be specifically
designed to assess the presence of breast cancer stem cells in basal and penta-
negative carcinomas. The CD44 CD24™" phenotype was associated with the penta-
negative subtype, and the CD44 CD24" phenotype was associated with vascular
invasion. These results require histogenetic confirmation in larger studies.

KEYWORDS: Breast cancer, basal, triple-negative, penta-negative, stem cells, CD44
and CD24
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INTRODUCTION

Breast cancer is a heterogeneous disease. Its clinical presentation, biological
potential, response to treatment and prognosis can differ significantly. (1-10) The
diagnostic and prognostic factors traditionally used in breast cancer have proven
insufficient in some cases. There is a clear need for more refined diagnostic criteria,
as well as more accurate prognostic parameters so that breast cancer can be treated
more effectively and so that the probability of recurrence can be more clearly
established. (11-15)

Depending on immunohistochemistry (IH), triple-negative (TN) breast cancer
emerged in the literature due to its defined poor prognosis and lack of important
therapeutic modalities, such as anti-estrogen and anti-HER2 therapies. (16-23)
Likewise, in the histogenetic reclassification of breast tumors, basal carcinoma, which
was discovered as a result of DNA microarray research, also exhibits aggressive
biological potential. (1-4)

Due to multiple similarities between the two tumor types, some consider triple-
negative and basal carcinomas to be synonymous. However, 70-80% of basal
carcinomas, as defined by DNA microarrays, show a triple-negative phenotype by IH
and 70-80% of triple-negative carcinomas, as defined by a negative IH prognosis
panel, show a basal genotype based on DNA microarrays. (24-31) Nevertheless,
triple-negative carcinomas are defined by an IH panel and basal carcinomas are
defined by histogenetic diagnosis. Despite a considerable overlap between these
tumor groups, there is a large component of both tumor groups that is unrelated.

Recent studies in triple-negative breast carcinoma, evaluated on a simplified IH
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panel, have indicated that basal carcinomas exhibit a worse prognosis than non-
basal triple-negative carcinomas (penta-negative). (32-35)

The biological origin of neoplasia through the theory of cancer stem cells
(CSCs) has been highlighted in the literature. (36-45) The prospective identification
of CSCs through the CD44*/CD24"°" phenotype was demonstrated in breast cancer.
(46, 47) Because it was also considered a marker of poor prognosis in breast
carcinoma, this CSC phenotype rapidly gained notoriety. (45, 48-52) However, in a
few studies, the triple-negative, basal and penta-negative subtypes have been
compared for the different immunohistochemical expression of CD44 and CD24. (53-
56)

This study was designed to evaluate CSC marker (CD44 and CD24)
expression in basal and penta-negative breast carcinomas in a series of triple-

negative carcinomas.

MATERIALS AND METHODS

Samples

All triple-negative (i.e., estrogen and progesterone negative and HER2
negative) breast carcinomas were retrieved from the Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA) pathology department database between 2001 and 2006. The sample
set included 119 patients, 14 of whom were excluded because the paraffin blocks no
longer being available, nine due to lack of or little residual tumor in the block (core
biopsy) and two due to inappropriate neoplasia for testing (carcinoma in situ and

bone marrow metastases). The final sample consisted of 94 patients. This study was
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submitted to and approved by the Research Ethics Committee of the Research and

Postgraduate Group of the HCPA (GPPG 08446).

Clinicopathological data

Clinical, anatomopathological and follow-up data were collected by searching
the HCPA database or from private medical records and by telephone whenever
necessary and included the following information: patient age at diagnosis, disease-
free interval and death, tumor type and size, histological tumor grading,
lymphovascular invasion and axillary lymph node involvement. The histological
grading was determined according to the Nottingham criteria. (12) To calculate

recurrence, local and distant recurrences were recorded.

Tissue microarrays

Tissue microarray was performed in all cases where there was sufficient tumor
for extraction in the donor paraffin blocks with the removal of a 3-mm diameter tumor
cylinder from each tumor. The core biopsy samples (23/94 cases) underwent IH

analysis were individually assessed.

Immunohistochemistry

All IH reactions were processed on an automated platform Dako Autostainer
Link 48 (DAKO, Carpinteria, CA, USA). The IH technique was initiated on a Dako
automated device (PT Link model) with a three-stage antigen retrieval process:

deparaffinization, rehydration and antigen retrieval using high- and low-pH FLEX
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buffers (Dako), depending on the type of antibody used. Primary antibody incubation
was performed for 20 minutes at room temperature. Amplification was performed
using the FLEX EnVision system (Dako). The secondary antibodies were conjugated
to the EnVision polymer for 20 minutes, and the samples were stained using the DAB
chromogen combined with FLEX liquid (Dako).

The CK5/6 Dako antibody (D5/16B4 clone, ready to use, retrieval in a high-pH
buffer for 20 minutes at 98°C), the Zymed HER1 antibody (EGFR) (31g7 clone, ready
to use, with Pepsin Digest-all 3, retrieval for 5 minutes at 37°C), the Cell Marque
CD44 antibody (MRQ-13 clone, 1:200 dilution, retrieval in a high-pH buffer for 20
minutes at 98°C) and the Neomarquers CD24 antibody (SN3b clone, 1:50 dilution,

retrieval in a low-pH buffer for 20 minutes at 98°C) were used (Table 1).

Table 1: Antibodies used in the immunohistochemistry reactions.

