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RESUMO
Introduc¢do: O subtipo luminal (ER e / ou PR-positivo, HER2-negativo) contabiliza
aproximadamente 70% das pacientes com cancer de mama recém-diagnosticadas. Embora seja
de melhor progndstico, cerca de 30% delas desenvolvem recidiva tardia. Identificar essas
pacientes ¢ de interesse para tratd-las corretamente ¢ melhorar a sobrevida. Métodos:
Quinhentos e setenta e duas (572) pacientes com carcinoma ductal invasivo ndo metastatico (I-
IIT) da mama com um seguimento médio de 65,35 meses (3,67 — 247,40) foram incluidas, sendo
448 casos de cancer de mama luminal e 124 casos de cancer de mama triplo-negativo. Pontos
de corte otimos para Ki-67 e expressdo semiquantiativa de receptores hormonais foram
estabelecidos por andlise de sobrevida para fatores continuos. A regressdo de Cox tempo-
dependente com o método Stepwise Forward Wald foi realizada para discriminar fatores
independentes de prognodstico com maior poder. Resultados: Observou-se que pacientes com
tumores de grau histologico 1/2 com alta expressdo de Ki-67 (>12%) e baixa expressao
semiquantitativa de receptores hormonais (<4+) se comportaram de maneira semelhante ao
carcinoma ductal invasivo de mama de grau 3 e foram agrupadas. Tais pacientes t€ém uma
sobrevida livre de metastases a distancia [HaR ajustado: 0,520 (0,238 — 1,132), p=0,099] e
sobrevida global [HaR ajustado: 0,761 (0,374 — 1,550), p=0,452] semelhantes as pacientes com
cancer de mama triplo-negativo, incluindo terapias nos modelos. Em associagao com o tamanho
do tumor ¢ metastases em linfonodos, esta classificagdo melhorou a classificagao de risco
padrdo. Conclusio: O indice de proliferacdo pela expressdo de Ki-67, além da expressao
semiquantitativa de receptores hormonais, discrimina de forma eficiente pacientes com céncer
de mama ndo metastatico grau 2 e grau 1 com um bom progndstico daquelas com pior

progndstico semelhante as pacientes com cancer de mama triplo-negativo.

Palavras-chave: neoplasias da mama; receptor alfa de estrogénio; antigeno Ki-67; metéstase
linfatica; gradagdo de tumores; invasividade neoplasica; metastase neoplasica; receptores de

progesterona; prognostico.
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ABSTRACT
Background: The luminal subtype (ER and/or PR-positive, HER2-negative) account for
approximately 70% of newly diagnosed breast cancer patients. Although is better prognosis,
approximately 30% of them develop late relapse. Identfying those patients is of interest to treat
them correctly and improve survival. Methods: Five hundred seventhy-two (572) non-
metastatic (I-III) invasive ductal breast carcinoma patients with a median follow-up of 65.35
months (3.67 — 247.40) were enrolled, being 448 cases of luminal breast cancer and 124 cases
of triple-negative breast cancer. Optimal cutoffs for Ki-67 and semiquantitative hormone
receptor expression were established by survival analysis for continuous factors. Stepwise
Forward Wald time-dependent Cox regression were performed to discriminate independent
factors with increased prognosis power. Results: It was observed that patients with histological
grade 1/2 tumors with high Ki-67 expression (>12%) and low semiquantitative hormone
receptor expression (<4+) behaved similarly to invasive ductal breast carcinoma grade 3 and
were grouped. Such patients have distant metastasis-free survival [adjusted HaR: 0.520 (0.238
—1.132), p=0.099] and overall survival [ajusted HaR: 0.761 (0.374 — 1.550), p=0.452] similar
to triple-negative breast cancer, including therapy in the models. In association with tumor size
and lymph node metastases, this classification improved the standard risk classification.
Conclusion: The proliferation index by Ki-67 expression, in addition to the semiquantitative
expression of hormone receptors, efficiently discriminates patients with grade 2 and grade 1
non-metastatic breast cancer with a good prognosis from those with a worse prognosis similar

to triple-negative breast cancer.

Key-words: breast neoplasms; estrogen receptor alpha; Ki-67 antigen; lymphatic metastasis;
neoplasm grading; neoplasm invasiveness; neoplasm metastasis; progesterone receptors,

prognosis.
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INTRODUCAO

Fatores epidemiologicos e de risco para o cancer de mama

O cancer de mama ¢ o cancer mais frequentemente diagnosticado em mulheres na maior
parte do mundo, contabilizando um quarto de todos os canceres em mulheres, com uma
estimativa de aproximadamente 2,3 milhdes de casos novos para 2020. Ademais disso, ¢ o
cancer que mais mata mulheres em todo o mundo, contabilizando 685.000 mortes no mesmo
ano de 2020 (SUNG et al., 2021).

No Brasil, o cancer de mama segue o padrao mundial, sendo o mais frequentemente
diagnosticado em mulheres excetuando o cancer de pele ndo-melanoma, e é o que mais mata
mulheres (INCA, 2019b). Foram estimados 66.280 novos casos para o ano de 2020 (INCA,
2019Db). A incidéncia ¢ crescente com a idade, com uma taxa de 6,49/100.000 na faixa etaria de
30 a 39 anos, observando-se um grande salto nas faixas etarias de 60 a 69 anos e 70 a 79 anos
(51,24/100.000 e 69,75/100.000, respectivamente) (INCA, 2019a). De todos os canceres em
mulheres, o de mama causou 15,92% dos 6bitos no periodo de 2013 a 2017, sendo 16.724 6bitos
em 2017 (INCA, 2019a).

Apesar de existirem fatores de risco hereditarios e genéticos, como a mutagdo de BRCA 1
e BRCA2, apenas 5 a 10% dos canceres de mama sdo atribuiveis a estes tipos de fatores. A
maioria dos canceres de mama ocorre em funcdo de acimulo de fatores de riscos nao-
hereditarios, sejam estes modificaveis, como habitos de vida e uso de medicamentos hormonais,
ou ndo-modificaveis, como idade da menarca e menopausa (SUNG ef al., 2021).

Dentre os fatores de risco modificaveis, o uso de hormonios exdgenos, amamentagao,
nutricdo, indice de massa corporal, paridade e atividade fisica sdo os principais. O uso de
contraceptivos orais e reposi¢do hormonal, a nuliparidade, a gravidez tardia, o consumo de
alcool e o sobrepeso, principalmente obesidade, sdo fatores de risco. Ja a paridade, a paridade
nao-tardia, a amamentacgao e a pratica de atividade fisica sdo fatores de prote¢ao contra o cancer
de mama (SUNG et al., 2021).

Dentre os fatores de risco ndo-modificaveis a janela hormonal endégena e a raga/etnia
sdo importantes fatores de risco para o cancer de mama. Uma janela hormonal maior, isto &,
quanto mais precoce a menarca e/ou mais tardia a menopausa, € a raca/etnia negra sao fatores
de risco para o cancer de mama, enquanto que a raca/etnia asidtica ¢ fator de prote¢ao contra o
cancer de mama, apesar das taxas aumentarem rapidamente em paises asidticos (SUNG et al.,

2021).
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Quanto a raga/etnia, existem algumas controvérsias importantes. Apesar de se observar
uma propor¢ao maior de canceres mais agressivos nas mulheres Afro-americanas, como maior
taxa de cancer de mama triplo-negativo e maior taxa de canceres de alto grau histoldgico, que
estao associados com pior prognostico (HARBECK et al., 2019), os fatores socioeconomicos €
sociodemograficos desempenham um importante papel. Por exemplo, a alta taxa de paridade e
baixa amamentacdo sao fatores relacionados a um maior risco de desenvolvimento de cancer
de mama triplo-negativo, comportamentos observados com maior prevaléncia na populagdo
Afro-americana no Estados Unidos (PALMER et al., 2014). Também, sdo inseridas num estrato
socioecondmico menor (NEWMAN et al., 2006), o que poderia implicar em diagnostico tardio
e menor sobrevida (HARBECK et al., 2019).

Esses fatores socioecondmicos e sociodemograficos poderiam explicar as diferengas
observadas pelas diversas racas/etnias. No entanto, mesmo com o ajuste por esses fatores de
risco, ainda se observa maior incidéncia e pior progndstico nas mulheres Afro-americanas nos
Estados Unidos, e o fator de protecao de origem asiatica desaparece (CHLEBOWSKI et al.,
2005; NEWMAN et al., 2006), e o pior progndstico poderia ser atribuido a propria biologia do
cancer nessas mulheres, nas quais um céncer inicial tem maior chance de causa obito que em
mulheres brancas (IQBAL et al., 2015). Por outro lado, a incidéncia de cancer de mama na
Inglaterra ¢ menor em mulheres negras e do sul asiatico, comparado com as mulheres brancas.
Porém, essa diferenca desaparece quando se consideram os fatores de risco conhecidos, o que
demonstra que fatores comportamentais e culturais proprios das ragas/etnias sdao os fatores
preponderantes e ndo a raga/etnia em si (GATHANI et al., 2014).

As diferencas raciais/étnicas no Brasil também implicam em diferengas na biologia do
cancer de mama, que demonstram alto contraste a nivel macrorregional, com maior taxa de
cancer de mama luminal nas regides Sul e Sudeste, que possui maior ancestralidade europeia,
e cancer mais agressivo (triplo-negativo e HER2" - receptor epidérmico humano 2) nas regides
Norte e Nordeste (CARVALHO et al., 2014). No entanto, no Brasil o maior problema para a
sobrevida no cancer de mama ¢ o diagnostico precoce. Apesar de se observar uma incidéncia
menor em comparagao a paises desenvolvidos, se observa uma maior prevaléncia de cancer de
mama em estadgio avangado comparado com esses mesmos paises (DOS-SANTOS-SILVA et
al., 2019).

A raga/etnia e fatores sociodemograficos sdo observados como preponderantes no
diagnostico precoce do cancer de mama no Brasil, que ha maior prevaléncia de cancer de mama
avangado nas mulheres negras e pardas com baixo nivel educacional, e menor em mulheres

brancas com alto nivel educacional (DOS-SANTOS-SILVA et al, 2019). A nivel
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microrregional, outros fatores de risco prevalecem, principalmente socioecondomicos. Por
exemplo, no estado de Sdo Paulo a mortalidade por cancer de mama se associa com
positivamente com nuliparidade e negativamente com acesso/realizacdo de mamografia e

contrato de planos médicos (DINIZ et al., 2017).

A glandula mamaria

A glandula mamaria feminina ¢ um 6rgao acessorio tubulolobular bilateral vital para a
reprodugdo. E uma glandula exdcrina, do tipo apocrina, responsavel pela produgdo do leite.
Desenvolvida em meio a um estroma predominantemente adiposo, a glandula mamaria ¢
formada por ductos ramificantes, que servem para escoar o leite, ¢ unidades secretdrias
lobulares terminais, que consistem em alvéolos produtores de leite. Os ductos sdo circundados
por células mioepiteliais que ajudam na contragdo e escoamento do leite, e vao se ampliando
para formar o sino lactifero, o qual desemboca no mamilo como duto coletor, que promovem o

escoamento do leito mediante estimulo da succ¢ao (Figura 1) (RUSSO; RUSSO, 2004).

Adipose tissue
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Areola myoepithelial cell

Figura 1. Componentes da mama feminina humana. A mama ¢ formada pela glandula mamaria, uma estrutura
ductolobular que desemboca no mamilo pelos ductos coletores, tecido adiposo e tecido conjuntivo. Na ampliacéo,
uma visdo transversal do ducto mamario, que ¢ formado pelas células epiteliais luminais revestidas das células

basais mioepiteliais. Retirado de (HARBECK et al., 2019).

A glandula mamaria sofre mudancas drésticas durante vérias fases da vida da mulher
(RUSSO; RUSSO, 2004), que podem ser dividas em pré-hormonais, incluindo a fase pré-natal
e pos-natal, peri-hormonais, incluindo na gestacao e lactagdo, e pés-menopausa (TURASHVILI

et al.,2006). A estrutura basica da glandula mamaria sdo os ductos, l6bulos e o botao terminal
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(TEB) (em animais) ou unidade ductolobular terminal (em humanos), os quais se ramificam e
formam ductos e lobulos (Figura 2). Os lobulos vao se desenvolvendo apoés 1-2 anos da
menarca, e sua diferenciacdo final e consolida¢do acontecem apenas apos a gravidez. S3o quatro
tipos de lobulos, onde o tipo 1 ¢ uma estrutura rudimentar e pouco diferenciada, e os tipos 2 ¢
3 sdo cada vez mais diferenciados. O 16bulo tipo 3 € mais abundante nas mulheres que passaram
por gravidez, onde também hé formacao do quarto tipo de l6bulo, enquanto que nas nuliparas
predominam os tipos 1 € 2. Ap6s os 40 anos, ha involugdo do tipo 3 nas mulheres que passaram

por gravidez, com predominancia dos tipos 1 e 2 (RUSSO; RUSSO, 2004).

TEB —

Figura 2. Representagdo das estruturas lobulares da mama feminina humana. O ducto se ramifica em alvéolos,
que em conjunto formam os l6bulos. De acordo com o grau de desenvolvimento da mama, hé predominancia de
alguns tipos de lobulos. O ducto termina no botdo terminal, ou unidade ductolobular terminal em humanos, o qual
¢ responsavel pelo prolongamento do ducto. Apenas os l6bulos tipo 1 a 3 estdo representados. Retirado de
(RUSSO; RUSSO, 2004).
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Aspectos moleculares da carcinogénese da mama

Carcinogénese

O cancer ¢ caracterizado pelo acimulo de mutagdes somaticas em oncogenes, como de
RAS, e genes supressores de tumor, como de 7P53, que leva a proliferagdo descontrolada dessas
células anormais com fenotipo maligno. Tais mutagdes podem ser provocadas por agentes
externos ou internos, quimicos ou fisicos, que sdo chamados carcindgenos (SHENDURE;
AKEY, 2015).

O processo de carcinogénese ¢ divido em trés fases: iniciagdo, promogao e progressao.
A iniciag@o consiste em mutagdes de genes-chave da proliferagdo celular, mas tal célula ndo
consegue perpetuar essas alteracdes, sendo necessario agentes proliferantes (promotores) para
a perpetuacao dessas alteragdes. Isso ocorre até a eventual aquisi¢cao de mutagdes que a tornem
auto-suficiente na proliferacdo, as quais progridem com mais muta¢des que possibilitam a
aquisi¢do das caracteristicas proprias do cancer, como invasividade e migragdo (SIDDIQUI et
al., 2015). Durante a carcinogénese, a célula maligna deve ser capaz de ter uma proliferacao
sustentada, evadir supressores de crescimento, reprogramar seu metabolismo, resistir a morte
celular, possibilitar a replicacdo imortal, induzir angiogénese, ativar invasao e metastase, €
evadir o sistema imunoldgico. No entanto, outros processos estdo envolvidos para atingir tais
caracteristicas, como a reprogramagdo do epigénoma idependente de mutagdes, obter
plasticidade fenotipica e alterar seu microambiente de forma a torna-lo favoravel a progressao
tumoral, o que pode envolver alteragdo do microbioma e aciimulo de células estromais
senescentes, as quais secretam fatores pro-tumorais nesse microambiente. Essas dez
caracteristicas sdo conhecidas como o hallmark do cancer, que se derivam das interagdes dos
circuitos intracelulares das vias de sinalizagdo que regulam as atividades da célula maligna para
favorecer sua progressao, interacdo com seu microambiente e evasdo a resposta imunoldgica
(HANAHAN, 2022; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Os carcinogenos sao classificados conforme sua acdo no processo da carcinogénese,
podendo ter acdo apenas iniciadora (muta¢do), promotora (proliferativa) ou ambas
(BOYLAND, 1985). Os agentes iniciadores promovem mutagdes pela alteracdo da estrutura do
DNA, na maioria adutos, ou dano fisico deste e, com a falha reparo dessas alteragdes, ha a
iniciagdo pela aquisi¢ao de uma mutagdo (HEMMINKI ez al., 2000). Por exemplo, espécies
reativas de oxigénio (ROS) podem alterar a estrutura quimica da guanina para 8-hidroxiguanina
(KASAI et al., 1991), a qual pode sofrer uma troca de G>T ou G> A durante a replicagdo do
DNA, levando a mutagdes (SUZUKI; KAMIYA, 2017). Essas substituicdes dependem do
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proprio sistema de reparo de dano ao DNA, onde as enzimas reconhecem erroneamente a base
alterada por uma outra normal, mudando assim a sequéncia do DNA (JENA; BANSAL, 2011).
A agdo dos carcindgenos varia de acordo com o tecido, isto ¢, o subtipo celular que agride. O
DMBA (7,12-dimetilbenz [a] antraceno), um agente mutagénico, age como um agente
carcinogénico completo na mama, mas apenas como iniciador no cancer de pele, necessitando
da acdo do promotor TPA (12-O-Tetradecanoilforbol-13-acetato) (ABBA et al., 2016;
SAMUELSON et al., 2009; ZANCONATO et al., 2015).

O cancer resulta do predominio da selecdo positiva sobre a sele¢do negativa das
mutagoes (MARTINCORENA et al., 2017). Apesar da selecao negativa possuir uma for¢ca mais
fraca que a positiva (MARTINCORENA et al., 2017), nenhum cancer se vale de apenas uma
via celular para adquirir tais caracteristicas que quebram as regras de homeostase tecidual
(MARTINCORENA ef al., 2017). De fato, se observa uma alta prevaléncia de células com
mutagdes somadticas, inclusive em oncogenes, em diversos tecidos em funcdao do tempo, mas
insuficientes para desencadear o cancer (MARTINCORENA et al., 2018; MARTINCORENA
et al., 2015). Para tal, é preciso alteragdes/mutagdes em varias vias que favorecem o
comportamento maligno. Em fun¢do da instabilidade genomica e outros processos hd uma
enorme aquisi¢do de mutagdes, mas nem todas sdo relevantes para o comportamento maligno,
sendo estas divididas em drivers e passengers, onde as primeiras sdo relevantes para a
malignidade e as segundas sdo neutras nesse processo. De fato, 95% dos canceres surgem pela
mutagdo de, em média, 4 a 5 genes drivers, incluindo oncogenes e supressores de tumor (quase
sempre por inativacao bialélica) (CONSORTIUM, 2020).