ANTIBODY CLONE MANUFACTURER DILUTION
CYTOKERATIN 5/6 D5/16B4 Dako Ready to use
HER1 (EGFR) 31G7 Zymed Ready to use
CDh44 MRQ-13 Cell Marque 1:200
CDh24 SN3b Neomarquers 1:50

The slides were assessed by two experienced breast pathologists based on a
consensus of diagnostic observations and without prior knowledge of the
clinicopathological characteristics of the studied tumors. All cases were diagnosed
with respect to the quantity of positive tumor cells, following the scheme shown in

Table 2.
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Table 2: Score values (CK5/6, HER1, CD44 and CD24).

score 0 score 1 score 2 score 3 score 4 score 5

0% 1% <10% <33% < 66% 2 67%

The triple-negative breast carcinomas were considered basal when there was
expression of CK5/6 and/or HER1; the penta-negative tumors were those that were
negative for both markers. For the CK5/6 marker, the cytoplasmic staining of the
neoplastic cells was taken into account; for HER1, membrane staining was
considered. All expression scoring of at least 1 (score) was considered positive. (6,
31, 32, 35) For CD44 and CD24, the membrane and cytoplasmic staining of
neoplastic cells was considered. CD44 expression was considered positive starting
from a score of 1. CD24 scores of 4 and 5 were considered positive. Scores of 0, 1, 2

and 3 were considered negative or low (-/low). (51-53, 55, 57)

Sequence analysis

All the triple-negative breast carcinomas were initially tested for CK5/6 and
HER1. Subsequently, we divided them into two main groups: basal breast
carcinomas and penta-negative breast carcinomas (negative for CK5/6 and HER1).
The relationships between these two subtypes with the clinicopathological
parameters of the study and tumor recurrence and death were then analyzed within
the study sample. During the second stage, the samples underwent CD44 and CD24
testing. The IH phenotypes were also analyzed for their associations with

clinicopathological parameters, tumor recurrence and death. In the third and final
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stage, we observed the associations of basal and penta-negative carcinomas with

the different CD44/CD24 phenotypes.

Statistical analysis

The data are presented as the means and standard deviations or absolute
numbers and percentages. The categorical variables were compared using a Chi-
squared test, and an exact p-value was obtained for the test. Whenever necessary,
an analysis of residuals was also performed.

Survival and recurrence were analyzed using the Survival Analysis method.
The date of surgery or biopsy collection was used as the starting point, and the last
recorded follow-up or death was used as the final point. Kaplan-Meier curves were
compared using the log-rank test.

The analyses were performed using SPSS (PASW Statistics 18.0 [2009])

available at www.spss.com.hk/statistics and WIinPEPI. (58) We considered p-values

< 0.05 to be statistically significant.


http://www.spss.com.hk/statistics
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RESULTS

The clinicopathological characteristics are shown in Table 3. The mean age at
neoplasia diagnosis was 55.4 years, with the youngest patient being 25 years old
and the eldest being 81 years old. The results indicated that 85.1% of triple-negative
carcinomas were ductal ductal not otherwise specified (NOS) type (80 cases), and
the remaining histological types identified were within the expected range for
distribution of breast cancers at a population level. The majority of the tumors (43
cases, 45.7%) belonged to the histological grade 3 carcinomas. A tumor size greater
than 2.0 cm was identified in 50 cases (53.4%), of which 15 (15.9%) were larger than
5.0 cm. The mean follow-up time was 71.5 months, ranging from 2 to 353 months. Of
the 94 patients studied from the time of identification of the neoplasia up until the final
observation, 31 died.

The majority of the tumors (75.5%) analyzed were from surgical specimens
(nodulectomies and oncological surgeries), with the objective of obtaining sufficient
material to build tissue microarrays (TMAS); the remaining tumors were assessed
from core-needle biopsies. Thirteen cases included in the study were selected based
on hormone panels performed on material from patients with tumor recurrence,
whose biopsies or oncological surgeries took place before the initial date of this

study.



Table 3: Clinicopathological parameters of the triple-negative series.

Age (years)
mean (variation)
Histologic type
ductal
lobular
atypical medullary
metaplastic
mixed (ductal + lobular)
NA
Tumor size
<2.0cm
20-49cm
250cm
NA
Tumor Grade
grade 1
grade 2
grade 3
NA
Lymphovascular Invasion
present
absent
NA
Lymph nodes
negative
1-3LN+
>4 LN+
NA
Follow-up
mean® (variation)
Recurrence
no
yes
NA
Condition at the end of the study
alive
deceased
NA
Type of material analyzed
TMA (surgery and nodulectomy)
biopsy (core-needle)

n
77
55.4 (25-81)

26
43
22

21
26
47

34
18
22
20
75
71.5 (2-353)

26
37
31

46
31
17

71
23

%
81.9

85.1
21

9.5

22.3
37.2
15.9
24.4

3.1
27.6
45.7
23.4

22.3
27.6
50

36.8
19.1
23.4
21.3
79.7

27.7
39.4
33.0

48.9
33.0
18.1

75.5
24.4

NA = not available; ?includes surgical patients before 2001; " months to death/censored

94
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Expression of CK5/6 and HERL1 in triple-negative carcinomas

The expression of CK5/6 was cytoplasmic, and HER1 was expressed in the
membrane (Figures 1 and 2). Of the 94 triple-negative tumors studied, 63.8% (60/94)
were identified as basal carcinomas, i.e., they expressed at least one of the two
basal markers (CK5/6 and/or HER1), and 36.2% (34/94) were identified as penta-
negative carcinomas. In the basal group, 32.9% (31) were concomitantly positive for
CK5/6 and HERL1. Individually, HER1 was the most common basal marker, with 48

positive cases (51.5%) versus 43 (45.7%) CK5/6-positive cases (Table 4).

Table 4: Frequency of basal carcinoma in 94 triple-negative invasive breast tumors.

n %
CK5/6 and/or HER1 60 63.8
CK5/6 and HER1 31 329
HER1 48 51.5

CK5/6 43 45.7




Figure 1: cytoplasmic CK5/6 expression (400X).
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Figure 2: membranous HER1 expression (400X).

Basal and penta-negative carcinomas and clinicopathological variables

There were no significant differences between basal and penta-negative
groups for age (with a cut-off point of 40 years), type of carcinoma, tumor size,
lymphovascular invasion or axillary lymph node involvement. We also studied age
with a cut-off point of 50 years, which yielded no significant results (p = 0.801).
However, high histological tumor grade (grade 3) was significantly more frequent
among basal carcinomas (70.2%) than penta-negatives (40.0%, p = 0.004) (Table 5).
Among the 94 study cases, there were 43 histological grade 3 carcinomas, with 33

cases belonging to the basal group and 10 to the penta-negative group.
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Table 5: Clinicopathological parameters and tumor subtypes.

Basal Penta-negative
n (%) n (%) i
Age (years) 1.000
> 40 45 (90.0) 24 (88.9)
<40 5 (10.0) 3(11.1)
total 50 27
Carcinoma type 0.769
ductal 52 (94.5) 28 (93.3)
lobular 1(1.8) 1(3.3)
medullary * 1(1.8) 0 (0)
metaplastic 1(1.8) 0 (0)
mixed ° 0(0) 1(3.3)
Total 55 30
Tumor size 0.700
<2.0cm 14 (28.6) 4(18.2)
2.0-49cm 25 (51.0) 13 (59.1)
25.0cm 10 (20.4) 5(22.7)
total 49 22
Tumor grade 0.004
grade 1 3(6.4) 0 (0)
grade 2 11 (23.4) 15 (60.0)
grade 3 33(70.2) 10 (40.0)
total 47 25
Lymphovascular invasion 0.342
present 13 (39.4) 8 (57.1)
absent 20 (60.6) 6 (42.9)
Lymph nodes 0.902
negative 23 (46.9) 11 (44.0)
1-3LNs+ 11 (22.4) 7 (28.0)
>4 LNs+ 15 (30.6) 7 (28.0)
total 49 25

2 atypical; ” (ducal + lobular)

Basal and triple-negative carcinomas and survival analyses

For survival analysis, the date of oncological surgery was taken as the starting
point for the follow-up time. There were 11 patients who underwent oncological
surgery before 2001 who entered this study as a result of a triple-negative IH breast
panel assessment of tumor recurrence specimens by histological diagnosis between
2001 and 2006. In five other patients, oncological surgical treatment was not
performed, and the date of the biopsy was taken as the starting point for follow-up.

Patients without clinical follow-up were not included in the survival analysis.
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Of the 75 patients who could be evaluated for overall survival, 50% were alive

at 96 months (i.e., 8 years) (Figure 3).
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Figure 3: Kaplan-Meier survival curve in triple-negative patients.

Of the 75 patients, 48 belonged to the basal group and 27 belonged to the
penta-negative group; there were 19 events and 29 censored in the former and 12
events and 15 censored in the latter. The overall survival analysis curve was not
different between the basal and penta-negative groups (p = 0.642) (Figure 4). To
complement the survival analysis between these two groups, we made two additional
observations. First, we created a subgroup of basal carcinomas in which the
expression of the two markers (CK5/6 and HER1) was obligatory (i.e., the expression
of a single marker was insufficient to establish a basal profile, which required co-
expression). There was no difference in survival (p = 0.593). Second, we returned to

the initial group (75 patients) and excluded all patients who entered the study based
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on IH triple-negative testing performed on tumor recurrence material between 2001
and 2006 (13 cases). With the remaining 62 patients, there was no difference in

survival between basal and penta-negative patients (p = 0.591; data not shown).
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Figure 4: Kaplan-Meier survival curve among basal and penta-negative tumors.

In relation to tumor recurrence, a total of 71 patients could be evaluated; 41 of
these patients belonged to the basal tumors and 22 belonged to the penta-negative
tumors. There were 24 events and 17 censored in the basal group and 13 events and
9 censored in the penta-negative group. The tumor recurrence curve was not

different between the two groups (p = 0.712) (Figure 5).
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Figure 5: Kaplan-Meier disease-free survival curve among basal and penta-negative tumors.

Expression of CD44 and CD24 and clinicopathological variables

In our study, we observed expression of CD44 (score of 1 or more) in 34 of the
94 triple-negative tumors (36.17%) and of CD24 (scores of 4 and 5) in 30 of the 94
cases (31.9%). CD44 staining identified in triple-negative tumors was predominantly
in the membrane (Figure 6), and CD24 was expressed in both the membrane (Figure

7) and the cytoplasm (Figure 8).
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Figure 6: CD44 membranous staining (400X).
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Figure 7: CD24 mainly membranous staining (400X).
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Figure 8: CD24 mainly cytoplasmic staining (400X).

CD44 and CD24 expression and their association with the clinical and
pathological variables of this study are shown in Table 6. In relation to CD44
expression, we identified no differences in age, carcinoma type, tumor size and
grade or lymph node involvement. However, the presence of lymphovascular
invasion was significantly associated with CD44 negativity (p = 0.007). CD24
expression did not show any association with the clinicopathological variables of this

study.



Table 6: Clinicopathological parameters and CD44 and CD24 expression.

CD44 CD24
n negative  positive p n negative positive p
Age (years) 1.000 0.248
> 40 69 43 26 69 43 26
<40 8 5 3 8 7 1
Carcinoma type 0.573 1.000
ductal 80 50 30 80 53 27
lobular 2 2 0 2 1 1
medullary ? 1 0 1 1 1 0
metaplastic 1 1 0 1 1 0
mixed ° 1 1 0 1 1 0
Tumor size 0.098 0.830
<20cm 18 7 11 18 12 6
20-49cm 38 26 12 38 28 10
=25.0cm 15 10 5 15 10 5
Tumor grade 0.751 1.000
grade 1 3 2 1 3 2 1
grade 2 26 18 8 26 18 8
grade 3 43 25 18 43 29 14
LVI 0.007 0.543
present 21 17 4 21 12 9
absent 26 10 16 26 18 8
Lymph nodes 0.250 1.000
negative 34 19 15 34 24 10
1-3LNs+ 18 10 8 18 12 6
>4 LNs+ 22 17 5 22 15 7

a atypical; b (ducal + lobular); LVI = lymphovascular invasion

CD44/CD24 phenotype and clinicopathological variables
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Combining CD44 and CD24 expression for all sample tumors, we did not

observe any differences between the four immunophenotypes for age, carcinoma

type, tumor size, tumor grade or lymph node involvement (Table 7). There was a

difference between the four phenotypes for lymphovascular invasion (p = 0.013). A

residual analysis revealed that CD44CD24" was the only immunophenotype

associated with vascular invasion (p = 0.011).