O impacto que mutagdes causam dependem do tipo de altera¢do que elas promovem.
Estas sdo classificadas em nao-sindnimas, sinonimas e frameshift. As mutagdes ndo-sindnimas
sdo subdivididas em missense, que causam alteracdo de um cddon codificante para outro que
resulta na alteracdo da sequéncia de aminodcido ou no padrdo de splicing, ou non-sense, que
leva a mudanga do cdédon para um de parada, causando parada prematura e alterando
drasticamente a sequéncia de aminoacido (CARTEGNI et al., 2002). Ja as mutagdes sindnimas
sdo assim classificadas porque resultam na alteracao para um outro cédon que codifica para o
mesmo aminoacido (CARTEGNI et al., 2002), e sao as mutacdes mais frequentes em genes
relacionados ao cancer comparado aos outros (CHU; WEI, 2019), contabilizando por 6-8% das
mutacoes drivers no cancer (SHARMA et al., 2019). Essas mutagdes levam a alteragdes
traducionais e co-traducionais, como taxa de traducao, estabilidade e conformacdo de RNA, e
splicing alternativo, que resultariam em 6bvias alteragcdes na sequéncia da proteina (SHARMA

et al., 2019). Excetuando tais mutacdes, as demais alteracdes sindnimas podem alterar a taxa
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de alongamento traducional e impactar na conformagdo da proteina, alterando a funcdo da
mesma (BRULE; GRAYHACK, 2017; WALSH et al, 2020), que sao fenomenos que
promovem o cancer (BRULE; GRAYHACK, 2017). Por sua vez, as mutagdes frameshift
resultam da insercdo ou delecao de de um ou mais nucleotideos de DNA que levam a uma
alteracdo da sequéncia de cddons. Esse tipo de mutagdo perturba a matriz de leitura do mRNA
resultante, levando a traducdo de uma protetina completamente diferente do original, podendo
também gerar cddons de parada prematuros ou diferentes dos originais, semelhante as
consequéncias de mutagdes non-sense (CARTEGNI et al., 2002).

Ademais das mutagdes genéticas, varias alteragdes gendmicas, como a perda de
heterozigosidade e instabilidade genomica, sdo marcantes no cancer (DONAHUE et al., 2006).
A perda de heterozigosidade contribui para o imbalango genético e susceptibilidade maior as
mutagoes pela perda de um alelo cromossdmico, o qual também ¢ provocado por carcindgenos
(DONAHUE et al, 2006). Ja a instabilidade gendmica, por defeitos na segregagdo
cromossdmica, leva a aneuploidias, poliploidias e truncamento de cromossomos, favorecendo
amplificacdo de onocogenes, causando um inbalango com os genes supressores de tumor, o que
também favorece a perda de heterozigosidade (BAKHOUM; COMPTON, 2012). Os processos
de instabilidade gendmica (cromoplexia, kataegis e cromotripsis) levam a rearranjos, alta carga
mutacional, duplicagdes, inser¢cdes e dele¢des que sdo importantes para a carcinogénese, por
amplificar alguns oncogenes, inativar genes supressores de tumores, causar fusdes, entre outros
(CONSORTIUM, 2020).

Como supracitado, os eventos da carcinogénese sdo temporais. Algumas mutacdes,
como a amplificacdo de CCNDI em cancer de mama e TERT em cancer de prostata, tém altas
chances de serem clonais, isto €, estarem presentes em todas as células do mesmo tumor,
demonstrando serem fundamentais para as fases precoces da carcinogénese. Porém, com o
decorrer do tempo hd um aumento gradual da heterogeneidade mutacional, gerando subclones
distintos dentro do mesmo tumor, sendo responsavel pela progressao tumoral (CONSORTIUM,

2020).

Progressdo do cancer de mama

Caracteristicas histopatologicas
Como o carcinoma ductal invasivo do tipo ndo especial € o mais incidente e os subtipos
especiais implicam em fatores prognosticos diferentes, mesmo com outras caracteristicas a

principio adversas, o carcinoma ductal invasivo do tipo ndo especial serd o foco neste subtdpico.
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O cancer de mama ¢ visto como uma progressdo de eventos que comega com a atipia
epitelial e evolui progressivamente para hiperplasia ductal atipica (ADH), carcinoma ductal in
situ (CDIS) e carcinoma invasivo (CDI) (BOMBONATI; SGROI, 2011). Mais detalhadamente,
a ADH, que compartilha diversas alteragdes citogenéticas e genéticos com o CDIS de baixo
grau, espontaneamente progride para CDIS de baixo grau (BOMBONATI; SGROI, 2011), o
qual posteriormente progride para CDIS de grau intermedidrio e finalmente de alto grau
(CUNHA et al., 2010). Apesar de tanto a ADH como o CDIS serem os eventos prévios ao
carcinoma invasivo, eles ndo necessariamente se desenvolvem em carcinoma invasivo
(KADER et al., 2018; MAKKI, 2015).

A partir do momento que as células adquirem a propriedade da invasividade, o cancer
cresce dentro da mama, podendo migrar para os linfonodos e/ou sitios distantes, que ¢ a
metastase a distdncia (WEIGELT et al., 2005). Outro fendmeno que ocorre durante a progressao
tumoral ¢ a mudanga do fenotipo (subtipo) molecular (assunto prospectivamente abordado),
com mudancgas progndsticas conforme a conversao (KIM et al., 2015; STEFANOVIC et al.,
2019). Esse processo ¢ tido como o paradigma da progressao tumoral do cancer de mama.
Apesar disso, a relacdo entre tamanho de tumor ou metéstase linfonodal com a metastase a
distancia ndo ¢ linear, sugerindo que este paradigma do processo de progressdo tumoral
desconsidera alguns fendmenos bioldgicos importantes (SOPIK; NAROD, 2018). De fato, sao
observados casos onde o tumor secundario se origina da disseminagdo precoce de células que
entram em dorméncia e ressurgem tardiamente (AGUIRRE-GHISO, 2018; HARPER et al.,
2016; HOSSEINI et al., 2016).

Aspectos moleculares

Apesar de alguns estudos terem demonstrado alteragdes epigenéticas e retratos
genéticos importantes relacionados durante a progressdo (GODOY-ORTIZ et al., 2019; QI;
XIONG, 2018), visto a dificuldade de obter amostras humanas que caracterizem com alta
fidedignidade este processo, ndo hd conhecimento suficiente sobre o “passo-a-passo” dos
mecanismos moleculares da carcinogénese da mama (YE et al., 2004). Assim, o uso de modelos
animais ajuda na compreensao desse processo.

Visto que ha maior entendimento do HER2 na progressao do cancer de mama, ele sera
abordado como modelo. Na pratica clinica se observa que a superexpressao/amplificagao de
HER2 em carcinoma ductal in situ (CDIS) ¢ preditivo para evolugdo a cancer invasivo
(MILIGY et al., 2019; ROSES et al., 2009), e o subtipo intrinseco HER2/neu (gene codificante

de HER?2) se observa como o principal panorama nos diversos subtipos moleculares (GODOY -
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ORTIZ et al., 2019). De fato, ha uma alta prevaléncia (~50%) de superexpressao/amplificacio
de HER2 em CDIS, mas uma queda (~15%) no carcinoma ductal invasivo (CDI), sugerindo
que ele tem um importante papel na iniciacdo, ¢ ndo na progressdo, do carcinoma invasor
(ALLRED et al., 1992).

O modelo animal transgénico (MMTV-Her2) deste subtipo langou luz sobre o processo
da progressdo. O processo da progressao ¢ governado por um circuito PR (receptor de
progesterona)/Her2 que ¢ regulado pela densidade celular. Nas lesdes precoces prevalece a
expressdao de PR, e ndo de Her2. No primeiro momento, a lesdo se vale do mecanismo
PR/fatores de crescimento (Rankl - ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa-B de
camundongo - e Wnt4), para expansdo pardcrina de células-tronco, induzindo invasdo e
migrag¢do, bem como expressio de Her2 e disseminagdo. A medida que o tumor primério se
estabelece, a superexpressao de Her2 se mantém estavel, promovendo o crescimento tumoral,
e Her2 regula negativamente a expressdo de PR de forma indireta; mesmo assim, as células
mantém a capacidade de re-expressar o PR quando em baixa densidade celular, explicando por
que as areas de invasao em pacientes apresentam alta marcagdo de HER2 e/ou PR, enquanto
que em areas de alta densidade ndo hd marcacdo de PR (HOSSEINI ef al., 2016).

O microambiente tumoral (MAT) desempenha um importante papel na progressao
tumoral. Ele ¢ formado por componentes nao figurados da matriz extracelular (MEC) e diversos
elementos figurados: células estromais (como fibroblastos e adipocitos), células do sistema
imunolégico (como macrdéfagos, linfocitos e neutrdfilos), células mioepiteliais e células
endoteliais. Esses elementos figurados sdo responsaveis pela manuteng¢do da arquitetura e
fun¢do da glandula mamaria no contexto fisiologico pela relagdo estroma-parénquima, pela
secrecdo de fatores com fun¢do paracrina. No entanto, no cancer ha uma importante alteracao,
com perda de células mioepiteliais e degradacdo da matriz extracelular, que promove a invasao.
Com a progressao, as células tumorais promovem uma mudanca do perfil de diversas células
estromais de anti-tumorais para pro-tumorais. Por exemplo, os fibroblastos e macréfagos
secretam fatores de crescimento e citocinas, como CXCLI12 (quimiocina ligante de motivo C-
X-C 12), HGF (fator de crescimento de hepatédcito) e VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular), que promovem crescimento € migracdo tumorais ¢ angiogénese (PLACE et al.,
2011).

A dinamica do MAT ¢ drasticamente modificada com o decorrer do tempo, e sua
composicao pré- e pés-quimioterapia sao fundamentais para ditar o sucesso da terapéutica. Por
exemplo, a taxa macrofagos/linfocitos T CD8" dita a resposta a quimioterapia neoadjuvante,

onde a baixa taxa promove maior resposta patologica em relagdo a alta taxa. Ademais disso,
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tais modificagdes podem favorecer a angiogénese e aumento do infiltrado de macrofagos, os
quais, por sua vez, promovem resisténcia terapéutica e facilitam o extravasamento de células
tumorais aos vasos linfaticos, levando a disseminagao sistémica (metastase) (MIDDLETON et
al., 2018).

Um evento posterior necessario para a metastase ¢ a ativacdo de receptores de
quimiocinas pré-existentes, normalmente expressos pelo epitélio mamario, e/ou superexpressao
dos mesmos (MULLER et al., 2001). Também, o EMT pode induzir a expressao de receptores
de quimiocinas (PANG et al., 2016). Na metéstase linfonodal, os receptores CCR7 (receptor de
quimiocina C-C tipo 7) e CXCR4 (receptor de quimiocina C-X-C tipo 4) contam pela maior
parte do processo, enquanto que o CXCR4 ¢ o principal para metastase a distdncia. Apos a
ativacdo deles, promovem polimerizacdo de actina, formacdo de pesuddpodes e migracao
ameboide, que confere a capacidade migratdria e homing, de maneira semelhante a linfocitos
(MULLER et al., 2001).

O eixo estrogeno-ERa promove tanto a expressdao de CXCL12 (SAUVE et al., 2009)
como a migra¢do, quando em conjunto com outros fatores de crescimento (WEITZENFELD et
al.,2016). Em associacao com o supracitado circuito HER2/PR, isso pode explicar o porqué de
os canceres de mama HR'/HER2 metastatizarem mais para os linfonodos, seguido pelos
HR'/HER2", HR/HER2" ¢ HR/HER2" (HE et al., 2015; MATTES et al., 2015). Porém, isso
ndo se traduz imediatamente em metéstase a distdncia, uma vez que a filogenética sugere que
apenas 25% dos tumores secundarios (metdstases em oOrgdos distantes) se originam dos
depositos tumorais da metéstase linfonodal (VENET; FIMERELI; ROTHE; et al., 2020), o que
pode explicar porque canceres luminais tem maiores taxas de metastase linfonodal, mas
menores de metastase a distancia.

Ademais de mudangas do subtipo molecular com a progressao, especialmente metastase
a distancia, had outras importantes mudangas nas vias de sinalizacdo que promovem
sobrevivéncia e proliferacdo no sitio secundario. Por exemplo, no cancer de mama (ERa") que
superexpressa EGFR, ele ¢ fundamental para promover a proliferagdo e sobrevivéncia (ALI;
WENDT, 2017; WENDT et al., 2014). Ademais disso, a sinalizagdo da via EGFR ¢
fundamental para promover a metastase, mas, em um momento posterior a metastase, ha
alteracdo da transdugdo de sinal pela via MEK/ERK para JAK/STATI, que muda sua fungao
de pro-proliferativa para pro-apoptotica no sitio secundario. Porém, no sitio secundario ha perda
progressiva de EGFR (receptor de fator de crescimento epidérmico) (ALI ef al., 2018; ALI
WENDT, 2017) e aumento da via integrina B3/FGFR (receptor de fator de crescimento de

fibroblasto) que promove os efeitos pro-proliferativos nesse novo sitio (WENDT et al., 2014).
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Transigado epitélio-mesénquima (EMT)

Conforme supracitado, uma caracteristica importante na progressao tumoral ¢ a
aquisicdo de um fenotipo invasivo. Nesse respeito, a transicdo epitélio-mesénquima (EMT)
apresenta um papel crucial.

A EMT ¢ um fendmeno de reprogramagdo do fendtipo celular onde ha perda de
marcadores epiteliais e aquisi¢ao de marcadores mesenquimais, sendo os mais proeminentes E-
caderina e queratinas (epiteliais), N-caderina ¢ vimentina (mesenquimais), levando a perda de
polaridade apico-basal, reestruturacao celular, alteragdo nas adesdes celulares e modificagdo da
matriz extracelular (DONGRE; WEINBERG, 2019). Esse fenomeno ¢ regulado por EMT-TFs
como Snail, Slug, Twist e Zeb, que reprimem os genes epiteliais e favorecem a expressao dos

mesenquimais (DONGRE; WEINBERG, 2019) (Figura 1).
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Figura 3. Processo da transicdo epitélio-mesénquima (EMT) e seu inverso (MET — transi¢do mesénquima-
epitélio). Na EMT, diversos fatores de transcricdo promovem a repressdo de genes epiteliais e/ou transcrigdo de
genes mesenquimais, que permite a mudanga para um fenotipo invasivo e migratério. Esse processo nao ¢ de tudo -
ou-nada, podendo ocorrer um estado hibrido entre epitelial e mesenquimal, conhecido como EMT parcial ou MET

parcial. Retirado de (DONGRE; WEINBERG, 2019)

A EMT possui um papel fisioldgico importante no reparo de tecidos, fibrose e durante
embriogénese (DONGRE; WEINBERG, 2019). Via de regra, durante a EMT h4 estimulo para

sobrevivéncia celular concomitante a parada do ciclo celular, tornando o EMT praticamente
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incompativel com proliferacdo em células sadias (BROWNE et al., 2010; TRAN et al., 2011;
VEGA et al., 2004). No entanto, a proliferacdo persistente no contexto de EMT leva a
instabilidade genomica (COMAILLS et al., 2016).

A EMT tem um importante papel na progressao tumoral por induzir invasao e migragao
celulares (GEORGE et al., 2017). Entre os EMT-TFs h4 uma fina regulacao entre eles, sendo
que Snail ¢ responsavel pela iniciacdo do EMT e Twistl pela manutencao a longo prazo no
cancer de mama, promovendo invasdo e migragdo, respectivamente (TRAN et al., 2011).
Também, o EMT esta associado com um fenotipo de células-tronco tumorais e resisténcia
farmacologica (TSAIL; YANG, 2013), e tem um papel importante na quiescéncia das células
tumorais disseminadas (WEIDENFELD; BARKAN, 2018).

No processo da metastase, a disseminagdo coletiva parece ser o principal mecanismo,
diferentemente do proposto sobre disseminacdo singular. Apesar de o EMT ser relacionado
principalmente a disseminagdo singular (CHEUNG; EWALD, 2016), os processos de
disseminagdo singular e coletiva sdo estados no espectro da EMT (JOLLY et al., 2017). De
fato, o processo da EMT nao € necessariamente de tudo-ou-nada, mas pode ocorrer a chamada
EMT parcial, onde ha expressdo concomitante de marcadores epiteliais € mesenquimais
(KALLURI; WEINBERG, 2009) e, ao que parece, a EMT parcial possui um papel maior na
metastase (GEORGE et al., 2017), pois tornaria mais fécil a colonizagao por facilitar o retorno
ao estado epitelial pelo processo inverso da transicdo mesénquima-epitélio (MET) (KALLURI;
WEINBERG, 2009).

Também, a plasticidade da EMT (EMT parcial) parece estar mais associada as
caracteristicas estaminais, uma vez que EMT total elimina tais caracteristicas (BEERLING et
al., 2016), apesar de que alguns canceres sem caracteristicas de EMT também podem ter alto
grau de agressividade (GOKMEN-POLAR et al., 2019). De fato, os EMT-TFs possuem papéis
ndo-redundantes no EMT que ndo necessariamente se sobrepdem a estaminalidade
(STEMMLER et al., 2019). Assim, as vias que promovem EMT podem resultar em outros
fenotipos, € podem levar a estaminalidade em alguns compartimentos celulares, mas nao em
outros (LIM et al., 2010; YE et al., 2015).

A EMT ¢ estimulada por fatores como HGF, PDGF (fator de crescimento derivado de
plaqueta), EGF (fator de crescimento epidérmico), FGF-2 (fator de crescimento de fibroblasto
2) e, o mais proeminente, TGF- (fator de crescimento transformante beta) (DONGRE;

WEINBERG, 2019) (Figura 2).
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Figura 4. Vias que promovem o EMT. O EMT ¢ uma reprogramagao celular decorrente da expressdo de fatores
de transcricdo especificos, como ZEB, SNAIL e TWIST, que sdo alvos de varias vias, como Wnt/p-catenina,
NOTCH, superfamilia do TGFp, MEK/ERK, PI3K/AKT e JAK/STAT. Retirado de (DONGRE; WEINBERG,
2019).

No entanto, ha um fator de transcricdo muito envolvido nesse processo, que € o p53
(codificado pelo gene TP53). TP53 ¢é o gene mais frequentemente mutado em cancer de maneira
geral, incluindo o de mama. As diversas mutagdes observadas, de maneira geral, estdo
envolvidas com a perda de interacdo com a sequéncia-alvo de DNA, impedindo sua agao
transcricional, mas também pode levar a ganho de fun¢do, conferindo-lhe propriedades pro-
tumorais, as quais podem agir como dominantes negativos de p53 quanto a acdo transcricional
(PITOLLI ef al., 2019). Por sua importante fun¢do na diferenciagdo, a mutacao de p53 ndo raro
leva a aquisicao de um fenotipo de estaminalidade no cancer (LEVINE; BERGER, 2017) e
promove EMT, favorecendo invasividade e metastase (TANG et al., 2020).

Fatores diagnostico e prognéstico

Fatores histopatolégicos

De acordo com as caracteristicas morfoldgicas, o carcinoma invasivo que se origina na
glandula mamaria ¢ classificado como ductal (CDI) ou lobular (CLI). Os principais carcinomas
sdao o ductal invasivo de tipo nao especial, com uma incidéncia entre 60-80% dos casos, € 0
lobular classico, com um incidéncia de 5-15% de todos os casos (WEIGELT et al., 2010), e por
si s0 j& possuem prognosticos diferentes (MAKKI, 2015).

Outra importante analise histopatologica importante ¢ o nivel de alteragao em relacao

ao tecido saudavel, que ¢ avaliado nos carcinomas ductais invasivos, que lhes atribui a
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classificag@o de grau histologico baixo, intermediario ou alto conforme as alteragdes nucleares
(anisocariose), grau de formagdes arquiteturais (tubulares) e indice mitdtico. Esse grau
histologico também implica em fator progndstico e, quanto maior, isto ¢, menos diferenciado é
o tumor, pior ¢ o prognéstico (RAKHA et al., 2010). Devido a pouca variagdo na formagao
arquitetural e indice mitotico no carcinoma lobular invasivo, a classifica¢ao do grau histologico
¢ baseada nas alteragdes nucleares, que também atribui valor prognostico (ADAMS et al., 2009;
BANE et al., 2005).

Ademais dessas classificagdes histopatoldgicas, existem os carcinomas in sifu (ductal —
CDIS; lobular - CLIS) (WEIGELT ef al., 2010). Os carcinomas in sifu, por ndo apresentarem
invasividade ¢ nem todos evoluirem para carcinoma invasivo quando nao tratados (MAKKI,
2015), sdo classificados como pré-cancer e implicam em fator prognostico (MAKKI, 2015) e
tratamento diferente que os invasivos (GOLDHIRSCH et al., 2007).

Outra classificacdo histopatologica ¢ a dos carcinomas ductais e lobulares de subtipos
especiais, que sdo assim denominados devido a formagdes arquiteturais peculiares,
componentes da matriz extracelular diferenciados, entre outras alteragdes proprias. Diversos
subtipos especiais foram classificados até entdo, e possuem fatores prognodsticos diferentes
comparado aos subtipos ndo especiais. Alguns, apesar de terem um fen6tipo de grau histologico
alto ou subtipo molecular triplo-negativo, possuem bom progndstico semelhante ao de baixo
grau e subtipo luminal (HAMMOND et al., 2010; MAKKI, 2015; WEIGELT et al., 2010). Por
1ss0, por possuirem uma biologia particular (WEIGELT et al., 2010), a classificagdo
histopatologica por si s6 ¢ o melhor fator prognéstico em muitos desses subtipos especiais
(MAKKI, 2015; WEIGELT et al., 2010).

Outro fator analisado histopatologicamente ¢ a invasdo dos vasos linfaticos, que € o
fendomeno predecessor da metéstase linfonodal, que demonstra a aquisicdo de um fendtipo
migratorio (MOHAMMED et al., 2009; SHEN et al., 2015). No entanto, a dificuldade de
discernir histopatologicamente os vasos linfaticos dos sanguineos, mesmo que a invasao dos
vasos linfaticos seja extremamente mais frequente (MOHAMMED et al., 2007), levou a cunhar
o termo invasao linfovascular (MOHAMMED et al., 2009; VAN DEN EYNDEN et al., 2006).
A correta identificacdo da invasdo linfovascular ¢ importante, pois implica em risco de recidiva
e indicagdo terapéutica (GOLDHIRSCH et al., 2007). Por exemplo, a presenca de invasdo
linfovascular em pacientes sem acometimento de linfonodos ¢ fator de pior prognoéstico de
maneira semelhante aquelas que tem de 1 a 3 linfonodos acometidos (EJLERTSEN et al.,
2009). Outro fator comlicador ¢ quanto a classificacdo da invasao linfovascular: nas diretrizes

St Gallen (GOLDHIRSCH et al., 2007) preconiza a invasdo vascular extensiva como fator de
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risco, enquanto que a maioria dos estudos e laboratorios relatam a invasdo vascular de forma
qualitativa (presente/ausente) (VAN DEN EYNDEN et al., 2006). Ademais disso, hd a
dificuldade de relatar o que de fato sdo estruturas vasculares (MOHAMMED et al., 2009; VAN
DEN EYNDEN et al., 2006). Em virtude dessas complicagdes, a identificagdo de invasao
linfovascular ndo ¢ rotina de muitos laboratérios (VAN DEN EYNDEN et al., 2006).

Estadiamento e sistema TNM

O cancer de mama ¢ estadiado conforme as varidveis tamanho de tumor (T),
acometimento (metastase) de linfonodos regionais ipsilaterais (IN) e metastase a distancia (M).
O o6rgao que delineia o estadiamento dos canceres ¢ o AJCC (Admerican Joint Committee on
Cancer). O cancer ¢ estadiado clinicamente e patologicamente. Cada estadiamento segue
parametros diferentes, sendo que o clinico se baseia na avaliacdo médica e exames de imagens,
e o patoldgico na anélise histopatologica dos espécimes apos ressec¢ao cirurgica. Como ndo ha
uma concordancia perfeita entre ambos estadiamentos, serd detalhado o patologico que ¢ de
maior relevancia prognostica (AMIN et al., 2017; GIULIANO et al., 2018).

No caso do cancer de mama, a variavel T ¢ dividida em quatro categorias (AMIN et al.,
2017; GIULIANO et al., 2018):

e TI —tumor com até de 2 cm;

e T2 —tumor com mais de 2 cm ¢ até 5 cm;

e T3 —tumor com mais de 5 cm;

e T4 — qualquer tamanho, invasdo da pele, musculo ou parede tordcica; ou ulceragao

e/ou nodulos satélites e/ou edema da pele; ou carcinoma inflamatorio.

A linfa da mama ¢ drenada por trés sistemas (cadeias) de linfonodos ipsilaterais: axilares
(nivel axilar I a III), intrapleurais e mamarios internos (intercostais) (Figura 5). Apesar disso,
na rotina cirtrgica sao removidos apenas os linfonodos axilares (SAKORAFAS et al., 2000).
A invasdo dos linfonodos segue um fluxo continuo nos niveis axilares com frequéncia
decrescente de acometimento a medida que aumenta o nivel axilar, com raros casos de
acometimento descontinuo dos niveis (SAKORAFAS et al., 2000). Visto essas caracteristicas
particulares da metastase linfonodal (SAKORAFAS et al., 2000), e o acometimento de diversos
sistemas linfaticos (SAKORAFAS et al., 2000; WANG et al., 2018), o estadiamento da
metastase linfonodal (N) segue um critério mais complexo, que envolve quantidade de
linfonodos acometidos, localizacao e tamanho do acometimento, levando a formagao de quatro

categorias de N (AMIN et al., 2017; GIULIANO et al., 2018):



31

NO — sem acometimento de linfonodos ou grupos isolados de tumores menor que
0,2 mm

N1 — presenca de micrometastases (0,2 mm a 2 mm — N1mi); ou metastase em 1 a 3
linfonodos; e/ou linfonodo mamario interno clinicamente (imagens) negativo com
bidpsia de linfonodo sentinela positivo;

N2 — metastase em 4 a 9 linfonodos; ou linfonodo mamario interno clinicamente
(imagens) positivo na auséncia de metastase axilar;

N3 — metastase em 10 ou mais linfonodos; ou metastase em linfonodo
infraclavicular (nivel III); ou linfonodo mamario interno clinicamente (imagens)
positivo na presenca de um ou mais positivo do nivel I ou II; ou metastase em 3 ou
mais linfonodos axilares com micro ou macrometastase pela biopsia de linfonodo
sentinela com linfonodo mamadrio interno clinicamente (imagens) negativo; ou

metastase em linfonodo supraclavicular.
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Figura 5. Representacdo dos linfonodos acometidos no cancer de mama. Na representacao, as cadeias axilares de

nivel I a III, supraclaviculares e mamarios internos.

A metastase a distancia (M) geralmente ¢ diagnosticada pela correlagdo clinica com

exames de imagens, mas, em alguns casos, ¢ possivel a confirmacdo por bidpsia. A metastase
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a distancia envolve também o acometimento de linfonodos contralaterais 2 mama acometida
(AMIN et al., 2017; GIULIANO et al., 2018).

Apesar de o tamanho tumoral e o envolvimento linfonodal serem altamente
correlacionados, eles sdao fatores de progndstico independentes (FOULKES, 2012), como se

observa no caso de N3 e T4 (AMIN et al., 2017; GIULIANO et al., 2018).

Subtipos moleculares do cincer de mama

Apesar do grau histologico e a morfologia conferir fator prognostico, eles por si s6 ndo
sdo suficientes para explicar toda a biologia do cancer de mama, nem implica em escolha
terapéutica. De fato, o cancer de mama ¢ um conjunto heterogéneo de doengas. Com base na
expressdo de algumas proteinas, o cancer de mama ¢ classificado em trés subtipos basicos:
luminal, que ¢ positivo para receptor de estrogeno (alfa) (ERa) ou receptor de progesterona
(PR), 0 mais comum e com diversos testes progndsticos para pacientes tratadas com terapias
hormonais; HER2/neu" ou ERBB2" puro, que sdo os que possuem superexpressido/amplificacdo
desse receptor, mas sdo duplo-negativos para ER e PR; luminal hibrido, que s3o os que possuem
superexpressao/amplifica¢io HER2/neu” ou ERBB2" e sdo positivos para algum dos receptores
hormonais; e o cancer de mama triplo-negativo (ER", PR™ e ndo superexpressam HER2/neu)
(CANCER GENOME ATLAS, 2012).

Historicamente, o primeiro marcador molecular de prognostico e tratamento foi o ERa,
o qual era mensurado bioquimicamente por ensaios de interagdo com o estradiol (HAMMOND
et al.,2010). Com o advento de anticorpos capazes de identificar a expressao deste receptor no
tecido fixado em parafina, houve uma revolu¢do do diagndstico, mas, a principio, houve uma
tentativa de relacionar os indices de marcacao pela imunohistoquimica (IHQ) com a atividade
bioquimica do ERa, formando sistemas diferentes de classificacdo de acordo com quantidade
e intensidade de marca¢do pela [HQ (HARVEY et al., 1999; KINSEL et al., 1989; SANNINO;
SHOUSHA, 1994). No entanto, a ASCO/CAP estabeleceu que a marcacgao de >1% das células
por IHQ deve ser considerada como positiva para ERa devido ao beneficio obtido com a terapia
endodcrina, grau este que seria considerado como bioquimicamente negativo nos protocolos
anteriores (HAMMOND et al., 2010). Com a identificacio do PR, que atribuiu ganho
progndstico e maior resposta ao tratamento enddcrino quando expresso concomitante ao ERa,
sua identificacdo por IHQ foi estabelecida como mandatéria com os mesmos pardmetros que
para ERa (HAMMOND et al., 2010).

Quanto ao HER2, a ASCO/CAP estabelece como superexpressdo de HER2 a marcacdo
de >10% das células tumorais pela IHQ (WOLFF ef al., 2013). Em casos de confirmagdo
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duvidosa de superexpressdo de HER2 pela THQ, ha a necessidade de complementagdo por
técnicas de hibridizacdo in situ (ISH) que avaliardo a amplificagdo gendmica do gene ERBB?2
(gene codificante do HER?2) para afirmar se ha superexpressao ou ndo (WOLFF et al., 2013).
A correta determinagao da expressao destes marcadores € critico, visto que sao utilizados como
fatores prognostico (AMIN et al., 2017; GIULIANO et al., 2018) e de tratamento
(GOLDHIRSCH et al., 2007).

Outros marcadores por IHQ

Um outro marcador frequentemente analisado por IHQ ¢ o Ki-67, um marcador nuclear
presente em células durante a proliferacao, e um indice proliferativo (alta taxa de Ki-67) esta
associado com pior prognéstico (DE AZAMBUIJA et al., 2007). Porém, como a maioria dos
canceres HER2" ou triplo-negativo possuem altos indices proliferativos (DENKERT et al.,
2015; KURBEL et al., 2017), o uso progndstico do Ki-67 tem relevancia apenas no cancer
luminal (BUSTREO et al., 2016; VIALE et al., 2019). Dessa forma, no consenso de St. Gallen
foi estabelecida uma taxa de 14% de Ki-67 como ponto de corte para classificacdo do cancer
de mama luminal, sendo uma taxa <14% considerada como baixo indice proliferativo,
classificado como Luminal A, e uma taxa >14% considerada como alto indice proliferativo,
classificado como Luminal B (GNANT et al., 2011). Porém, conforme deliberacao do AJCC,
ndo ha boa reprodutibilidade e poder progndstico entre diversos laboratorios, o que levou a sua
identificagdo como dispensavel para este painel de expertos (AMIN et al., 2017; GIULIANO
et al., 2018). Por isso, outros estudos sugerem a superexpressao/amplificagdo de HER2 como
critério para classificagdo em Luminal A (HER2") e Luminal B (HER2") (FALLAHPOUR et
al., 2017; GOLDHIRSCH et al., 2013; ZHANG et al., 2019), ou o nivel de expressdao de PR
(alto no Luminal A e baixo no Luminal B) (GOLDHIRSCH et al., 2013). De qualquer forma,
o subtipo luminal ¢ o mais frequentemente diagnosticado e possui o melhor prognostico em
relagdo ao HER2" e ainda mais em relagdo ao triplo-negativo (FALLAHPOUR et al., 2017).

Existem outras proteinas analisadas por IHQ com finalidades distintas. Por exemplo, a
andlise da expressdo de E-caderina pode ser 1util em casos duvidosos na classificagdo entre
ductal e lobular, uma vez que a maioria dos canceres lobulares perdem a expressao de CDH1
(gene que expressa E-caderina) enquanto os ductais mantém a sua expressao (MAKKI, 2015).

Outro marcador analisado ¢ o p53. Como uma das consequéncias da mutagao, a proteina
tem uma taxa de degradacdo menor, levando a sua acumulagdo e deteccdo por IHQ. Sua
mutacao ocorre em ~40% dos canceres de mama totais (MUKHOPADHYAY et al., 2019),

ocorrendo em ~80% dos HER2" ¢ TN, mas apenas em 12% e 32% dos canceres Luminal A e
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Luminal B, respectivamente (CANCER GENOME ATLAS, 2012); a mutagdo de p53 também
se correlaciona positivamente com indice proliferativo e grau histologico elevados
(JACQUEMIER et al., 1994). Apesar de ndo haver consenso quanto seu uso prognostico,
alguns estudos mostram que a mutagdo causa reducao da sobrevida e mais recidivas (SADIGHI

et al.,2017), inclusive em cancer de mama triplo-negativo (PAN et al., 2017).

Subtipos intrinsecos e a heterogeneidade do cancer de mama

Com o advento de técnicas moleculares, alguns testes baseados no nivel de expressdao
de alguns genes identificaram subtipos moleculares denominados de intrinsecos, isto €, o
gendtipo do tumor, como o MammaPrint (FAN ez al., 2006) e o PAMS0 (PARKER et al., 2009).
Esses dois testes, especialmente o PAMS50, foram pioneiros em identificar esses perfis genéticos
que demonstram mais detalhadamente particularidades do cancer de mama, demonstrando um
panorama mais complexo que a classificagao imunohistoquimica. Por exemplo, a defini¢ao dos
subtipos intrinsecos pelo PAMS50, o mais utilizado, em Luminal A, Luminal B, enriquecido em
HER2 (HER2E) e basal-like (PARKER et al., 2009) provoca uma incongruéncia com o
fenotipo do THQ, especialmente no que diz respeito a amplificacio de HER2, onde quase
metade dos casos de amplificagdo do gene HER2? estio fora do subtipo HER2E
(GOLDHIRSCH et al., 2013; KIM et al., 2019; PARKER et al., 2009; RAJ-KUMAR et al.,
2019; VIALE et al., 2018).

Em vista disso, outros testes genéticos baseados em alteracdes genéticas drivers do
cancer de mama promoveram a classificagdo em dez grupos integrativos, que na maioria sao
formadas por misturas de subtipos intrinsecos variados, até tdo discrepantes como ER" e basal-
like (DAWSON et al., 2013; PEREIRA et al., 2016). Essa classificacdo em grupos integrativos
pode corretamente agrupar quase a totalidade dos canceres com amplificacao de ERBB2, apesar
de ndo ser composto exclusivamente por esses casos (DAWSON et al., 2013). Apesar disso, €
observada uma importante diferenca na resposta ao tratamento anti-HER2 nos casos de
amplificacdo de acordo com o subtipo intrinseco, onde ha um grande beneficio no HER2E,
moderado nos luminais A e B, e quase nenhum beneficio no basal-like (GODOY-ORTIZ et al.,
2019).

Essas importantes diferengas nos subtipos intrinsecos se devem ao fato de que o HER2
¢ um evento pan-cancer, visto que a amplificagdo da fragdo de 17q leva a amplificacao nao so6
de ERBB2, mas também de outros genes pro-tumorais (DAEMEN; MANNING, 2018). Assim,
o papel da superexpressdo/amplificagio de HER2 dependera do contexto. Por exemplo, a

superexpressdo de HER2 aumenta o indice proliferativo (Ki-67) apenas em cancer de mama
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ER"/PR", mas ndo em ER'/PR", e ainda menos em ER/PR™ (KURBEL et al., 2017). Em
conformidade com isso, foi identificado que um importante mediador do papel pro-tumoral de
HER?2 ¢ o receptor de androgeno (RA). Aproximadamente metade dos canceres de mama ER”
com amplificagdo de ERBB2 dependem de RA, e dois tercos dos canceres HER2E dependem
desta via (DAEMEN; MANNING, 2018). Concordemente, canceres ER/HER2" com
expressdo de RA possuem um pior prognostico que os negativos para RA (VENEMA et al.,
2019). Em suma, o papel de HER2 no cancer de mama depende de um contexto dependente ou
de ER ou de RA, nio sendo um driver em si mesmo.