Table 7: Clinicopathological parameters according to CD44/CD24 phenotypes.
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n  CD44'cD24™" CD44'CD24" CD44'CD24* CD44 CD24™" p
Age (years) 0.445
> 40 69 13 13 13 30
<40 8 3 1 0 4
Carcinoma type 0.891
ductal 80 17 14 13 36
lobular 2 0 1 0 1
medullary ? 1 1 0 0 0
metaplastic 1 0 0 0 1
mixed ° 1 0 0 0 1
Tumor size 0.282
<2.0cm 18 6 1 5 6
20-49cm 38 8 6 4 20
25.0cm 15 4 1 6
Tumor grade 0.108
grade 1 3 1 0 1
grade 2 26 2 6 16
grade 3 43 13 9 5 16
LVI 0.013
present 21 3 1 9
absent 26 10 6 8
Lymph nodes 0.716
negative 34 9 4 15
1-3LNs+ 18 5 3 7
24 LNs+ 22 2 4 13

2 atypical; ” (ducal + lobular); LVI = lymphovascular invasion

CD44 and CD24 expression and survival analyses

Of the 75 patients available for overall survival analysis, we observed that the

CD44 expression was positive in 29 cases (38.6%). Among these 29 cases, 11

patients died; among the 46 CD44-negative cases, 20 patients died. There was no

significant difference in survival between patients with or without CD44 expression (p

= 0.341) (Figure 9). CD24 expression (scores 4 and 5) was observed in 27 tumors

(36.0%), which were associated with 11 deaths. In the CD24™"“ group, which

consisted of 48 tumors, there were 20 deaths. There was no difference between

CD24" and CD24™" groups for overall survival in this study (p = 0.706) (Figure 10).
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Based on the four CD44 and CD24 association profiles (CD44/CD24 phenotypes),

there was no difference between groups in for overall survival (p = 0.401) (Figure 11).
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Figure 9: Kaplan-Meier survival curve according to CD44 expression (p = 0.341).
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Regarding tumor recurrence, we obtained data for 63 patients for comparison.
We found that CD44 expression occurred in 26 tumors (41.2%), with 14 deaths
observed in this group. In the CD44-negative group, in which there were 37 cases,
there were 23 deaths. There was no significant difference regarding recurrence
between CD44-positive and CD44-negative tumors (p = 0.531). Among the 20 CD24-

positive cases (scores 4 and 5), there were 10 deaths. In the CD24™°%

group, there
were 27 deaths out of a total of 43 tumors. There was neither a difference between
the groups for CD24 expression (p = 0.618) nor a difference in disease-free survival

between the four CD44 and CD24 immunophenotypes (p = 0.684) (Figure 12).
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Figure 12: Kaplan—Meier disease-free survival curve according to CD44/CD24 phenotypes (p = 0.684).
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CD44 and CD24 and the basal and penta-negative groups

The association of the CD44 and CD24 markers with the basal and penta-
negative carcinomas is shown in Table 8. The global expression of CD44 for the 94
triple-negative study carcinomas was 36.2% (34 cases), of which 28 cases were in
the basal group and only six were in the penta-negative group. This difference was
statistically significant (p = 0.007). After raising the cut-off point of CD44 positivity to
10%, the difference between these two groups was not maintained (p = 0.208).
Regarding CD24, positivity was identified in 30 study cases (31.9%), with 21 cases in
the basal group and 9 cases in the penta-negative group. The tumors considered

negative or of low expression (CD24""

) made up 68.1% (64 cases). Among these,
there were 39 basal and 25 penta-negative carcinomas. There was no significant
difference between the basal and the penta-negative groups for CD24 expression (p
= 0.492).

When assessing the CD44 and CD24 co-expression profiles for the basal and
penta-negative groups, we found that there was significant difference between the
four groups (p = 0.04). Residual analysis revealed that this difference occurred
mainly due to the high number of cases negative for both markers (CD44 CD24™"
phenotype) (p = 0.019). Comparing the three groups in which there was positivity for
at least one of the markers (CD44 and/or CD24), the CD44"CD24™" subgroup was

near statistical significance (p = 0.064) (Table 8).
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Table 8: CD44 and CD24 expression according to tumor group.

TN (n=94) BASAL (n=60) PN (n=34) p
CD44 0.007
positive (> 0%) 34 (36.2%) 28 (46.7%) 6 (17.6%)
negative 60 (63.8%) 32 (53.3%) 28 (82.4%)
CD24 0.492
positive (> 33%) 30 (31.9%) 21 (35%) 9 (26.5%)
negative/low 64 (68.1%) 39 (65%) 25 (73.5%)
CD44CD24 0.040°
cD44'cD24™" 21 (22.3%) 17 (28.3%) 4 (11.8%) 0.064 "
CcD44'CD24" 13 (13.8%) 11 (18.3%) 2 (5.9%) 0.093°
cD44'CcD24™" 43 (45.7%) 22 (33.7%) 21 (61.8%) 0.019°
CcD44'CD24" 17 (18.1%) 10 (16.7%) 7 (20.6%) 0.635°

2 global heterogeneity test between tumor types regarding CD44CD24 phenotypes; ° residual analysis.