Esse papel crucial do RA levou a diversas tentativas de acrescentd-lo no painel de
marcadores de IHQ (WU; VADGAMA, 2017), pois possui papel prognostico e possivel papel
terapéutico no cancer de mama de acordo com a expressio de ER e HER2, sendo que o
agonismo no ER" e o antagonismo no ER” promovem melhor prognostico (VENEMA et al.,
2019). Ademais disso, mesmo que o antagonismo de RA promova melhor prognostico no TN
que expressa este receptor, o subgrupo que expressa este receptor tem um melhor progndstico
(VENEMA et al., 2019), levando ao cunhamento da expressao quadruplo-negativo (QN) (HON
etal.,2016).

Essas descobertas demonstraram o alto grau de heterogeneidade no cancer de mama,
que inclusive se reflete no TN com um grau muito maior do que a presenga ou auséncia de RA.
De fato, o cancer de mama triplo-negativo ¢ um subconjunto de doengas com biologias
completamente diferentes. Assim como os subtipos intrinsecos e grupos integrativos, alguns
subconjuntos de TN foram identificados de acordo com um panorama semelhante de expressao
e alteragdes génicas em comum (LEHMANN et al., 2011; LEHMANN ef al., 2016; WANG et
al., 2019), que reflete na expressdo de alguns marcadores identificaveis por THQ, como
citoqueratinas (CK) 5/14, RA, EGFR e outros (LEHMANN ef al., 2011; LEHMANN ef al.,
2016), o que acrescenta fator prognostico ao fator intrinseco basal-like (GEYER et al., 2017).

Apesar de todas essas evidéncias, a marcacdo de RA ou dos subtipos de TN ndo sdo
utilizados para a pratica clinica (HAMMOND et al., 2010). Porém, no que diz respeito ao RA,
testes clinicos estdo sendo conduzidos para avaliar se 0 AR ¢ um potencial alvo terapéutico
(VENEMA et al., 2019). Quanto aos subtipos de TN, esses marcadores ndo sdo utilizados na
pratica clinica devido a diversas divergéncias da sua utilidade, mas, visto que a morfologia
(histopatologia) reflete muito dessa intricada biologia, a classificagdo dos subtipos especiais de

TN contribui como fator prognostico relevante (GEYER et al., 2017).
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Estadiamento

Historicamente, o estadiamento do cancer de mama seguia o sistema TNM que deriva
os estadiamentos de I (inicial) a IV (com metastase a distancia), excluindo o estadiamento 0
(carcinoma in situ, sem acometimento de linfonodos ou metastase a distancia), a saber (AMIN
et al.,2017; GIULIANO et al., 2018):

e [A-TI,NO, MO;

e IB-TI, Nlmi, MO;

e IIA-TI1,NI1, MO; T2, NO, MO;

e [IB-T2,NI1, MO; T3, NO; MO;

e [IIA —T3, N1, MO; T1-T3, N2, MO;
e [IIB - T4, NO-N2, M0;

e [IIC - T1-T4, N3, MO;

e [V - qualquer T, qualquer N, MI1.

Pelo paradigma da progressao tumoral, quanto maior o estadiamento (T e N), maior a
chance de metéstase a distancia (SOPIK; NAROD, 2018), e pior o prognostico (AMIN et al.,
2017; GIULIANO et al., 2018).

No entanto, na atual classificacdo do AJCC (8 edi¢do), o estadiamento do cancer de
mama incluiu o grau de diferenciagdo, a expressdo qualitativa dos receptores hormonais e a
superexpressao/amplificagdo de HER2 (AMIN et al., 2017; GIULIANO et al., 2018). Via de
regra, os canceres luminais e HER2", e especialmente os “triplo-positivos”, tem um melhor
progndstico, o que causou a diminui¢ao do seu estadiamento, enquanto que a maioria dos triplo-
negativos tem um pior progndstico, o que causou o aumento do seu estadiamento, o que reflete
a biologia de cada subtipo molecular. Apesar da aparente contradi¢do no que refere ao caso da
superexpressao/amplificagdo de HER2, que possui uma maior agressividade per se, o ganho
progndstico se deve ao regime (neo)adjuvante anti-HER2 (AMIN et al., 2017; GIULIANO et
al., 2018), que tem a capacidade de neutralizar este fenomeno, e por isso se torna mandatdrio
no caso dessas pacientes, como sera descrito posteriormente (GOLDHIRSCH et al., 2007).

Em funcao da falta de consenso em ponto de corte e evidéncia cientifica insuficiente, o
marcador Ki-67 ndo ¢ utilizado no estadiamento, como supracitado (AMIN et al., 2017;

GIULIANO et al., 2018).
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Tratamento do cincer de mama

O tratamento do cancer de mama ¢ realizado de acordo com o estadiamento e
caracteristicas clinicopatologicas de cada paciente. Visto que o tratamento das pacientes
metastaticas ¢é diferente das ndo-metastaticas, o correto estadiamento com exames
complementares, como tomografia computadorizada, ¢ necessario naquelas com sinais clinicos
(sintomatologia) ou, por apresentar maior chance de disseminagdo distante, com céancer
localmente avangado ou de alto risco (LACROSS, 2015; MAUGHAN et al., 2010).

Quanto ao tratamento das pacientes ndo-metastaticas, os critérios sao estabelecidos no
Consenso Internacional de Expertos em Saint Gallen, cujas principais diretrizes, utilizadas até
hoje, foram estabelecidas nas Conferéncias da 10%, 13* e 14* edi¢cdes (COATES et al., 2015;
GOLDHIRSCH et al., 2013; GOLDHIRSCH et al., 2007), com pouquissimas altera¢des nas
edi¢des posteriores (MORIGI, 2017; 2019).

Os critérios sdo baseados principalmente nos fatores patologicos (grau histoldgico,
subtipo molecular, expressdo semiquantitativa dos receptores hormonais) (COATES et al.,
2015; GOLDHIRSCH et al., 2013), sem contraindicag¢do ou limitagao de tratamento pleno por
qualquer condigdo clinica que seja, exceto em caso de comprometimento da satide. No entanto,
condigdes clinicas como o status menopausal e a idade sdo relevantes para o correto tratamento
endocrino naquelas com expressdo positiva para ER e/ou PR (COATES et al., 2015;
GOLDHIRSCH et al., 2013). No Brasil, diretrizes semelhantes foram adotadas para o
tratamento do cancer de mama (BRASIL, 29 de abril de 2019).

Tratamento locorregional

Os tratamentos locorregionais sdo oferecidos apenas para as pacientes nao-metastaticas
em funcdo da auséncia de beneficio nas pacientes metastiticas (MAUGHAN et al., 2010). A
principal terapia loccoregional ¢ a cirurgia, que consiste na remogao do leito tumoral, bem como
dos linfonodos acometidos, que sdo a fonte de possiveis células metastaticas (LACROSS,
2015).

A cirurgia do leito tumoral pode ser tanto a mastectomia, que consiste na remocao
completa da mama, com (radical) ou sem (simples) a remog¢ao do musculo peitoral, e a opcao
da abordagem depende do estadiamento clinico do tamanho tumoral (LACROSS, 2015).
Apesar dos tumores localmente avancados serem manejados com a mastectomia, a terapia
sist€émica pré-operatoria (neoadjuvante/citorredutora), especialmente a quimioterapia, pode ser
realizada com o objetivo de reduzir o volume tumoral e optar pela cirurgia conservadora,

abordagem esta que ndo implica na redugdo da sobrevida (MAUGHAN et al., 2010).
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Visto que o principal objetivo da cirurgia do leito tumoral ¢ a remocao do tumor com
uma margem de seguranga na ressec¢ao, o tipo de abordagem nao implica em impacto diferente
na sobrevida das pacientes (LACROSS, 2015). Porém, a recomendacao € que a constatacao da
margem de seguranga seja feita de forma intra-operatoria e para possibilitar a ampliagao de
margens no mesmo ato cirurgico, mas uma reabordagem posterior sera realizada se houver
falha/auséncia de andlise intra-operatoria das margens (LACROSS, 2015).

Quanto a abordagem cirtrgica dos linfonodos, quando ha positividade clinica de
envolvimento dos linfonodos, a opgao cirurgica ¢ a remogao completa dos niveis axilares [ e 11
(ALND), mas, quando ha negatividade clinica de envolvimento dos linfonodos, ¢ realizada a
técnica de analise do linfonodo sentinela (SLNB). A técnica de SLNB consiste no rastreamento
do(s) linfonodo(s) drenante(s) da mama no ato cirurgico com o uso de um tragador, que
geralmente se encontra(m) no nivel axilar I. De forma preferivelmente intraoperatoria, esses
linfonodos sentinelas (SLN) devem ser analisado(s), pois o acometimento de >3 linfonodos
implica na remocao dos niveis I e II na sua totalidade (ALND) (GOLDHIRSCH et al., 2013;
LACROSS, 2015). Porém, a ALND ¢ dispensada quando h4 acometimento de <3 linfonodos,
desde que realizado o correto manejo radioterapéutico (HARRIS, 2014).

Por outro lado, nas pacientes que tiveram resposta clinica axilar total apos
neoadjuvancia, a abordagem de SLN pode ser realizada, mas a ALND deve ser realizada se
houver acometimento de algum linfonodo (COATES et al., 2015). Apesar disso, devido a
implicar em melhora da qualidade de vida em fun¢ao da diminui¢ao de comorbidades, o correto
diagnostico para favorecer a abordagem do SLN, € essencial na terapéutica do cancer de mama
(MAUGHAN et al., 2010).

Quanto ao nivel axilar III, s6 ¢ realizada remogdo cirargica se houver adenopatia
palpavel deste nivel no momento da cirurgia (LACROSS, 2015).

A radioterapia locorregional ¢ aplicada com o principal objetivo de reduzir o risco de
recidivas locorregionais (RECHT et al., 2001), mas tem demonstrado diminuir o risco de
recidiva a distancia (metastase) e aumentar a sobrevida (HARRIS, 2014). Ela ¢ realizada ap6s
a cirurgia e quimioterapia adjuvante, ¢ o regime e recomendacdes sdo regulados pela
ASTRO/ASCO (SMITH et al., 2018). A irradiagdo do leito cirargico (parede toradcica ou mama)
e dos niveis axilares I e II ¢ administrada conforme o tipo de cirurgia, margem cirdrgica,
tamanho tumoral e envolvimento linfonodal (RECHT et al., 2001), sem restricdo de idade
conforme o beneficio e expectativa de vida (COATES et al., 2015).

A irradiacdo pos-mastectomia desses campos ¢ dispensada na auséncia de fatores

adversos, mas oferecida quando o tumor dissecado ¢ T3 ou T4 e/ou houver envolvimento de >4
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linfonodos (RECHT ef al., 2001). Quanto a irradiacao pds-cirurgia conservadora, ela deve ser
oferecida a todas as pacientes, e na axila apenas quando houver acometimento linfonodal
(GOLDHIRSCH et al., 2013). Anteriormente a irradiacdo pods-cirurgia conservadora era
limitada apenas as pacientes com idade inferior a 50 anos, ¢ aquelas com 50 anos ou mais se
margem comprometida com impossibilidade/falta de desejo de reabordagem cirtrgica ou outras
caracteristicas de risco (RECHT et al., 2001). Porém, a idade ndao ¢ mais um limitador, visto
que diminui a quantidade de recidivas e aumenta a sobrevida (COATES et al., 2015;
GOLDHIRSCH et al., 2013). Naquelas com linfonodo(s) sentinela(s) acometido(s) cuja
axilectomia foi dispensada, a irradiagdo axilar deve ser realizada independentemente do tipo de
cirurgia da mama (COATES ef al., 2015). Ademais disso, a irradiagdo deve ser recomendada
conforme o estadiamento clinico no caso das pacientes que realizaram quimioterapia
neoadjuvante com resposta parcial ou total, visto o efeito protetor contra recidiva locorregional
e aumento na sobrevida (WHITE; MAMOUNAS, 2014).

A irradiacdo da fossa supra-clavicular (nivel III) ¢ mandatéria quando hd um
envolvimento de >4 linfonodos, mas deve ser oferecida quando ha envolvimento de 1-3
linfonodos associado a outros fatores de mau prognostico, como grau histoldgico alto e T3
(RECHT et al., 2001). A Figura 6 representa um fluxograma da tomada de decisdo na

radioterapia atualmente empregada.



Abordagem cirdrgica
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Figura 6. Fluxograma representando o racional da irradiacdo de volumes de acordo com as abordagens cirurgicas e caracteristicas clinico-patoldgicas
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No caso de DCIS, fatores de risco como idade, extensdo da doenca, grau nuclear,
presenca de necrose e comprometimento da margem ditardo se sera realizada irradiagdo local

ou nao (SMITH et al., 2018).

Tratamento sistémico

O tratamento sist€émico adjuvante a cirurgia tem como objetivo aumentar a sobrevida e
reduzir o risco de recidivas, principalmente a distancia (metastase). Consiste na administragao
de quimioterapicos, anticorpos monoclonais anti-HER2 (trastuzumab) e terapia endocrina
(MAUGHAN et al., 2010). Também ¢ a Unica opgao terapéutica com melhora da sobrevida
livre de progressao e sobrevida global (PAGANI et al., 2010).

O tratamento quimioterapico adjuvante segue as recomendacdes o Consenso da 10*
edicdo de St Gallen, que categoriza o risco de recidiva como baixo, intermediario e alto,
conforme os parametros clinicopatoldgicos descritos na Tabela 1 (GOLDHIRSCH et al., 2007).
Porém, em edigdes posteriores alguns critérios foram revisados. Por exemplo, idade menor que
35 anos ou envolvimento de 1 a 3 linfonodos ndo € critério para uso de quimioterapia nas
pacientes com cancer luminal, mas sim os demais fatores clinicopatologicos (COATES et al.,
2015).

A recomendagdo de tratamento ¢ indicada conforme a sensibilidade endocrina,
estabelecida pela expressao qualitativa dos receptores hormonais, a expressao de HER2 e outros
parametros que determinam o grau de risco de recidiva e direcionam a terapéutica (Tabela 2).
Por exemplo, o uso de anti-HER2 (trastuzumab) ¢ indicado em todas as pacientes com
superexpressdo de HER2, independentemente do risco, mas pode ser omitido apenas nas
mulheres de risco intermediario com tumor <1 cm (Tabela 2) (GOLDHIRSCH et al., 2007).
Inclusive a quimioterapia, que ¢ recomendada quando hd metastase linfonodal (AMIN et al.,
2017; GIULIANO et al., 2018), pode ser omitida nas pacientes luminais de risco intermediario,

mas deve ser oferecido tratamento enddcrino (Tabela 2) (GOLDHIRSCH et al., 2007).



Tabela 1. Critérios de classificacdo das categorias de risco segundo consenso St Gallen. Adaptado de

(GOLDHIRSCH et al., 2007)

Classificacao de risco

Baixo risco Linfonodo negativo E todas as seguintes caracteristicas:
pT<2cm, E
Grau l, E
Auséncia de invasdo vascular peritumiral extensiva, E
Expressao de ER e/ou PR, E
Auséncia de superexpressdo/amplificagdo de HER2/ERBB2, E

Idade >35 anos

Risco intermediario  Linfonodo negativo E pelo menos uma das seguintes caracteristicas:
pT >2 cm, OU
Grau 2/3, OU
Presenca de invasdo vascular peritumiral extensiva, OU
Auséncia de ER e PR, OU
Presencga de superexpressdo/amplificacdo de HER2/ERBB2, OU
Idade <35 anos
Linfonodo positivo (1-3) E
Expressao de ER e/ou PR, E
Auséncia de superexpressdo/amplificagdo de HER2/ERBB2

Alto risco Linfonodo positivo (1-3) E
Auséncia de ER e PR, OU
Presenga de superexpressao/amplificagdo de HER2/ERBB?2

Linfonodo positivo (>4)
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Tabela 2. Terapéutica conforme as categorias de risco segundo consenso St Gallen. Adaptado de (LUZ et al., 2022)

Luminal (ER" ¢/ou PR*, HER2-puro (ER" e PR, Luminal hybrid (ER* ¢/ou PR", Triplo-negativo (ER", PR, e
Metastase linfonodal HERY)) HER?2") HER?2") HER?2’)
] ) Quimioterapia + Terapia quimioenddcrina + o )
NO Terapia enddcrina . . Quimioterapia
Trastuzumab Trastuzumab
Terapia o ) Terapia quimioenddcrina + o )
N1 (1-3) o ) ) Quimioterapia + Trastuzumab Quimioterapia
quimioenddcrina/enddcrina Trastuzumab
o ) o ) Terapia quimioenddcrina + o )
N2-N3 (>4) Terapia quimioenddcrina Quimioterapia + Trastuzumab Quimioterapia

Trastuzumab

*Nio obrigatério para pacientes com tumors de maior didmetro inferio a 1 cm (T1a/b).
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Como observado na Tabela 2, a quimioterapia ndo foi estabelecida como mandatéria
nas pacientes luminais no 10° consenso de St Gallen, apenas nas com >4 linfonodos acometidos
(GOLDHIRSCH et al., 2007), mas outros fatores patologicos sdo preditivos de maior risco de
recidiva (GOLDHIRSCH et al., 2013). Devido ao valor indicativo de quimioterapia do subtipo
intrinseco Luminal B pelo advento das técnicas genéticas, houveram tentativas de reproduzir
estes subtipos com técnicas de IHQ (GOLDHIRSCH et al., 2013). Inicialmente, o Ki-67 foi
proposto como ferramenta imunohistoquimica para discriminar esses subtipos, com 14% sendo
um ponto de corte com melhor correlagdo com o subtipo intrinseco, apesar de 20% ser
claramente um ponto de corte indicador de baixa/alta proliferacio (GOLDHIRSCH et al.,
2013). No entanto, a falta de reprodutibilidade desse ponto de corte (14%) (COATES et al.,
2015) e o consenso da ndo intercambialidade com o grau histolégico (GOLDHIRSCH et al.,
2013) levou a busca por outros fatores patoldgicos para indicacdo de quimioterapia nas
pacientes luminais. Assim, fatores de mau progndstico como alto grau histologico (G3), >4
linfonodos acometidos, baixa expressdo de receptores hormonais, alta proliferacdo (Ki-67) e
invasao linfovascular sdo indicativos do uso de quimioterapia nas pacientes luminais (COATES
etal., 2015).

Os quimioterapicos sdao geralmente administrados como um esquema adjuvante, que
consiste atualmente na combinacdo de dois quimioterapicos de categorias diferentes,
consistindo, na maioria das vezes, de uma antraciclina, como a adriamicina, € um taxano, como
o paclitaxel (MAUGHAN et al., 2010). Porém, outras categorias de quimioterdpicos podem ser
administrados, geralmente a ciclofosfamida, um agente alquilante de DNA, que ¢ acrescentado
a combinacdo de antraciclina e taxano (FUJII ef al., 2015). O principio por trds do uso de uma
combinacdo de quimioterapicos € a interrupcdo de mecanismos diferentes da proliferacdo e
divisdo celular, sendo que as antraciclinas e os alquilantes impedem a sintese de DNA por
inibirem a topoisomerase ou causar ligagdes cruzadas no DNA, respectivamente, € os taxanos
impedem o crescimento de microtubulos, perturbando a formacgdo do fuso mitdtico
(MICHAELS et al., 2016).

A quimioterapia pode ser administrada como regime neoadjuvante, com o uso de anti-
HER?2 nas indicadas (GNANT et al., 2011). Este regime de tratamento prévio a cirurgia tem
como principal objetivo a redu¢do do volume tumoral para completa ressec¢do tumoral e
melhora estética, podendo se optar pela cirurgia conservadora quando hd boa resposta
(LACROSS, 2015). Porém, o nivel de resposta esta condicionado ao indice proliferativo e
sensibilidade endocrina, onde se observa baixa ou nenhuma resposta nos carcinomas de baixo

indice proliferativo (Ki-67<14%) e alta sensibilidade endocrina (GNANT et al., 2011;



45

RESENDE et al., 2019; SASANPOUR et al., 2018; WANG et al., 2016). Quanto ao impacto
na sobrevida e recidiva, a administracdo da quimioterapia como regime neoadjuvante nao
implica em diferenca comparado ao regime adjuvante (CHEN et al., 2018; MAMOUNAS et
al., 2012). No entanto, a terapia neoadjuvante exerce pressao seletiva que leva a mudanca de
subtipo molecular (GALLI et al.,2017; LIM et al., 2016; PERNAS et al., 2019; STEFANOVIC
etal.,2019), o que deveria mudar o regime de terapia (KIM et al., 2015; LIM et al., 2016).

A terapia enddcrina € indicada a paciente cujo cancer expressa ER e/ou PR. Apesar de
ser administrado em alguns casos como regime neoadjuvante, a terapia enddcrina ¢
principalmente administrada como regime adjuvante (COATES ef al., 2015). Os principais
anti-hormonios utilizados sdo o tamoxifeno, que atua como um anti-estrogeno no cancer de
mama, e os inibidores de aromatase (anastrozol, letrezol, exemestano), que impedem a
produgdo de estrogeno (MAUGHAN et al., 2010).

O regime e duragdo de terapia enddcrina ¢ recomendada conforme o status menopausal
e fatores de risco. A terapia enddcrina recomendada para as pacientes em pré-menopausa ¢ a
terapia de tamoxifeno por 5 anos, exceto nas pacientes com idade inferior a 35 anos, onde o
regime € o exemestano. J4 nas pés-menopausa, o regime pode ser o uso de inibidor de aromatase
(IA) ou tamoxifeno, como regime inico ou num esquema de troca para subsequente uso de A,
por 5 anos; o esquema dependerd de fatores de risco clinicos como osteoporose, fratura dssea,
trombose, entre outros. Porém, em ambos grupos de pacientes, os regimes devem ser estendidos
para 10 anos quando a paciente possui fatores adversos, linfonodo inicialmente positivo, grau
histologico elevado (G3), alto indice proliferativo (Ki-67), bem como entrada na menopausa

nas pré-menopausa (COATES et al., 2015).

Identificacfio de pacientes com cincer de mama luminal de alto risco

Apesar das pacientes com cancer de mama luminal (ERa" e/ou PR*, HER2") terem um
melhor prognéstico que as pacientes triplo-negativas (JENSEN et al., 2018; RIVENBARK et
al.,2013), aproximadamente 25-30% dessas pacientes tem recidivas tardias (>5 anos) (EARLY
BREAST CANCER TRIALISTS' COLLABORATIVE, 2005; LAIBLE et al., 2019;
WANGCHINDA; ITHIMAKIN, 2016), principalmente a distdncia, com predominio de
metastase dssea (PULIDO et al., 2017), o que implica em mortalidade. Dessa forma, se torna
necessario a identificacdo de fatores prognosticos adicionais a esse grupo para identificar as
pacientes que possuem maior risco de recidivas, ademais do sistema TNM.

Em vista disso, diversos testes genéticos foram desenvolvidos com o objetivo de

classificar o risco de recidiva e realizar terapias mais direcionadas, como o MammaPrint (FAN
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et al., 2006), o PAM50 (PARKER et al., 2009), o EndoPredict, (COATES et al., 2015;
GYANCHANDANI et al., 2016; KROP et al., 2017; MARTIN et al., 2014) e, especialmente,
0 Oncotype Dx (PAIK et al., 2004; PAIK et al., 2006). Este ultimo se destaca, visto ter nivel 1
de evidéncia para prognoéstico e indicagao terapéutica, isto €, poder para excluir a quimioterapia
(sobretratamento), mas apenas nas pacientes com cancer luminal ER"/HER2" (AMIN et al.,
2017; GIULIANO et al., 2018; VIEIRA; SCHMITT, 2018). Porém, apesar de serem testes com
custo-efetividade positiva ao considerar o ganho em qualidade de vida (BACCHI et al., 2010;
CHANDLER et al., 2018; OZMEN et al., 2019; YANG et al., 2012), o alto custo desses testes
inviabiliza seu acesso para a grande maioria das pacientes, principalmente em paises de renda
média-baixa (BACCHI et al., 2010; OZMEN et al., 2019). Em vista disso, ¢ importante o uso
de sistemas mais acessiveis de classificacao de risco.

No entanto, os fatores usualmente avaliados na rotina patoldgica para o diagndstico de
pacientes com cancer de mama apresentam boa correlagdo com tais testes genOmicos
(BASKOTA et al., 2021; BHARGAVA et al., 2020; EATON et al., 2017; KIM et al., 2016;
ORUCEVIC et al., 2019; SLEMBROUCK et al., 2021), o que impulsionou inclusive o
desenvolvimento de algoritmos matematicos com um excelente indice preditivo referente ao
Recurrence Score (RS) (BHARGAVA et al., 2020; BHARGAVA et al., 2019; FLANAGAN
et al., 2008; TURNER et al., 2015). De forma parecida, mas sem inten¢do preditiva para
resultados dos testes gendmicos, um modelo matematico utilizando a expressao de HER2,
porcentagem de Ki-67 e expressdo semiquantitativa (H-score) dos receptores hormonais,
denominado de IHC4, se mostrou uma ferramenta importante para prognostico de metastases a
distancia (CUZICK et al., 2011), equiparavel ao RS do Oncotype Dx, apesar de apenas para as
precoces (até¢ 5 anos) (DOWSETT et al., 2013; SESTAK et al., 2018; SGROI et al., 2013).
Ademais disso, diversos estudos observaram que a expressao de apenas um receptor hormonal,
seja ER ou PR, ¢ um fator de mau prognostico (BAE et al., 2015; ETHIER et al., 2018; NG et
al.,2014).

Apesar de uma segregacao melhor que apenas o Ki-67, esses dois estudos supracitados
enfrentam algumas limitagdes. Por exemplo, no estudo do IHC4 foi observada perda
prognostica do Ki-67 na analise multivaridvel em fun¢do da alta correlacdo (co-linearidade)
com o grau histologico (CUZICK et al., 2011), sugerindo que ha uma hierarquia desses fatores
prognosticos, com o grau histologico acima do Ki-67. Apesar dessa correlagdo positiva entre
Ki-67 e grau histologico INWALD et al., 2013), o indice proliferativo ¢ apenas um dos fatores
avaliados na classificacdo do grau histologico (RAKHA et al., 2010). Mesmo que o cancer

Luminal A ¢ predominantemente G1/G2 e o Luminal B predominantemente G2/G3 (EHINGER
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et al., 2017), o cancer Luminal A de alto grau histologico (G3) possui um pior prognostico,
semelhante ao Luminal B (EHINGER et al., 2017). De fato, o grau histologico ¢ um forte fator
independente de prognéstico (RAKHA et al., 2010).

Diversos estudos demonstram que o indice proliferativo pelo marcagao ou expressao do
gene de Ki-67 (MKI67), que segrega em Luminal A e B, ¢ um importante fator prognostico,
inclusive para recidiva a distancia (INWALD et al., 2013; LAIBLE et al., 2019; ONO et al.,
2017; WISHART et al., 2014). Porém, dentro desses proprios subtipos existem outros fatores
preditivos de pior ou melhor progndstico. Por exemplo, a expressdo de PR ¢ fator de bom
prognoéstico em cancer de mama inicial (NO) ER™ (PURDIE et al., 2014), e uma maior expressio
de PR ¢ preditivo para um melhor progndstico no subtipo Luminal B (ARIMA et al., 2019) e
até mesmo no subtipo Luminal A (PRAT et al., 2013). Com efeito, varios estudos demonstram
que a expressdo de apenas um receptor hormonal € fator de pior prognostico (BAE et al., 2015;
ETHIER et al., 2018; NG et al., 2014).

Paralelamente, atualmente existem dois importantes sistemas consolidados de
classificagdo baseados em fatores histopatoldgicos e moleculares (imuno-histoquimica), mas
com abordagens diferentes. O sistema do AJCC visa a classificagdo de estadiamento para
agrupar pacientes com sobrevida global semelhante (HORTOBAGYT et al., 2017), enquanto
que o sistema St Gallen visa agrupar pacientes com riscos semelhantes de desenvolver recaidas
a distancia (BURSTEIN et al., 2019; COATES et al., 2015). Mesmo agora incorporando quase
os mesmos fatores histopatoldgicos e imuno-histoquimicos em ambos os sistemas, existem
certas discrepancias na forma como sdo incorporados, como a expressdo qualitativa de
receptores hormonais em AJCC (HORTOBAGYT et al., 2017), e expressao semiquantitativa de
PR pélo St Gallen (BURSTEIN et al., 2019; COATES et al., 2015). Possiveis explicagdes sao
o efeito desses fatores no desfecho analisado ou a forma de classifica-los. Outra ¢ a interacao
desses fatores entre si, que ambos os sistemas nao conseguem integrar mais solidamente
(COATES et al., 2015; HORTOBAGYI et al., 2017).

Dessa forma, o grau histologico combinado com esses marcadores imunohistoquimicos,
como a expressao qualitativa ou semiquantitativa de ER e PR, bem como de Ki-67, pode ajudar
a discriminar melhor o progndstico nas pacientes luminais, tanto para metastase a distancia

quanto para sobrevida global simultaneamente.
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OBJETIVO GERAL

Identificar pacientes com cancer de mama luminal com alto risco de desenvolvimento
de metastase a distancia e 6bito pelo uso conjunto do grau histologico e marcadores
imunohistoquimicos (Ki-67, expressao semiquantitativa de ER e PR ou ambos
concomitantemente) em adigdo de fatores clinicopatoldgicos com valor prognostico ja

estabelecido.

Objetivos especificos

1. Obter pontos de corte com valor prognostico para o indice proliferativo de Ki-67 e
da expressdo semiquantitativa de receptores hormonais;

2. Avaliar o valor prognostico da expressdo simples de receptor hormonal (ER /PR
e/ou ER/PR") em pacientes com cincer de mama luminal;

3. Obter estratificagdes de risco variadas por meio de estratégias diferentes da analise
conjunta de diferentes marcadores imunohistoquimicos com ou sem o grau
histolégico;

4. Identificar fatores de modificacdo de efeito da quimioterapia em pacientes com
cancer de mama luminal;

5. Identificar fatores associados com agressividade tumoral (metastase linfonodal e
invasao linfovascular) no cancer de mama luminal;

Indetificar perfis de agressividade tumoral em pacientes com cancer de mama luminal.
METODOLOGIA

Estudo observacional retrospectivo analisando dados coletados dos prontudrios de
pacientes com cancer de mama atendidas no setor de oncologia da Universidade Federal de
Uberlandia entre janeiro de 1981 e dezembro de 2019, perfazendo um total de 2,186 prontudrios
analisados, sendo realizado reestadiamento conforme a sétima edigdo do AJCC (EDGE et al.,

2015).

Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Humanos (nimero de
protocolo inicial 803.826/14) da Universidade Federal de Uberlandia e seguiu todos os
principios éticos da Declaragdo de Helsinki e seus subsequentes emendas ou padrdes éticos
comparaveis. Foi dispensado o termo de consentimento livre e esclarecido, conforme o tipo de

estudo realizado. Os pareceres se encontram no anexo Al.
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Classificacoes e desfechos

Com base nos resultados do exame anatomopatoldgico e ndo nas anotagdes médicas,
todas as pacientes foram reclassificados em seu TNM patologico de acordo com a Oitava
Edicao do AJCC (HORTOBAGYT et al., 2017). A classificacdo mais alta do tamanho do tumor
(T) e metastase linfonodal (N) entre o estadiamento clinico e patoldgico foi selecionada para
analise de fatores progndsticos.

Os tumores foram classificados como luminais quando houve falta de
superexpressao/amplificacao de HER2 (0/1+ por IHQ e/ou falta de amplificagdo de ERBB2 por
técnica de hibridizagdo in sifu), e pelo menos 1% das células tumorais expressam um ou outro
receptor hormonal (ER e/ou PR). Os tumores foram classificados como triplo-negativos sempre
que houve falta de superexpressdo/amplificacio de HER2 (0/1+ por ITHQ e/ou falta de
amplificacdo de ERBB?2 por técnica de hibridizacao in situ), e menos de 1% das células tumorais
expressavam ambos os receptores hormonais (ER e/ou PR) (HAMMOND et al., 2010).

As idades das pacientes foram classificadas por dois pontos de corte de acordo com o
desfecho analisado: >70 anos para sobrevida global devido a menor expectativa de vida, maior
risco de morte por qualquer as causas e haver uma tendéncia de receberem menos tratamentos
(WYLD; REED; COLLINS; et al., 2021; WYLD; REED; MORGAN; et al., 2021), e <40 anos
para metastase a distancia por causa de risco aumentado de recidivas em pacientes mais jovens,
especialmente em pacientes com cancer luminal (LIAN et al., 2017).

Os tratamentos sistémico e radioterapico foram considerados adequados sempre que os
pacientes receberam tratamento conforme indicado pelas diretrizes atuais (BUDACH et al.,
2015; COATES et al., 2015; GOLDHIRSCH et al., 2013; SMITH et al., 2018). As pacientes
foram classificadas como tendo recebido ou nao tratamento se houve adesdo correta ou ndo aos
protocolos de tratamento, respectivamente, conforme estudo anterior (LUZ et al., 2022).

A avaliagdo de risco foi considerada com base no tempo desde a confirmagdo
anatomopatoldgica da malignidade até os desfechos analisados. A recidiva a distancia
(metastase) foi analisada como desfecho priméario e morte por qualquer causa (sobrevida global)
como desfecho secundario; esta ultima foi considerada em vez de sobrevida especifica pelo fato
de ser objetiva e excluir viéses, como de classificacdao do tipo de morte (DRISCOLL; RIXE,
2009; MARIOTTO et al., 2014; SARFATI et al., 2010).

Métodos de histopatologia e imunohistoquimica
A avaliagdo histopatoldgica de grau histolégico e invasao linfovascular, bem como da

marcacao por IHQ foram retirado dos respectivos laudos apensos nos prontuarios das pacientes.
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De acordo com as diretrizes padrdo do laboratério de Patologia da referida Instituigdo, as
analises histopatologica e de IHQ foram realizadas por um patologista e confirmadas
independentemente por outro patologista.

Conforme padrdes do laboratorio local da Institui¢do, o grau histoldgico foi avaliado
pela coloracdo com hematoxilina e eosina das laminas histoldgicas e a classificagdo foi
realizada de acordo com o sistema de Nottingham (ELSTON; ELLIS, 1991; RAKHA et al.,
2010).

Os dados imuno-histoquimicos foram recuperados de relatorios de imuno-histoquimica
(IHQ). As IHQs foram realizadas prospectivamente no laboratorio local da Instituicdo de
acordo com as diretrizes de boas praticas preservadas ao longo do tempo (HAMMOND et al.,
2010; SHOUSHA; PESTON, 1997). A detecgdo e a revelagao foram realizadas por um sistema

avidina-biotina-peroxidase.

Classificacdo da expressao semiquantitativa dos receptores hormonais

A maioria das pacientes teve sua expressao de HRs relatada no sistema de cruzes por
Sannino e Shousha (SANNINO; SHOUSHA, 1994). Este ¢ um sistema de classificagdo ordinal
para a expressdao do receptor hormonal com base na porcentagem de células tumorais que
expressam o marcador € a intensidade da sua expressao. Para padronizagdo, os poucos relatos
em intensidade e/ou porcentagem de células tumorais expressantes foram transformados para
este sistema de cruzes, conforme disponivel na literatura (SANNINO; SHOUSHA, 1994;
SHOUSHA; PESTON, 1997).

Os tumores foram classificados em: 1+, sempre que >1% e <10% de células tumorais
expressem com baixa intensidade o receptor; 3+, sempre que 60-90% das células tumorais
expressem o receptor com intensidade moderada/forte; e 4+, sempre que >90% das células
tumorais expressem o receptor com forte intensidade. Tumores com expressao maior que 1+ e
menor que 3+ sdo considerados como com expressao indefinida, pois sdo de espectro muito
amplo (SANNINO; SHOUSHA, 1994; SHOUSHA; PESTON, 1997). Portanto, esses pacientes
nao foram incluidos nas analises iniciais.

Posteriormente, as pacientes também foram reclassificadas pela soma do padrao de
expressao ambos HRs em um sistema de 1 a 8 pontos. Como ndo foi estabelecido um consenso
para a classificagdo 2+, as pacientes nesta situacao foram incluidas apenas se o outro HR tivesse
um padrao de expressao 4+, sendo classificado como 5, ou 1+, sendo classificado como 3, ou
0, sendo classificado como 2. A classificagdo 2+ so6 foi considerada se acompanhada da

porcentagem e marcacdo de ambos os receptores para permitir a soma de sua expressdo
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semiquantitativa. A expressdo de ambos os receptores hormonais, € seu composto (soma -

cHR), foram avaliadas como varidveis continuas.

Tratamentos locorregionais e sistémicos

A avaliacdo de adesdo a tratamentos se deu conforme previamente publicado (DE
ARAUIJO et al., 2021; LUZ et al., 2022).