DISCUSSION

Breast cancer is a heterogeneous disease, and there is a real need to refine
diagnostic methods. Immunohistochemistry and histogenetics are two fundamental
tools for this purpose. The possibility of genetically classifying breast cancers, which
was proposed more than a decade ago, was a crucial step for breast pathology. (1-4)
However, the biggest challenge is the consensus readjustment of classic
histopathological criteria and the future role of IH, because both of which are
inexpensive and more widespread than genetic diagnosis methods. (7, 8, 10)

Among histogenetic tumor groups, basal carcinoma represents 7-19% of
breast cancers, and it has one of the worst prognoses. (1-4, 28, 59-68) Triple-
negative carcinomas, as defined by IH, represent 10-17% of breast cancers and also

have a poor prognosis. (16-19, 21-23, 69-81) In recent years, there has been much
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discussion regarding the need to separate these two tumor subtypes, although
approximately 70-80% of them are the same. (19, 21, 25, 26, 29, 31-34, 78, 82-91)

In our sample of 94 triple-negative breast carcinomas, using
immunohistochemistry to define the basal and penta-negative groups, we observed
63.8% basal carcinomas by CK5/6 and/or HER1 expression. Despite using the same
IH markers, our frequency was lower than that obtained by Carey (76.3%), Livasy
(77.7%), Tischmovitz (84.0%), Honeth (68.1%), Pintens (88.0%), Rakha (64.2%) and
Ricardo (75.5%) but higher than the frequency obtained by Nielsen (40.8%), Conforti
(47.3%), Cheang (52.5%) and Blows (58.4%). (6, 32, 34, 35, 53, 55, 61, 70, 92-94)
The average frequency of these 11 studies is 66.5%. The cut-off point for the basal
markers used in this study was low (> 0%), very close or identical to the positivity
criteria used in the studies performed by the Nielsen, Carey, Tischimovitz, Conforti,
Cheang and Blows groups. The average frequencies for basal carcinomas amongst
triple-negative carcinomas in those six studies was 59.8%, a number very close to
that identified by our group (63.8%). The frequencies obtained with IH were close to
those obtained by genetic analysis (DNA microarray), for which it is possible to
observe levels such as 71.5% and 76.1%. (6, 26) However, there is a real need for a
consensus to define ideal cut-off points for CK5/6 and HER1 expression and for the
remaining analytical variables, similar to the recently published consensus on HER2
and hormone receptor tests in breast cancer. (95, 96)

The clinicopathological variables of this study did not differ between the basal
and penta-negative groups, except for the tumor histological grade 3, which was
more common in the basal carcinoma group (p = 0.004). The basal and triple-
negative carcinomas presented a higher rate of high tumor histology grade when

compared with estrogen positive carcinomas (luminal). (22, 33, 61, 62, 94, 97-99)
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However, there are few studies in the literature in which the basal and penta-negative
IH subtypes are discriminated, allowing a comparison of tumor grades between both.
In the studies by the Sutton and Nofech-Mozes groups, using the CK5/6 and/or
HER1 to discriminate basal carcinomas and starting from a group of triple-negative
carcinomas, there was no difference in tumor grade. (87, 100) Rakha et al. also failed
to detect a difference; however, they used a basal group defined by CK5/6, CK14,
CK17 and/or HER1 expression. (34) In contrast, Carey et al. demonstrated that basal
carcinomas (82/100 grade 3 tumors) were more frequently classified as histological
grade 3 when compared with penta-negative (19/31 grade 3 tumors) (p = 0.0017).
(94) In a study by Cheang et al. that also compared basal and penta-negative
groups, there were 87% and 64.4% grade 3 carcinomas among the basal and penta-
negative carcinomas, respectively, which represents a highly significant difference (p
< 0.0001). (32) Similar data were published in a study by Conforti et al. (p < 0.0001).
(92) Carey, Cheang and Conforti groups used the same diagnostic panel for basal
subtypes (CK5/6 and/or HER1). Liu et al., using a different IH panel (CK5/6 and/or
CK14), also reported a significant difference (p = 0.030) in tumor grade between the
basal and non-basal triple-negative groups. (33) Thike et al., using a basal panel that
included CK14, EGFR and/or CK34BE12 expression, also reported that basal
carcinomas have a high histological grade (grade 3) when compared with non-basal
triple-negative carcinomas (p = 0.047). (90) In our study, we also noted a difference
for tumor grade (p = 0.004), demonstrating that in comparison to penta-negative
carcinomas, basal breast carcinomas proved to be neoplasias of high histological
grade (grade 3), reinforcing the difference between these two groups.

Several studies demonstrate that both triple-negative and basal carcinomas

are more frequent in younger patients. (18, 19, 24, 31, 69, 80, 89, 94) Studies
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published by Carey, Conforti and Ricardo groups indicated that there is no difference
between basal and penta-negative subtypes, although in a report by Conforti, the
lower cut-off point was below 46 years. (53, 92, 94) In a study by Rakha, with a cut-
off point of 50 years and a basal subtype defined by CK5/6, CK14, CK17 and/or
HER1 expression, there was also no difference between the groups. (34) However,
the Cheang and Blows groups observed an age difference between basal and penta-
negative carcinomas, showing that basal carcinomas occurred more frequently in
patients below the age of 40 years. (32, 35) It should be noted that there were 639
(336 basal and 303 penta-negative) and 1645 (962 basal and 683 penta-negatives)
triple-negative carcinoma samples from these two studies, respectively, suggesting
that an age difference between these two tumor subtypes may exist but that this
result must be verified in a larger sample. When analyzing age via averages from a
large sample (653 triple-negative carcinomas) between the basal (CK14, EGFR
and/or CK34BE12) and triple-negative non-basal groups, Thike et al. also noted a
significant difference (p = 0.04). (90) In our study, with a sample of 94 triple-negative
carcinomas, we were unable to demonstrate a significant age difference between
patients with basal and penta-negative breast carcinomas.