A margem cirargica, abordagem cirtrgica e cirurgia de linfonodo foram classificadas
de acordo com a andlise anatomopatoldgica das abordagens de inten¢do curativa, incluindo as
reabordagens realizadas em tempo razoavel (aproximadamente 2 meses) apds a primeira
cirurgia. A margem cirargica foi considerada positiva sempre que as células tumorais invadiram
a margem por laudos microscopicos de analise anatomopatoldgica; uma margem cirurgica foi
definida como negativa se nenhuma célula tumoral invadiu a margem; e uma margem proxima
(<2mm) foi considerada negativa.

Os tratamentos sistémico e radioterapico foram considerados adequados sempre que as
pacientes receberam tratamento conforme indicado pelas diretrizes atuais (BUDACH et al.,
2015; COATES et al., 2015; GOLDHIRSCH et al., 2013; SMITH et al., 2018). A Tabela 2
mostra os protocolos de tratamento sistémico de acordo com os critérios de indicagdo
terapéutica, e a Figura 6 mostra o racional da irradiagdo volumétrica de acordo com as
abordagens cirurgicas e as caracteristicas clinico-patologicas.

Um tratamento sistémico foi considerado correto quando pacientes com cancer triplo
negativo receberam quimioterapia e pacientes com cancer luminal receberam terapia endocrina.
A quimioterapia foi considerada obrigatdria para pacientes com cancer luminal apenas se
tivessem >4 linfonodos metastaticos.

A radioterapia foi avliada de acordo com os volumes irradiados, com planejamento 2D
convencional. Os volumes incluiram mama/parede toracica, axila e fossa supraclavicular. Axila
foi definida como nivel axilar 1 a 2 e fossa supraclavicular como nivel 3 a 4. A radioterapia foi
considerada adequada em pacientes que receberam irradiagdo de toda a mama apos cirurgia
conservadora da mama, ou submetidas a mastectomia radical e receberam irradiacao da parede
toréacica se tivessem pelo menos uma das seguintes caracteristicas: margem cirirgica positiva,
doenga T3/T4 ou >1 linfonodos metastaticos positivos. A irradia¢do local (ndo regional) correta
exigia um minimo de 45Gy em frag¢des de 1,8Gy ou 2,0Gy.

A radioterapia regional foi considerada correta se as pacientes submetidas a técnica do
linfonodo sentinela com 1 ou 2 linfonodos sentinelas patologicamente comprometidos

receberam irradiagdo axilar (nivel I-II) apenas se ndo receberam dissec¢ao linfonodal axilar
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complementar; ou se pacientes com >4 linfonodos metastaticos axilares sem quimioterapia
neoadjuvante receberam irradiagdo da fossa supraclavicular (nivel III-IV); ou se os pacientes
com >1 linfonodos metastaticos axilares que receberam quimioterapia neoadjuvante receberam
irradiagdo da fossa supraclavicular (nivel III-IV). A entrega de um minimo de 45 Gy em fragdes
de 1,8 Gy ou 2 Gy em ambos os locais anatomicos foi considerada adequada.

Separadamente, a radioterapia de reforgo foi classificada como correta se a paciente
recebeu uma quantidade minima adicional de 9 Gy, em regime de 1,8 Gy ou fragdo de 2 Gy,
nos casos com idade < 50 anos, tumor grau 3 ou margem cirdrgica positiva, quando submetida
a cirurgia conservadora, ou margem cirurgica positiva, quando submetida a mastectomia.

As pacientes foram classificados pela adesdo a radioterapia local e regional

separadamente. Ambos os manejos foram classificados em variaveis de duas categorias.

Critérios de inclusio e exclusao

Foram incluidas pacientes do sexo feminino com carcinoma ductal invasivo ndo
metastatico sem tipo histologico especial. Foram excluidos os pacientes que apresentavam:
dados imuno-histoquimicos, anatomopatologicos e clinicos incompletos; cancer bilateral; mais
de um cancer primario; causa de morte ndo declarada; e tempo de seguimento inferior a 180
dias (6 meses) do diagnoOstico ao evento/censura para evitar metastases sincronas nao
diagnosticadas/nao detectadas. De um total de 2.186, 619 foram selecionados nessa condi¢ao,
com laudo clinico-patolégico completo. O fluxograma representado na Figura 7 representa essa
dindmica conforme as diretrizes STROBE (Strengthening the Reporting of Observational
Studies in Epidemiology) (VON ELM et al., 2007).



Inclusao e Andlises

Inclusio de pacientes com cincer

diagnosticadas entre 1981 e 2019 (n=2.186)

de mama
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Exclusoes/inclusoes

{
!

Pacientes com carcinoma ductal

nao-metastitico da mama (#=1.195)

invasivo

Histologia lobular ou presenga de

Doenga in sitn exclusiva (n=104)

componente especial (n=713)

Doenga M1 inicial (estdgio IV)
(n=174)

Pacientes com dados completos (n=747)

imunchistoquimicos faltantes efou

Mais que um céncer primirio {(n=4)
Tempo de acompanhamento inferior a

Dados histolégicos ou

tumores lisados/micromvasores
(n=411)
Auséncia de cirurgia (n=6)
Radioterapia neoadjuvante (n=6)
Cancer bilateral(n=2)

180 dias (n=19)

Pacientes incluidas (n=619):

Ponto de corte 6timo de Ki-67 para os
desfechos em pacientes com cincer luminal
(n=495)

Superexpressdofamplificagio de
HER2/ERBB2 (n=128)

Ponto de corte 6timo da expressio
semiquantitativa de receptores hormonais
para os destechos (n=445)

Casos 2+ ou auséncia de expressio
semiquantitativa de receptores
hormonais (=50}

| Inclusdo de casos com cpxressao de ‘

apenas um receptor hormonal (n=3)

Pacientes com céincer de mama luminal
(n=448):
*  Andlise do valor prognéstico de grau
histoldgico, e pontos de corte de Ki-67 e

receptores hormonais

= Andlises conjuntas dos marcadores para
estratificagio de risco

Identificagdo de pacientes com cincer de

mama luminal com desfechos semelhantes

ao triplo-negativo (#=572)

Pacicentes submetidas & ncoadjuviincia
(n=141)

Andlises conjuntas dos marcadores para
estratificacdo de risco em pacientes com

cncer de mama luminal (7=358)

Anilises de perfil umoral e fatores
associados & metdstase linfonodal (#=358)

——

Tdentificagio de pacientes com cincer de
mama luminal com desfechos semelhantes

ao triplo-negativo (n=431)

Andlises de perfil tumoral (n=198)

Invasdo linfovascular ndo relatada
(n=1060)

J———I THQ de p53 nfio relatada (n=40) ‘

Andlises conjuntas dos marcadores para
estratificagiio de risco em pacientes com
ciincer de mama luminal semelhante ao

triplo-negativo corrigido pelo efeito de

Andlises de fatores associados a invasio
linfovascular (n=158)

[ Desenvolvimento de eventos durante ‘
terapias (n=12)

terapias (n=419)

Figura 7. Fluxograma de seleg@o de pacientes no estudo conforme objetivos e analises.
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Dados extraidos do Surveillance, Epidemiology, and End Results Program (SEER)

O Programa SEER coleta e publica dados de incidéncia e sobrevivéncia de cancer de
registros de cancer de base populacional que cobrem aproximadamente 48,0% da populacao
dos EUA. Dentre as informacdes coletadas, estdo dados demograficos da(o) paciente, local do
tumor primario, morfologia do tumor e estagio no diagnostico, primeiro curso de tratamento e
acompanhamento do estado vital (NIH, 2022b).

Esse banco de dados foi acessado com o objetivo de avaliar a associacdo da expressao
qualitativa de HRs e grau histologico na sobrevida global de pacientes com cincer de mama a
nivel populacional, possibilitando o direcionamento de algumas andlises dos dados das
pacientes tratadas no Setor de Oncologia do Hospital de Clinicas/UFU. A base de dados foi
analisada sob o ID 14659-Nov2021 autorizada para Felipe Andrés Cordero da Luz. Os dados
das pacientes foram extraidas do banco de dados SEER 18 Registires, Nov 2020 sub — 2000-
2018. Foi utilizado o estadiamento TNM derivado da sétima edi¢do do AJCC, pois o da oitava
edicdo contém apenas pacientes diagnosticadas a partir de 2018. Os subtipos moleculares
derivados da expressdo qualitativa de receptor hormonal (ER e/ou PR) e HER2 ¢ a classificagao
de etnia (raca) em branca, negra e outras, fornecidos pelo banco de dados, foram utilizados.
Como banco de dados SEER tem uma sensibilidade geral de 80% para dados de radioterapia e
de 68% para dados de quimioterapia, podendo gerar viés (NIH, 2022c; NOONE et al., 2016),
estes nao foram incluidos.

Os desfechos de sobrevida global e sobrevida especifica foram utilizados. Este ultimo
foi utilizado como um indicador indireto de progressdo da doenga, possibilitando identificar,
mesmo que nao de forma objetiva, fatores prognosticos associados com recidivas.

Critérios de inclusdo e exclusdao semelhantes a coorte local foram aplicados. De acordo
com as codificagdes do banco de dados do SEER disponiveis nos manuais de registro (NIH,
2022a; d), foi possivel incluir pacientes do sexo feminino com carcinoma ductal invasivo da
mama e realizar as exclusdes conforme os seguintes critérios: raga/etnia ndo relatada; renda
familiar anual nao relatada; idade nao relatada ou inferior a 18 anos; doenca in situ exclusiva;
doenca metastatica; mais de um cancer primdrio; auséncia de cirurgia ou apenas autdpsia;
cancer bilateral; tumor lisado/destruido; tumor microinvasor (T1mi); auséncia de tumor
analisado; tipo de cirurgia ndo relatada; quantidade de linfonodos removidos nao relatada; sem
relato de linfonodos removidos; sem relato de linfonodos analisados; quantidade de linfonodos
positivos nao relatada; metastase linfonodal microinvasora (N1mi); sem critério para
estadiamento pelo AJCC; grau histologico ndo relatado; dados faltantes de ER; dados faltantes

de PR; dados faltantes de HER2; superxpressao/amplificagdo de HER2/ERBB?2; cancer triplo-
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negativo; tempo de observagdo <6 meses; tratamento neoadjuvante; estadiamento puramente
clinico; e 6bito ndo relatado. No total, foram incluidos dados de 65.517 pacientes. Os fatores
booleanos se encontram no Anexo A2.

Analises estatisticas

O teste de normalidade Shapiro Wilk, analises descritivas, analises de tabelas cruzadas
de associag¢do de contingéncia (x> de Pearson e teste de Fisher), de tamanho de efeito (V de
Cramer) ou de concordancia (teste Kappa de Cohen) , estimador de Kaplan-Meier, regressao
de Cox, regressao logistica binaria e ordinal, e Analise Componentes Principais Categoricas
(ACPC) foram realizadas no software IBM SPSS v25.0. As curvas de sobrevivéncia com
preditor continuo e o estabelecimento de seu ponto de corte 6timo foram realizadas no software
Jamovi v1.6.5.0. Em todas as anélises foi considerada significancia estatistica quando atingido
um p<0,05.

As variaveis continuas (idade, Ki-67, tempos de observagdo) foram consideradas como
tendo uma distribuicdo normal quando atingiram um p>0.05 pelo teste de Shapiro Wilk. Para
variaveis com distribui¢do normal foi descrita a média com o desvio padrdo, mas para varidveis
com distribui¢do nao-normal foi descrita a média com 0 minimo € 0 maximo.

Para testar a associacdo entre fatores categdricos interdependentes, como grau
histoldgico, expressdo semiquantitativa de receptores hormonais, pontos de corte de Ki-67 ou
da expressdo semiquantitativa de receptores hormonais, marcacdo de p53 e invasdo
linfovascular, foi utilizado o teste %> de Pearson ou o teste de Fisher, quando uma das chancelas
apresentou frequéncia absoluta igual ou menor a 4. A associa¢do foi considerada positiva
quando os residuos padronizados ajustados do %> de Pearson ou teste de Fisher tiveram um valor
>(+2,0) e considerada associacao negativa quando o valor foi <(-2,0), desde que o teste atinja
um p-valor <0,05.

O tamanho de efeito da associagdo entre duas varidveis categoricas foi avaliado pelo V
de Cramer com o objetivo de avaliar a intensidade da associacdo entre as variaveis. Para avaliar
o tamanho de efeito, os graus de liberdade foram obtidos pelo produto da subtragdo de uma
unidade do niimero de niveis/categorias de ambas varidveis (coluna e linha). Como o tamanho
de efeito de V de Cramer depende do grau de liberdade, estes foram explicitados no texto, sendo
que os valores para classificagdo em tamanho de efeito pequeno, moderado e grande sdo
progressivamente menores com o aumento dos graus de liberdade. Esse tamanho de efeito s
foi interpretado se o teste atingiu um p-valor <0,05.

Para testar o grau de concordancia entre dois classificadores, o teste Kappa de Cohen

foi utilizado. Valores de Kappa <0,20, >0,2 e <0,40,>0,41 e <0,60, >0,60 e <0,80 ¢ >0,80 foram
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considerados como conconrdancia ruim, pequena, moderada, boa e muito boa, respectivamente.
Essa concordancia so foi interpretada se o teste atingiu um p-valor <0,05.

Para analise de fatores associados a progndstico, o modelo multivariavel de regressao
de Cox foi implementado. Todas as variaveis (idade categorizada, T, N, grau histologico, Ki-
67 categorizado, expressdo de receptores hormonais — qualitativo ou semiquantitativo
categorizado-, tratamento sistémico e tratamento radioterapico), bem como as classificagdes de
risco obtidas no estudo, foram testadas e consideradas como fatores independentes de
progndstico se atingirem um p-valor <0,05 em analise multivariavel.

O estimador Kaplan-Meier com o teste Log-Rank foi utilizado para analise da
proporcionalidade de riscos para variaveis categoricas como pré-requisito para consideracao da
variavel no modelo de regressdo de Cox em analise univariavel para ambos desfechos
(metastase a distancia e sobrevida global). Para varidveis continuas, avaliou-se a correlagdo
entre os residuos parciais gerados pela regressdo de Cox univaridvel com o tempo de observagao
para cada desfecho; a dependéncia do tempo foi assumida na presenga de correlagao entre essas
variaveis, analisadas visualmente pelo grafico de dispersdo.

Na quebra do pré-requisito da proporcionalidade dos riscos, foram utilizados modelos
de regressao de Cox tempo-dependente. Para as variaveis categoricas, os tempos de observacao
foram categorizados no momento da inflexdo (cruzamento) entre as curvas, e foi utilizada a
variavel T _COV com interagdo (*) com essa categorizacdo. A analise univariavel dos fatores
progndsticos em contexto dependente do tempo foi realizada na presenca da variavel T COV *,

O modelo de regressdo de Cox com valor prognostico maximo para a coorte analisada
foi obtido por meio de uma analise de dois blocos. No primeiro bloco, os fatores candidatos
foram incluidos e utilizado o método Stepwise Forward Wald com p-valor de entrada igual a
0,10 e p-valor de saida igual a 0,05 para reduzir colapsibilidade de covariaveis (MICKEY;
GREENLAND, 1989) e modelos superajustados (overfitting); no segundo bloco foi utilizado o
método de entrada forcada de fatores progndsticos conhecidos, como T, N e idade, e
tratamentos, quando pertinente. Um segundo modelo foi construido inserindo todas as variaveis
com valor de p<0,05 na andlise univariavel, ou com valor teoérico conhecido, para corrigir
qualquer possivel overfitting. O contraste simples foi utilizado para estabelecer o nivel de
referéncia das variaveis categoricas; o contraste repetido foi usado para realizar agrupamento
de niveis com progndstico semelhante dentro de uma varidvel.

A regressdo logistica ordinal foi realizada para avaliar os fatores clinicopatologicos
(idade, T, grau histologico) e imunohistoquimicos (Ki-67, ER, PR) que possuem valor preditivo

de metéstase linfonodal. A validade do modelo foi avaliado pelo p-valor da informacdo de
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ajuste de modelo, sendo considerado um p-valor<0,05 como signifcativo, e qualidade do ajuste,
sendo considerado um p-valor >0,05 para os testes Pearson e Desvio como aderéncia do modelo
aos dados, sendo desejavel um p-valor proximo de 1 e semelhante para ambos testes. A
suposicao do modelo de chances proporcionais (Proportional Odds) para a regressao ordinal foi
avaliada pelo teste de linhas paralelas, a qual possui uma hipdtese nula de que as chances sdo
proporcionais; um p-valor>0,05 rejeita a hipdtese alternativa de que as chances ndo sdo
proporcionais. Na rejeicdo da hipotese nula, a regressao logistica multinomial sera utilizada
como alternativa. Os modelos multivaridvel foram construidos tanto no comando de regressao
logistica ordinal quanto no comando de modelos lineares generalizados para obtencdo dos
coeficientes exponenciados (OR) e para avaliar a dispersao dos modelos. A sobredispersao foi
considerada quando a razao valord para df (valor/df) foi superior a 1,2.

A regressda logistica binaria foi realizada para avaliar os fatores clinicopatologicos
(idade, T, grau histologico) e imunohistoquimicos (Ki-67, expressdo semiquantitativa de ambos
receptores) que possuem valor preditivo de invasdo linfovascular. O teste de Hosmer-
Lemeshow foi utilizado para checar a validade do modelo, sendo adequado quando p-
valor>0,05. Dois modelos multivariavel foram construidos, ambos utilizando o método
Stepwise Forward Wald com valor p de entrada igual a 0,10 e valor p de saida igual a 0,05 para
reduzir colapsibilidade de covaridveis (MICKEY; GREENLAND, 1989) e modelos
superajustados (overfitting). O primeiro modelo incluiu todas as varidaveis em analise inicial,
enquanto que o segundo modelo excluiu o fator de estratificacdo de risco retido no primeiro
modelo.

O software IBM SPSS v.28.0 foi utilizado para corroborar os achados dos modelos
multivariavel final das regressoes logisticas e de Cox convencional, sempre utilizando a técnica
de bootstrapping Bias Correction accelerated com uma reamostragem de, no minimo, n=1.000.
A interpretacdo dos resultados do bootstrapping se deu pela analise dos intervalos de confianga,
sendo considerado como nao significativo se passa pelo ponto de ndo-efeito (zero). No caso de
ndo-significancia, o p-valor e o viés foram considerados para conclusdes mais robustas.

A ACPC foi realizada utilizando as variaveis categoricas T, N, grau histologico,
expressdo semiquantitativa de ER e PR pelo sistema de cruzes, invasdo linfovascular e a
discretizagdo de Ki-67 em dez niveis (decis). Dessa forma, € possivel realizar uma analise
qualitativa de divesos fatores e criar perfis. Nao foi permitida imputacao de dados, mas foi
utilizado um bootstrapping nao balanceado do tipo procrustes, com um n=10.000. O método de
normalizacdo de variavel principal foi utilizado para obtengdo das dimensdes. A analise das

transformadas foi realizada com o objetivo de colapsar categorias/niveis com mesmo nivel de
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informacdo. A consisténcia foi avaliada pelo a de Cronbach, assumindo uma consisténcia
minimamente aceitdvel quando >0,60. Os valores de eigenvalue das dimensdes e os valores de
a de Cronbach, bem como o eigenvalue da area do elipse foram utilizados para comparar
modelos diferentes, sendo que valores maiores para os dois primeiros ¢ valores menores para o
ultimo sdo indicativos de melhores modelos.

Como a ACPC se baseia em um matriz dos residuos padronizados de andlise de
associagdo por y* entre variaveis categoricas, tendo como produto principal o grafico de
categoria conjunta, aproximando categorias de variaveis distintas quanto maior sua associacao.

Assim, perfis de agressividade tumoral foram identificado por meio dessa analise qualitativa.

RESULTADOS

Analise de fatores de risco em pacientes com cincer de mama luminal

Das 619 pacientes incluidas no estudo, 495 e 124 foram identificadas como tendo cancer
de mama luminal e triplo negativo, respectivamente. Em um periodo médio de observagdo de
64,9 meses, foram observados 112 eventos de metéstase a distancia e 112 6bitos, sendo que 96
(85,71%) desses Obitos foram causados por metastases a distancia. Os dados detalhados estdo

descritos na Tabela 3.



Tabela 3. Dados clinicos das pacientes incluidas no estudo (n=619)
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Coorte inteira Pacientes com cincer luminal Pacientes com cancer triplo-negativo
Variavel N (%) Mediana (min.— max.) N (%) Mediana (min.— max.) N (%) Mediana (min.— max.)
Tempo até metastase 619 (100) 62,50 meses (3,67 —247,40) 495 (100) 63,94 meses (6,17 — 247,40) 124 (100) 47,74 meses (3,67 —200,57)
Tempo de observacio 619 (100) 64,90 meses (3,67 —247,40) 495 (100) 65,90 meses (6,53 — 247,40) 124 (100) 52,82 meses (3,67 —200,57)
Idade 619 (100) 56 anos (26 — 92) 495 (100) 57 anos (26 — 92) 124 (100) 53 anos (29 — 88)
Idade
<70 anos 520 (84,0) 411 (83,0) 109 (87,9)
>70 anos 99 (16,0) 84 (17,0) 15 (12,1)
Idade
<40 anos 61(9,9) 43 (8,7) 18 (14,5)
>40 anos 558 (90,1) 452 (91,3) 106 (85,5)
Eventos de metastase 112 (18,1) 80 (16,2) 32 (25,8)
Eventos de morte 112 (18,1) 76 (15,4) 36 (29,0)
Método cirtrgico
Conservador 338 (54,6) 281 (56,8) 57 (46,0)
Mastectomia 281 (45,4) 214 (43,2) 67 (54,0)
Margem cirirgica
Negativa 571 (92,2) 455 (91,9) 116 (93,5)
Positiva 48 (7,8) 40 (8,1) 8 (6,5)
T
T1 194 (31,3) 171 (34,5) 23 (18,5)
T2 265 (42,8) 214 (43,2) 51 (41,1)
T3 103 (16,6) 67 (13,5) 36 (29,0)
T4 57(9,2) 43 (8,7) 14 (11,3)
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N
NO 331 (53.5) 262 (52,9) 69 (55,6)
N1 183 (29,6) 144 (29,1) 39 (31,5)
N2 75(12,1) 64 (12,9) 11 (8,9)
N3 30 (4,8) 25(5,1) 5(4,0)
Grau histolégico
Gl 87(14,1) 83 (16,8) 4(3,2)
G2 401 (64,8) 349 (70,5) 52 (41,9)
G3 131(21,2) 63 (12,7) 68 (54,8)
Expressido qualitativa de HRs
Nenhum (triplo-negativo) 124 (20,00 e 124 (100)
Um (ER/PR") 20 (3.,2) 20400 e
Um (ER*/PR) 62 (10,1) 62125 e
Dois (ER*/PR") 413 (66,7) 413 (8343 e
Expressao de Ki-67 619 (100) 20 (1 —100) 495 (100) 20% (1 —97) 124 (100) 40% (4 — 100)
Invasio linfovascular
Ausente 192 (31,0) 150 (30,3) 42 (33,9)
Presente 158 (25,5) 126 (25.5) 32 (25.8)
Nio relatado 350 (56,5) 219 (44,2) 50 (40,3)
Mutacio de p53
Ausente 196 (31,7) 163 (32,9) 33 (26,6)
Presente 294 (47.5) 223 (45,1) 71(57,3)
Nao relatado 129 (20,8) 109 (22,0) 20 (16,1)
Terapia hormonal
Nao - 1632 e
Sim - 479 96,8 e
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Quimioterapia
Nao 140 (22,6) 128 (26,8) 12 (9,7)
Neoadjuvante 150 (24,2) 99 (20,0) 51 (41,1)
Adjuvante 329 (53,2) 268 (53.,2) 61 (49,2)
Tratamento sistémico
Inadequado 59 (9,5) 31 (6,3) 28 (22,6)
Adequado 560 (90,5) 464 (93.,7) 96 (77,4)
Radioterapia local
Inadequado 45 (7.,3) 34 (6,9) 11 (8,9)
Adequado 574 (92,7) 461 (93.1) 113 (91,1)
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Para identificar fatores de risco associados ao desenvolvimento de metastases a distancia
e Obito em pacientes com cancer de mama luminal foram realizadas andlises apenas neste
subgrupo.

Analises de sobrevivéncia para variaveis continuas foram realizadas para Ki-67 e a
expressao quantitativa dos HRs e os pontos de corte 6timos foram identificados. Para Ki-67, a
analise de sobrevida ndo mostrou associagdo com sobrevida livre de metastases a distancia
(DMFS) [HaR: 1,01 (1,00 -1,02), p=0,116]. Mas para a sobrevida global (OS) um incremento
de 1% de células tumorais expressando Ki-67 aumenta em 1% as chances de morte [HaR: 1,01
(1,00 — 1,02), p=0,009]. Os pontos de corte 6timos recuperados pela analise foram >11 e >12
para DMFS e OS, respectivamente.

Posteriormente, testou-se se existe valor progndstico da expressdo semiquantitativa dos
receptores hormonais (HR) e quais sdo os pontos de corte 6timos. No entanto, 41 pacientes
foram classificados na categoria 2+ do sistema ordinal (cruzado), que tem uma expressao muito
ampla (10-60% das células expressando), gerando inconsisténcias para reclassificagdo
semiquantitativa. Além disso, 9 pacientes ndo apresentaram expressao quantitativa expressa em
porcentagem ou no sistema ordinal. Por esse motivo, essas 50 pacientes ndo foram incluidas
em analises posteriores. Assim, apenas 445 pacientes com tumores luminais foram incluidos na
andlise subsequente. Para analisar o potencial fator progndstico de varidveis continuas como
Ki-67 e receptores hormonais, foi realizada analise de sobrevida e os pontos de corte 6timos
foram atribuidos pelo sistema. Apenas pacientes com tumores luminais foram incluidas neste
conjunto de analise.

Para DMFS, a expressao semiquantitativa de PR [HaR: 0,83 (0,70 — 0,99), p=0,035] foi
significativa, significando uma redugao de risco de 17% por incremento de 1+. O composto de
receptores hormonais (cHR) mostrou apenas uma tendéncia para OS [HaR: 0,90 (0,80 -1,01),
p=0,064], significando uma reducdo de risco de 10% por incremento de 1 ponto, mas sem
significancia. Os pontos de corte 6timos obtidos pela andlise foram >1 e >4 para PR e cHR,
respectivamente.

Para OS, a expressdo semiquantitativa PR [HaR: 0,81 (0,68 — 0,96), p=0,018] e cHR
[HaR: 0,89 (0,79 — 1,00), p=0,046] foram significativas, significando uma reducao de risco de
19% e 11% por incremento de 1 ponto por cada sistema, respectivamente. Os pontos de corte
otimos obtidos pela andlise foram >1 e >4 para PR e cHR, respectivamente.

Embora com correlagdo moderada (rho de Spearman: 0,398, p<0,005), observou-se

forte associa¢do (y2 de Pearson: 176,768, p<0,005) e um tamanho de efeito grande (V de
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Cramergris: 0,315. p<0,005) entre ER e PR, mas a expressdo semiquantitativa de ER nao foi
significativa para nenhum desfecho.

Como os resultados foram obtidos por meio da analise de variaveis que podem violar o
pressuposto de proporcionalidade de risco, estas foram categorizadas de acordo com os pontos
de corte obtidos na andlise anterior, € a proporcionalidade foi testada por meio de curva de
Kaplan-Meier (KM) e teste Log-Rank de classificacdo. O ponto de corte >12 para Ki-67 foi
escolhido pela minima diferenga progndstica para DMFS e por este ter uma concordancia total
com o ponto de corte amplamente utilizado na literatura de >14 (Kappa de Cohen: 1,000,
p<0,005). Os pontos de corte >1 e >4 foram selecionados para PR e cHR, respectivamente, em
funcdo da significancia nos resultados de andlises anteriores.

O corte de cHR permitiu a inclusdo de mais trés pacientes devido a inica expressao de
ER em seus tumores, totalizando 448 pacientes luminais incluidas em analises posteriores. Os
dados clinicos dos 572 pacientes, 448 com tumores luminais ¢ 124 com tumores triplo-

negativos, para analise posterior a partir deste ponto, estdo descritos na Tabela 4.



Tabela 4. Dados clinicos das pacientes incluidas nas analises posteriores (n=572)
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Coorte inteira

Pacientes com cancer luminal

Pacientes com céAncer triplo-negativo

Variavel N (%) Mediana (min.— max.) N (%) Mediana (min.— max.) N (%) Mediana (min.— max.)
Tempo até metastase 572 (100) 62,28 meses (3,67 —247,40) 448 (100) 64,50 meses (6,17 —247,40) 124 (100) 47,74 meses (3,67 — 200,57)
Tempo de observacio 572 (100) 65,35 meses (3,67 —247,40) 448 (100) 66,15 meses (6,53 — 247,40) 124 (100) 52,82 meses (3,67 — 200,57)
Idade 572 (100) 56 anos (26 — 92) 448 (100) 56,5 anos (30 — 92) 124 (100) 53 anos (29 — 88)
Idade
<70 anos 481 (84,1) 372 (83,0) 109 (87,9)
>70 anos 91 (15,9) 76 (17,0) 15 (12,1)
Idade
<40 anos 58 (10,1) 40 (8,9) 18 (14,5)
>40 anos 514 (89,9) 408 (91,1) 106 (85,5)
Eventos de metastase 105 (18,4) 73 (16,3) 32 (25,8)
Eventos de morte 105 (18,4) 69 (15,4) 36 (29,0)
Método cirtrgico
Conservador 316 (55,2) 259 (57,8) 57 (46,0)
Mastectomia 256 (44,8) 189 (42,2) 67 (54,0)
Margem cirirgica
Negativa 528 (92,3) 412 (92,0) 116 (93,5)
Positiva 44 (7,7) 36 (8,0) 8 (6,5)
T
T1 178 (31,1) 155 (34,6) 23 (18,5)
T2 243 (42,5) 192 (42,9) 51 (41,1)
T3 96 (16,8) 60 (13,4) 36 (29,0)
T4 55(9,6) 41 (9,2) 14 (11,3)
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N
NO 307 (53,7) 238 (53,1) 69 (55,6)
N1 171(29.9) 132 (29.5) 39 (31,5)
N2 66(1L,5) 55(12,3) 11 (8,9)
N3 28 (4,9) 23 (5,1) 5(4,0)
Grau histolégico
Gl 77(13.5) 73 (16,3) 4(3,2)
G2 372 (65,0) 320 (71,4) 52 (41,9)
G3 123 (21,5) 55(12,3) 68 (54,8)
Expressido qualitativa de HRs
Nenhum (triplo-negativo) 124 (21,7 124 (100)
Um (ER/PRY)  20(3,5) 2045 e
Um (ER*/PR) 62 (10,8) 62(13,%y e
Dois (ER/PR") 366 (64,0) 366 8L,L)) e
Expressao de Ki-67 572 20% (1 —100) 448 20% (1 —97) 124 (100) 40% (4 — 100)
Invasio linfovascular
Ausente 183 (32,0) 141 (31,5) 42 (33,9)
Presente 146 (25,5) 114 (25.,4) 32 (25,8)
Nao relatado 329 (57.5) 193 (43,1) 50 (40,3)
Mutacio de p53
Ausente 178 (31,1) 145 (32,3) 33 (26,6)
Presente 272 (47,6) 201 (44.9) 71(57,3)
Nao relatado 122 (21,3) 102 (22,8) 20 (16,1)
Terapia hormonal
Nao - 1533% e
Sim - 433096, e
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Quimioterapia
Nao 126 (22,0) 114 (25.,4) 12 (9,7)
Neoadjuvante 141 (24,7) 90 (20,1) 51 (41,1)
Adjuvante 305 (53,3) 244 (54,5) 61 (49,2)
Tratamento sistémico
Inadequado 56 (9,8) 28 (6,3) 28 (22,6)
Adequado 516 (90,2) 420 (93,8) 96 (77,4)
Radioterapia local
Inadequado 40 (7,0) 29 (6,5) 11 (8,9)
Adequado 532 (93,0) 419 (93,5) 113 (91,1)
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No geral, a categorizagdo do Ki-67 e a expressdo semiquantitativa de PR e cHR
mostraram significancia, ou tendéncia, para ambos os desfechos (Figuras 8 a 10).

A expressao qualitativa dos HRs e o grau histoldégico também tém valor prognostico.
Portanto, eles foram avaliados por KM. Ao contrario da expressao semiquantitativa, a expressao
qualitativa dos HRs foi significativa apenas para OS (Figura 11). O grau histologico também
mostrou significancia, ou tendéncia, para ambos os desfechos (Figura 12).

Diferentemente dos fatores patoldgicos (T e N — dados nao exibidos), os riscos
permanecem proporcionais durante os primeiros 60 meses (5 anos), com alteragdes em
momentos posteriores, sendo observados cruzamentos proximos a 120 meses (10 anos) para
alguns fatores (Figuras 8 a 12). Portanto, a analise tempo-dependente foi realizada utilizando o

termo de interagdo com o tempo (T_COV*) categorizado a 120 meses.
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Figura 8. Curvas de sobrevida acumulada pelo estimador de Kaplan-Meier de acordo com o nivel de expressdo do Ki-67 em pacientes com cancer de mama luminal (n=4438).

(A) Sobrevida livre de metastases a distancia. (B) Sobrevida global. Por andlises das curvas, € possivel observar que pacientes cujos tumores possuem menor indice de

proliferacdo (Ki-67 <12%) possuem sobrevidas maiores que aquelas cujos tumores possuem maiores indices (Ki-67>12%).
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Figura 9. Curvas de sobrevida acumulada pelo estimador de Kaplan-Meier de acordo com o nivel de expressdo semiquantitativa do receptor de progesterona (PR) em pacientes

com cancer de mama luminal (n=448). (A) Sobrevida livre de metastases a distancia. (B) Sobrevida global. Por andlises das curvas, é possivel observar que pacientes cujos

tumores possuem menores indices de PR (<1+) possuem sobrevidas menores que aquelas cujos tumores possuem maiores indices (>1+).
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Figura 10. Curvas de sobrevida acumulada pelo estimador de Kaplan-Meier de acordo com o nivel de expressdo semiquantitativa de ambos os receptores hormonais (HRs) em

pacientes com cancer de mama luminal (n=448). (A) Sobrevida livre de metastases a distancia. (B) Sobrevida global. Por analises das curvas, ¢ possivel observar que pacientes

cujos tumores possuem menores indices de HRs (<4+) possuem sobrevidas menores que aquelas cujos tumores possuem maiores indices (>4+).
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Figura 11. Curvas de sobrevida acumulada pelo estimador de Kaplan-Meier de acordo com a expressdo qualitativa de receptores hormonais (HRs) em pacientes com cancer de
mama luminal (n=448). (A) Sobrevida livre de metastases a distancia. (B) Sobrevida global. Por analises das curvas, é possivel observar que pacientes cujos tumores possuem

expressdo de apenas um HR possuem sobrevida global menor que aquelas cujos tumores expressam ambos HRs.
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Figura 12. Curvas de sobrevida acumulada pelo estimador de Kaplan-Meier de acordo com o grau histologico em pacientes com cancer de mama luminal (n=448). (A) Sobrevida

livre de metastases a distancia. (B) Sobrevida global. Por analises das curvas, ¢ possivel observar que pacientes cujos tumores sdo bem diferenciados (G1) possuem sobrevidas

maiores que pacientes com tumores moderadamente (G2) ou mau diferenciados (G3), com distingao dificil entre esses dois Gltimo s.
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Para DMFS, apenas a expressdo semiquantitativa de PR ou cHR resultaram
independentes ap6s correcdo por outros fatores pelos métodos Stepwise e Enter,
respectivamente (Tabela 5).