The most common histologic type amongst basal and triple-negative
carcinomas is the invasive ductal NOS type. (61, 65, 85, 98, 101) In our study, we did
not note any difference between penta-negative and basal groups in histologic type,
which is similar to the statistical results from other groups. (32, 35, 53, 92) Thike et
al., in a comparative study involving basal carcinomas, also noted no difference for
tumor histological type, even with a different basal IH panel. (90)

According to data collected within the available studies, tumor size between

basal and penta-negative carcinomas does not appear to be significant. (32, 34, 35,
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53, 87, 90) Similar to these observations, we did not observe a difference between
these two groups in our study.

The presence of peritumoral lymphovascular invasion in our sample was not
different between the penta-negative and basal groups; the same conclusion was
reached by other studies. (32, 34, 87, 90)

Regarding axillary lymph node involvement, we observed no difference
between basal and penta-negative breast carcinomas in our sample, which is similar
to the conclusion reached by other authors. (32, 53, 87, 92, 94, 100) We categorized
lymph nodes into positive and negative groups and still noted no difference between
the groups (data not shown). However, in publications by the Blows and Rakha
groups, a difference was observed with lymph node involvement in which basal
carcinomas presented with positive axillary lymph nodes less frequently than penta-
negative carcinomas. (34, 35) Conversely, Thike et al. observed higher positivity in
axillary lymph nodes associated with the basal subtype, which were defined by a
triple IH panel (CK14, EGFR and/or CK34B8E12). (90)

There are several studies demonstrating worse overall and disease-free
survival for the basal tumor subtype compared to the other types of breast
carcinomas. (2, 4, 28, 32, 35, 60, 63-65, 87, 92, 94, 102) A few of these studies using
tumor type selection methods based only on immunohistochemistry demonstrated
significant differences in survival analysis between basal and penta-negative
carcinoma groups. In studies showing this effect, the samples are large, ranged from
1645 to 232 triple-negative carcinomas. (32, 34, 35, 90) However, in a study by Liu
with 112 triple-negative carcinomas (52 basal and 60 non-basal TNs) followed up for
slightly over six years, there was a difference in survival analysis between the basal

group (CK5/6 and/or CK14 positive) and the non-basal triple-negative group. (33) In
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a study by Nofech-Mozes with 132 triple-negative carcinomas (116 basal and 16
penta-negative) followed up for 10 years, no significant difference was identified for
survival. In our study, in which 94 triple-negative carcinomas were studied and
followed up for approximately 6 years, no difference was noted in survival analysis
between basal and penta-negative carcinomas. It is likely that the real difference in
survival analysis between the two tumor subtypes may not be too great because it
was only demonstrated in studies with large samples or with a higher number of
cases in the “penta-negative arm”. Among the clinical variables in our study, we did
not include the neoadjuvant treatment, which may have influenced our survival
analysis.

The expression of cancer stem cell markers (CD44 and CD24) has been
previously reported in triple-negative and basal breast carcinomas. (46, 51-57, 103)
However, few studies show data comparing the basal and penta-negative groups in
this context while prioritizing the IH technique. (53-55)

Honeth et al., in a study involving 240 breast tumors, obtained 44 triple-
negative carcinomas. (55) An IH analysis of these 44 tumors (cut-off point > 10% for
EGFR and > 20% for CK5/6, CK14 and p63), identified 30 (63%) basal carcinomas.
When the IH expressions of CD44 and CD24 (cut-off point > 0%) were analyzed,
there was a significant difference between basal TN and non-basal TN groups such
that the CD44 expression and the CD44'/CD24  phenotype were more frequent in
the basal group. In the basal carcinomas, the global CD44 and CD24 expression
were 63.3% and 40.0%, respectively. In Honeth’s study, there were no differences in
the associations of the CD44"/CD24 phenotype with clinicopathological variables or
clinical outcome, except for histological subtype, based on a mean follow-up time of

5.3 years. Lymphovascular invasion and the remaining associations of the CD44 and
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CD24 markers with the clinical variables were not investigated. An important point in
the study by Honeth et al., was the use of genetic validation (DNA microarray);
however, these data were only available for 69 cases. It was observed that there was
a correlation with histogenetics only when the IH cut-off point of CD44/CD24  was
raised to 50% of positive cells.

In the Honeth group study, there are some differences in methodology when
compared with our research. The determination of hormone receptor expression was
performed on fresh material using a biochemical immune-enzymatic assay technique;
the IH diagnosis of basal carcinomas used a cocktail of CK5/6, CK14 and p63, with
positivity levels of 20% by double-staining IH technique; there was no CD24™"
immunophenotype; and a different CD44 clone was employed (156-3C11, 1:800
dilution). However, the IH association between CD44 and CD44'/CD24" is clear at
levels greater than 0% with a basal subtype.

In a recent study of 466 breast tumors by Ricardo et al., 68 were identified as
basal carcinomas (14.6% of the sample) and 22 were identified as non-basal TN
carcinomas (4.7% of the sample). (53) To define basal subtype, Ricardo et al. used a
classic triple-negative IH panel, associated with CK5, CK14, vimentin, P-cadherin
and/or HER1 expression with a cut-off point above 10%. CD44 was considered
positive above 10% and CD24 was only considered positive above 25%. The CD44
and CD24 clones were the same as in the Honeth study, though 1:100 dilutions were
used for both. In basal carcinomas, CD44 expression was 82.3% and CD24
expression was 5.8%. In basal and non-basal TN carcinomas, CD44 expression was
associated with the former; in contrast, CD24 was not associated with any of the
tumor subgroups or the clinicopathological variables in the study. There was also a

difference regarding the CD44*/CD24"°" profile, which was greater in the basal
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carcinomas compared to the non-basal TNs. In this study, CD44 expression and
CD44'/CD24™" phenotype were associated with no axillary lymph node
involvement. However, the authors did not provide data for a specific comparison
between basal and non-basal TN tumor groups. Lymphovascular invasion and the
remaining CD44/CD24 profiles were not related among the studied variables. Despite
the CD44'/CD24™°" phenotype being more common within basal carcinomas, neither
the univariate nor the multivariate survival analysis was significant between all the
tumor groups during the ten years of follow-up.

In a recent publication, Ahmed et al.,, observed an immunohistochemical
positivity of 77.3% (116/150) for CD44 in triple-negative carcinomas, which is an
even higher level than that observed in other studies. (54) However, the cut-off point
of the markers was performed using computer software. There were no differences in
CD44 and CD24 expression between basal and non-basal triple-negative
carcinomas. The best prognosis observed by the authors was in the CD44*/CD24"°%
phenotype, which was not associated with triple-negative tumors.

Our study was the first to use the MRQ-13 clone (1:200 dilution), with which
we observed CD44 expression in 34 of 94 triple-negative carcinomas (36.1%). In the
same tumor subtype, Honeth et al. noted CD44 expression in 64.7% and Ricardo et
al. in 67.7%, both with the 156-3C11 clone, though with different dilutions (1:800 and
1:100, respectively). However, the cut-off point for CD44 positivity in the Portuguese
study was ten times higher (i.e., 10% versus “greater than 0%”, as used by Honeth et
al). The larger number of antibodies and higher positivity levels for the basal markers
may have “enriched” the basal carcinoma samples in the Honeth and Ricardo
studies, explaining the higher CD44 expression (above 60%). Another variable to

consider is the pre-selection of triple-negative carcinomas between the studies; our
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series and that of Honeth used databases prior to 2007 with minimum positivities for
HER2 that were based on 10% of the cells. The classification adopted by Ricardo et
al. was based on the recent consensus published in 2007 (i.e., with a cut-off point of
30%). When building TMAs in our study, despite using a single cylinder from each
tumor, we did not believe that the tumor heterogeneity could have interfered with the
low CD44 expression among the triple-negative tumors because the diameter used
was 3.0-mm for each tumor cylinder. In the Honeth and Ricardo studies, three
cylinders and “at least two cylinders” were used, respectively, though with only a 0.6-
mm diameter. Despite using the same cut-off point (greater than 0%) and the fact
that there may be differences in sample selection, we observed approximately half of
the CD44 expression (36.1% versus 64.7%) compared to the Honeth group. It is
possible that differences in the IH technique, such as the use of a different CD44
clone, may have also influenced our findings, which makes the comparison of results
difficult.

Regardless of the variables involved, we observed that the basal carcinomas
exhibited a significantly higher difference in CD44 expression, reinforcing the
suggestion of other authors that the hyaluronic acid receptor is indeed a
characteristic marker of basal breast carcinoma, even when compared with a very
similar subtype, such as the penta-negative carcinoma (non-basal triple-negative
tumor).

Lymphovascular invasion is a poorly investigated variable amongst the
clinicopathological parameters of studies involving cancer stem cells. In our series of
triple-negative carcinomas, the CD44-negative tumors exhibited a significantly raised
rate of vascular invasion. In past study, Lizak et al. suggested that CD44 expression

was significantly lower in early carcinomas with positive axillary lymph nodes but not
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in a selected sample of triple-negative carcinomas. (104) With a similar sample and
results, Lopez et al. observed that loss of CD44 expression was associated with a
higher number of lung metastases. These findings are in agreement with the
observation that a cell first needs to lose its adhesion capacity before invading the
extracellular matrix to reach its metastatic potential. (105) In the recent study by
Ahmed et al., however, the CD44 association with vascular invasion did not reach
statistical significance (p = 0.089) among non-select tumors. However, the authors
did not evaluate a possible difference between “basal TN” and “non-basal TN”
groups. (54) In a combined analysis of CD44/CD24 profiles and the clinical variables
in our study, vascular invasion was also different between the four groups, with
associated positivity with the CD44 CD24" phenotype. In 1998, Aigner et al. reported
that CD24 is capable of replacing PSGL-1 in its capacity for platelet and endothelial
adhesion, suggesting that CD24" carcinomas have a high metastatic capacity. (106)
Kristiansen et al. reported a positive association in CD24 expression with the
presence of regional lymph node metastases. (107) In triple-negative carcinomas, it
is possible that the CD447/CD24" phenotype may be associated with factors involved
in the loss of the adhesion capacity to the extracellular matrix (CD44"), while there
may be a rise in the metastatic capacity (CD24"). Regarding CD24 expression
amongst non-selected breast carcinomas, there are conflicting results. Ahmed et al.
identified lower CD24 expression in carcinomas of higher histological tumor grades.
(54) Ricardo et al. observed no associations between CD24 and any of the
clinicopathological variables. (53) In our study, there were also no differences in
clinical or pathological variables or in the survival analysis.

Between the basal and penta-negative carcinomas, we verified that there was

a difference in the combined expression of CD44/CD24 (cancer stem cells). The
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CD44°CD24™" phenotype was associated with the penta-negative subtype. A
multivariate analysis in the Giatromanolaki et al. study indicated that CD44 CD24"
phenotype (Ab6124 and CM323 clones, respectively) was an independent variable of
worse prognosis in a series of non-selected breast carcinomas. In our study, we
identified CD44CD24™" phenotype in 45.7% (43/94) of the triple-negative
carcinomas, which are known for their poor prognosis. Although CD44*CD24"°"
phenotype showed a tendency of significance for basal carcinomas in our study, it is
the most frequently observed stem cell phenotype both in basal and in triple-negative
carcinomas in the few published studies that have used IH assay. (51, 53, 56) We
believe that the difference between our results and those occurred due to the higher
number of CD44 negative cases in our study, possibly associated with the use of a
different CD44 clone. (53, 55) However, in a recent study by Ahmed et al. that also
used the 156-3C11 clone, the authors observed that CD44*CD24"°" phenotype was
associated with carcinomas with better prognoses within a non-selected case series
and that CD44'CD24" phenotype was the most frequent among the basal
carcinomas. (54)

Regarding the survival analysis and the expression of breast cancer stem
cells, in the few available studies using IH as the main research method, non-
selected breast carcinomas have exhibited discrepancies. (51-54, 56, 103)
CD44*CD24™" phenotype was associated with a worse prognosis for triple-negative
carcinomas in the Idowu et al. study. (56) In the Giatromanolaki study, CD44/CD24
phenotype was an independent variable in the multivariate analysis and was
associated with a worse prognosis; this finding was also true for triple-negative
carcinomas. Ahmed et al. observed that the CD44 CD24" phenotype was the only

one to be associated with a poor prognosis. In the Ricardo, Bernardi and Kim
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studies, the CD44/CD24 phenotypes were not shown to be different when compared
within the all breast cancer subtypes. This lack of uniformity in the prognostic
assessment of CD44/CD24 expression profiles among the aforementioned studies
suggests that a mixture of several tumor subtypes (luminal, HER2, basal, penta-
negatives, etc.) defined by heterogeneous diagnostic criteria and in different samples
may be confounding the results. Considering this, as yet, there are no experimental
studies demonstrating a specific cancer stem cell immunophenotype for luminal or
HER2 carcinoma subtypes. The CD44*CD24™" phenotype is more common in a
subtype (basal or triple-negative) of lower prevalence among breast cancers.

In most of these studies, the survival analyses involved breast carcinoma
series with no subdivision of triple-negative carcinomas (into basal TN and non-basal
TN) for the observation and comparison of the data with our sample. In our study, we
observed no differences in disease-free and overall survival between basal and
penta-negative carcinomas with regards to the CD44/CD24 phenotype in a mean

follow-up time of 5.9 years.

CONCLUSION

Basal and penta-negative breast carcinomas are closely related tumors.
Despite this, our results revealed that there are differences between these tumor
types, as defined by a simple IH panel. Even with our small series, the highest
histological tumor grade, which is a characteristic feature of carcinomas with poor
prognoses, was associated with the basal subtype. Although we have not been able
to observe a difference in survival between basal and penta-negative carcinomas,

possibly due to the small sample size, there are robust studies that demonstrate
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worse overall and disease-free survival in basal carcinomas, justifying the prognostic
use of a basal panel in routine IH triple-negative breast cancer diagnosis.

Peritumoral lymphovascular invasion was an important clinicopathological
factor in our study because it was associated with CD44 negativity and CD44 CD24"
immunophenotype, which merits investigation in other studies using larger samples.
It is worth noting that although not statistically significant, the basal carcinomas in our
sample also showed less lymphovascular invasion than penta-negative carcinomas.
In our case series, we identified higher CD44 expression in basal carcinomas,
perhaps the most important marker in the study of breast cancer stem cells. The
CD44°CD24™" phenotype was associated with the penta-negative subtype. Despite
being unable to demonstrate a difference between basal and penta-negative
carcinomas in CD44"CD24™°" phenotype, it is possible that it may indeed exist and
thus warrants larger studies for comparison.

Although there are still significant differences between the histogenetic
analysis and the IH results in several fields of breast pathology, recent studies with
large samples have demonstrated that CK5/6 and HER1, at expression levels close
to 1%, may be sufficient for a simplified diagnosis at the population level for basal
breast carcinoma in triple-negative tumors. Additionally, negativity to these two
antibodies reveals another distinct and less frequent breast carcinoma subtype,
designated as penta-negative in this study. Although it currently has no direct impact
on clinical or surgical treatment decisions, the importance of the distinction between
basal carcinomas, which have a worse prognosis, and penta-negative carcinomas,
which have a better prognosis, demonstrates a clear need for compulsory IH
verification of CK5/6 and HER1 expression (basal phenotype) in triple-negative

carcinomas.
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In the context of breast cancer stem cells, there is a clear need for a
consensus on the ideal cut-off points to assess the IH expression of the CD44/CD24
phenotype. The presence and the importance of CSTs in breast cancer, by IH assay,
still requires endorsement by studies with larger numbers of samples, tight control of
the pre-, intra- and postanalytic variables of the tests in question and histogenetic
validation of all cases, which translates into considerable scientific effort and high

resource Consumption.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O céancer € uma doenca heterogénea, assim como cada um dos pacientes
que desenvolvem esta doenca. E neste contexto, a patologia maméaria ndo é
excegao.

O exame anatomopatolégico ainda representa o instrumento de maior
utilidade, embora imperfeito, para a predicdo dos desfechos clinicos do cancer e sua
resposta a intervengdes clinicas. A técnica imuno-histoquimica, a ndo muito tempo
descoberta, causou uma verdadeira revolucdo no diagnostico do cancer e hoje é
ferramenta fundamental na patologia oncologica. Atualmente, o0s aspectos
histopatolégicos e imuno-histoquimicos sdo bem acessiveis e espelham muito bem a
expressdo de diversos genes. Contudo, ndo hd como comparar a limitacdo da
imuno-histoquimica frente a andlise histogenética.

O maior desafio da patologia oncolégica é desenvolver critérios diagnosticos e
prognosticos consensuais, acessiveis e que permitam a individualizacdo dos
tratamentos. A aplicagdo da imuno-histoquimica serd fundamental nesta questao,
cuja validacdo obrigatoriamente depende de estudos em grandes amostras, com
delineamentos rigidos e autenticados por histogenética. Neste ponto, muito
provavelmente estaremos trabalhando no limite do préprio codigo genético das

células-tronco teciduais e tumorais.
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