Para OS, o modelo Stepwise incluiu tanto Ki-67 quanto a expressao qualitativa de HRs,
como significancia (Tabela 6). Devido a moderadamente forte a forte correlacdo entre a
expressdo semiquantitativa de PR e cHR (rho de Spearman:0,802, p<0,005), expressao
semiquantitativa de PR e expressdo qualitativa de HRs (rtho de Spearman: 0,553, p<0,005), e
entre cHR e expressdo qualitativa de HRs (rho de Spearman: 0,667, p<0,005), o segundo
modelo incluiu o fator com menor p-valor (cHR), que resultou significativo apos a covariag@o
(Tabela 6); analise incluindo expressdao semiquantitativa de PR mostrou significancia apods
covariacao [HaR ajustado: 0,465 (0,276 — 0,781), p=0,004], inclusive para expressao de Ki-67
[HaR ajustado: 1,803 (1,012 — 3,210), p=0,045].
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Tabela 5. Analise de Cox tempo-dependente univaridvel e multivaridvel de fatores associados a metdstase a distdncia em pacientes com cancer de mama luminal (n=448)

Multivariavel
Univariavel
Fator Modelo 1" Modelo 2*
HaR (95%CI) p HaR (95%CI) p HaR (95%CI) p
Expressio de Ki-67
<12% 1 1 1
>12% 1,750 (1,039 —2,946) 0,035 1,192 (0,694 — 2,048) 0,525 1,140 (0,659 — 1,972) 0,640
Expressdo semiquantitativa de PR
<1+ 1 1
>1+ 0,623 (0,386 —1,004) 0,052 0,440 (0,262 — 0,740) 0,002
Expressiao semiquantitativa de HRs
<4+ 1 1
>4+ 0,591 (0,371 —0,942) 0,027 0,524 (0,316 — 0,867) 0,012
Expressiao qualitativa de HRs
Um HR 1
Dois HR 0,720 (0,417 — 1,243) 0,238
Grau histolégico 0,270
Gl 1
G2 1,710 (0,767 — 3,815) 0,190
G3 2,208 (0,841 — 5,800) 0,108
Idade
<40 anos 1 1 1
>40 anos 0,459 (0,233 — 0,904) 0,024 0,400 (0,196 — 0,814) 0,011 0,438 (0,216 — 0,887) 0,022
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T <0,0005 0,002 0,003
Tl 1 1 1
T2-T3 2,521 (1,259 — 5,050) 0,009 1,459 (0,706 — 3,014) 0,308 1,432 (0,689 — 2,976) 0,336
T4 9,283 (4,244-20,034)  <0,0005 3,889 (1,660 —9,112) 0,002 3,566 (1,522 — 8,355) 0,003
N <0,0005 <0,0005 <0,005
NO 1 1 1
N1 2,785 (1,364 —5,688) 0,005 2,135 (1,020 — 4,471) 0,044 2,281 (1,091 —4,771) 0,029
N2 10,242 (5,131 —20,445)  <0,0005 7,347 (3,591 —15,031)  <0,0005 6,900 (3,333 — 14,283)  <0,0005
N3 16,478 (7,418 —36,599)  <0,0005 14,111 (5,993 —33,229)  <0,0005 14,054 (5,928 —33,319)  <0,0005
T_COV 0,946 (0,906 — 0,988) 0,013 0,624 (0,055 — 7,080) 0,525 0,609 (0,040 — 9,230) 0,720

* Modelo de dois blocos: primeiro com método Stepwise Forward Wald com p-valores de entrada e saida <0,10 ¢ <0,05, respectivamente.

# Modelo incluindo apenas fatores significativos (p<0,05) da andlise univariavel ou com valor tedrico conhecido.



Tabela 6. Analise de Cox tempo-dependente univariavel e multivaridvel de fatores associados a morte em pacientes com cancer de mama luminal (n=448)

Multivariavel
Univariavel
Fator Modelo 1 Modelo 2*
HaR (95%CI) p HaR (95%CI) p HaR (95%CI) P
Expressao de Ki-67
<12% 1 1 1
>12% 2,467 (1,425 -4,273) 0,001 2,051 (1,173 - 3,587) 0,012 1,753 (0,982 -3,131) 0,058
Expressio semiquantitativa de PR
<1+ 1
>+  0,530(0,327 - 0,859) 0,010
Expressio semiquantitativa de HRs
<4+ 1 1
>4+ 0,519 (0,321 - 0,840) 0,008 0,486 (0,286 - 0,827) 0,008
Expressiao qualitativa de HRs
Um HR 1 1
Dois HR 0,534 (0,319 —0,896) 0,017 0,487 (0,283 — 0,840) 0,010
Grau histologico 0,045 0,249
Gl 1 1
G2 2,234 (0,943 —5,292) 0,068 1,902 (0,769 - - 4,703) 0,164
G3 3,601 (1,312 -9,884) 0,013 2,493 (0,848 —7,327) 0,097
Idade
>70 anos 1 1 1
>70 anos 1,874 (1,076 — 3,265) 0,027 1,908 (1,052-3,461) 0,011 2,051 (1,133 -3,711) 0,018




T <0,0005 0,041 0,023
Tl 1 1 1
T2-T3 2451 (1,225-4,903) 0,011 1,660 (0,797 -3,459) 0,176 1,733 (0,836 -3,592) 0,139
T4 6,642 (2,957 —14,917)  <0,0005 3,046 (1260—7,360) 0,013  3,382(1,393-8,210) 0,007
N <0,0005 <0,0005 0,001
NO 1 1 1
N1 2,285(1,196-4,365) 0,012  1,668(0,852—3,263) 0,135 1,552 (0,793 —3,039) 0,199
N2 5,209 (2,694 —10,070)  <0,0005 3,979 (2,002—7,911)  <0,0005 3,365 (1,690 —6,699) 0,001
N3 6,691 (2,995 14,949)  <0,0005 3,871 (1,577-9,497) 0,003 3,656 (1,466 —9,115) 0,005
T_COV 0,946 (0,905—0,990) 0,016 0,783 (0,319-1,922) 0,594 0,609 (0,040 —9,230) 0,720

* Modelo de dois blocos: primeiro com método Stepwise Forward Wald com p-valores de entrada e saida <0,10 e <0,05, respectivamente.

# Modelo incluindo apenas fatores significativos (p<0,05) da andlise univariavel ou com valor tedrico conhecido.
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Analises semelhantes foram realizadas utilizando a base de dados SEER, a qual fornece
apenas a expressdo qualitativa dos receptores hormonais e o grau histologico, além de
informagdes clinicopatologicas como idade, raca, renda familiar anual e TNM. Por anélise de
regressao de Cox multivaridvel, observamos que a expressao de apenas um receptor, seja qual
ele for, e grau diferente de G1, especialmente o G3, sdo fatores de pior prognoéstico, sendo esse

valor prognostico de grau histologico mais acentuado na sobrevida especifica (Tabela 7 e Figura
13).

Tabela 7. Analises univariavel e multivariavel para sobrevida das pacientes luminais do banco de dados SEER

(n=65.517)
Sobrevida global
Univariavel Multivariavel!
Fator HaR (95%CI) P HaR (95%CI) P
HR
ER/PR" vs ER"/PR" 0,577 (0,566 — 0,620) <0,0005 0,741 (0,688 — 0,799) <0,0005
ER/PR vs ER/PR" 0,722 (0,593 — 0,880) 0,001 0,835 (0,684 —1,018) 0,075
Grau histologico
Gl 1 1
G2 1,409 (1,312 -1,512) <0,0005 1,112 (1,034 - 1,196) 0,004

G3 2,743 (2,548 — 2,953) <0,0005 1,731 (1,595 - 1,878) <0,0005

Sobrevida especifica

Univariavel Multivariavel!
Fator HaR (95%CI) P HaR (95%CI) p
HR
ER/PR" vs ER"/PR" 0,385 (0,348 — 0,426) <0,0005 0,562 (0,507 — 0,624) <0,0005
ER/PR vs ER/PR" 0,567 (0,448 — 0,719) <0,0005 0,805 (0,634 —1,021) 0,073
Grau histologico
Gl 1 1

G2 2,587 (2,221-3,012) <0,0005 1,639 (1,404 —1,914) <0,0005
G3 9,801 (8,468 —11,343) <0,0005 3,880 (3,322 — 4,533) <0,0005

!Ajustado para idade continua, raga, renda familiar anual, T, N e proporgao entre linfonodos positivos e

analisados
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Analises estratificadas permitem a identificaciao de fatores de modificacao de
risco

As analises prévias resultaram na inclusdo de diferentes fatores de acordo com
o desfecho. No entanto, o grau histoldgico e o indice proliferativo Ki-67 sdo fatores de
risco conhecidos em pacientes com cancer de mama luminal. Visando uma maior
segregacdo dos riscos, foram realizadas analises estratificadas (hierarquicas) para
estudar a modificacdo do efeito por outras variaveis. Como a expressao
semiquantitativa de PR e cHR foram varidveis independentes para ambos os desfechos,
a hierarquia comecou com elas.

Comecando pelo nivel de expressdo semiquantitativo de PR, tanto o Ki-67
quanto o grau histologico mostraram alguma estratificagdo apenas em pacientes com
tumores classificados como <I+. Nas andlises preliminares, G2 e G3 apresentaram
taxas semelhantes para ambos os desfechos, sem diferenca estatistica pelo teste Log-
Rank. Portanto, essas categorias foram agrupadas. O nivel de Ki-67 mostrou
significancia para DMFS (Log-Rank p=0,003) e OS (Log-Rank p=0,007), e grau
histoloégico para DMFS (Log-Rank p=0,022) e OS (Log-Rank p= 0,012) também.
Como nao foi observada interagao com tempo (T _COV* p>0,05), a regressao de Cox
convencional foi realizada pelo método Stepwise. O grau histologico (G2/G3 vs G1)
resultou independente para OS [HaR ajustado: 7,604 (1,007 — 57,405), p=0,049], mas
Ki-67 (>12% vs <12%) para DMFS [HaR ajustado: 4,263 (1,331 — 13,652), p=0,015].
O bootraspping corroborou significancia ao identificar que os intervalos de confianca
ndo passam pelo ponto de ndo-efeito [G2/G3 vs G1 (0,345 — 13,909), p=0,038; Ki-
67>12% vs <12% (0,109 — 12,766), p<0,001].

A partir do cHR, tanto o Ki-67 quanto o grau histoldégico mostraram alguma
estratificacdo apenas em pacientes com tumores classificados como <4+. Nas analises
preliminares, G2 e G3 apresentaram taxas semelhantes para ambos os desfechos, sem
diferencga estatistica pelo teste Log-Rank. Portanto, essas categorias foram agrupadas.
O nivel de Ki-67 mostrou significancia para DMFS (Log-Rank p=0,020) e OS (Log-
Rank p=0,020), e grau histolégico para DMFS (Log-Rank p=0,047) e OS (Log-Rank
p=0,017) também. Como nao foi observada interagao com tempo (T_COV* p>0,05),
a regressdo de Cox convencional foi realizada pelo método Stepwise. O grau
histologico (G2/G3 vs G1) resultou independente para DMFS [HaR ajustado: 4,506
(1,206 — 16,827), p=0,025] e OS [HaR ajustado: 7,601 (1,655 — 34,914), p=0,009]. O

bootstraspping corroborou significancia do grau histolégico com relagao a OS [(0,468
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—13,839), p=0,004], mas o intervalo de confianca passou pelo ponto de nao-efeito para
DMES [(-0,013 — 13,349), mesmo com significancia (p=0,009) e baixo viés (0,846).

De acordo com os primeiros resultados do subtopico anterior, o cHR apresentou
consisténcia como fator independente para OS e DMFS. Assim, ¢ possivel concluir que
seria o melhor fator de risco independente para iniciar a hierarquizacao.
Subsequentemente, foi analisado se o Ki-67 poderia resultar em maior discriminagao
de risco nessas pacientes, mas nenhuma estratificacdo de risco foi obtida. Apds
verificar a suposi¢do de proporcionalidade pelas curvas KM, a regressdo de Cox
dependente do tempo mostrou que as duas primeiras categorias (cHR >4+ ¢ cHR <4+
Gl) tém valor progndstico semelhante para DMFS (p ajustado = 0,454) ¢ OS (p
ajustado = 0,290), sendo assim agrupados em uma nova varidvel de dois niveis (cHR
>4+/cHR <4+ G1 e cHR <4+ G2/G3).

Como o grau histologico ¢ um conhecido fator de risco para pacientes com
cancer de mama luminais, outra abordagem de estratifica¢do de risco hierarquica foi
feita a partir dessa varidvel. Apos verificar a suposi¢cdo de proporcionalidade pelas
curvas KM, a regressdo de Cox tempo-dependente mostrou que tanto a expressao
semiquantitativa de PR [HaR ajustado: 0,341 (0,182 — 0,639), p=0,001] e cHR [HaR
ajustado: 0,328 (0,180 — 0,597), p< 0,0005] sdo fatores independentes para DMFS, mas
mutuamente exclusivos, e apenas para G2. Da mesma forma, a regressdo de Cox
tempo-dependente mostrou, novamente, que tanto a expressao semiquantitativa de PR
[HaR ajustado: 0,327 (0,174 —0,614), p=0,001] e cHR [HaR ajustado: 0,385 (0,201 —
0,737), p=0,004] sao fatores independentes para DMFS, mas mutuamente exclusivos,
e apenas para G2. Nenhuma estratificagao adicional foi obtida pelo Ki-67.

Pela regressao multivariavel de Cox tempo-dependente, foi possivel observar
que em ambas as classificacdes os dois primeiros niveis tém DMFS e OS semelhantes,
e os dois ultimos niveis tém DMFS e OS semelhantes, mas distintos dos dois primeiros.
Assim, foi possivel agrupar em categorias de dois niveis para expressdo
semiquantitativa de PR (G1/G2 PR>1+e G2 PR <1+/G3) e cHR (G1/G2 cHR>4+ e G2
cHR <4+/G3).

A ultima abordagem foi realizada a partir dos niveis de Ki-67. Para Ki-67>12%,
tanto a expressdo semiquantitativa de PR [HaR ajustado: 0,326 (0,179 — 0,594),
p<0,0005] como cHR [HaR ajustado: 0,414 (0,229 - 0,823), p=0,004] sao
significativos para DMFS por regressao de Cox tempo-dependente. Novamente, para

Ki-67>12%, tanto a expressdo semiquantitativa de PR [HaR ajustado: 0,387 (0,215 —
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0,700), p=0,002] como cHR [HaR ajustado: 0,439 (0,234 — 0,823), p=0,010] sao
significativos para OS por regressio de Cox tempo-dependente. Nenhuma
estratificacdo de risco foi produzida em tumores Ki-67<12%, nem por grau histoldgico
em andlises posteriores. Por meio de modelos de regressdo de Cox tempo-dependente,
foi possivel observar fator de progndstico semelhante pelos dois primeiros niveis de
ambas as classificacdes para DMFS e OS, possibilitando maior agrupamento.

Em relacdo a expressdo qualitativa dos HRs, as andlises estratificadas
(hierarquicas), sejam baseadas neste fator ou em outros, ndo mostraram potencial para
segregar riscos, uma vez que as analises por KM e Log-Rank apresentaram p-valores

muito elevados.

Identificacido de pacientes com risco semelhante aquelas com tumores triplo-
negativos

Analises anteriores mostraram estratificacdo de diferentes maneiras e
envolvendo diferentes fatores. No entanto, ha alta colinearidade entre alguns desses
fatores. As classificagdes pela expressdo semiquantitativa de PR e de ambos receptores
hormonais (cHR) classificam de forma semelhante a maioria dos pacientes (Kappa de
Cohhen: 0,798, p<0,005). E ha correlacdo entre o grau histologico e o Ki-67 (rho de
Spearman: 0,317, p<0,005), com uma associagio moderada (y*> de Pearson: 27,244,
p<0,005) e tamanho de efeito médio (V de Cramerqpn: 0,247, p<0,005) entre o grau
histologico e o ponto de corte do Ki-67.

Nenhuma das classificagdes por estratificagdo apresenta 100% de concordancia
com a outra. Por isso, todos foram analisadas. Como a classificag@o posterior pelo cHR
e grau histologico seguiu a ordem dos fatores encontrados na analise inicial, seu valor
na analise multivaridvel sempre foi calculado em analises posteriores.

Pacientes com cancer triplo-negativo foram adicionadas como um terceiro nivel
de cada categoria para identificar a melhor estratificagao de risco. Como comparagao,
a classificacdo dos tumores em Luminal A e B de acordo com a expressdo de PR e Ki-
67 (Luminal A: PR>20% e Ki-67<14%; Luminal B: PR<20% e/ou Ki-67+£14%). Como
houve 100% de concordancia entre o ponto de corte obtido (>12%) e o descrito na
literatura (>14%) (Kappa de Cohen: 1,000, p<0,005), o primeiro foi mantido. Como a
maioria dos prontuarios ndo informava o percentual de células tumorais expressando

PR, esse ponto de corte foi substituido por PR>1+. Alternativamente, a mesma
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classificagao foi realizada, mas com um corte de Ki-67 modificado para 20%, conforme
diretrizes modernas.

O modelo Stepwise manteve a estratificacdo hierarquica de risco por Ki-67 e
PR (Tabelas 8 e 9). Embora as classificagdes semelhantes as atualmente aceitas sejam
significativas, as classificagdes obtidas anteriormente mostraram-se superiores €
capazes de identificar pacientes com cancer de mama luminal cujo progndstico €

semelhante ao de pacientes com cancer de mama triplo-negativo (Tabelas 8 € 9).



84

Tabela 8. Analise de Cox tempo-dependente univariavel e multivaridvel de fatores associados a metastase a distancia em pacientes com cancer de mama (n=572)

Multivariavel
Univariavel
Fator Modelo 1° Modelo 2*
HR (95%CI) p HaR (95%CI) p HaR (95%CI) p
Estratificacdo por cHR e grau <0,0005
histolégico
Triplo-negativo 1
cHR >4+ ou cHR <4+ Gl 0,393 (0,248 — 0,624) <0,0005
cHR <4+ G2 ou G3 0,772 (0,468 — 1,273) 0,310
Estratificacio por grau <0,0005
histologico e PR
Triplo-negativo 1
Gl ou G2 PR>1+ 0,380 (0,237 - 0,610) <0,0005
G2 PR <1+ou G3 0,743 (0,457 — 1,210) 0,233
Estratificacdo por grau <0,0005
histolégico e cHR
Triplo-negativo 1
G1 ou G2 cHR>4+ 0,369 (0,229 — 0,595) <0,0005
G2 cHR <4+ ou G3 0,745 (0,462 — 1,202) 0,288
Estratificacao por Ki-67 e PR <0,0005 <0,0005
Triplo-negativo 1 1
Ki-67<12% ou Ki-67>12% 0,399 (0,254 — 0,627) <0,0005 0,329 (0,206 — 0,526) <0,0005

PR>1+



Ki-67>12% PR<1+ 0,909 (0,535 — 1,545) 0,726 0,810 (0,466 — 1,407) 0,454
Estratificacdo por Ki-67 e cHR <0,0005
Triplo-negativo 1
Ki-67<12% ou Ki-67>12% 0,388 (0,246 - 0,613) <0,0005
cHR>4+
Ki-67>12% cHR<4+ 0,870 (0,522 — 1,449) 0,592
Classificaciao St Gallen 0,002
(Anterior)
Triplo-negativo 1
Ki-67<12% e PR >1+ 0,359 (0,196 — 0,655) 0,001
Ki-67>12% e/ou PR <1+ 0,553 (0,358 — 0,856) 0,008
Classificacido St Gallen (Atual) 0,001 <0,0005
Triplo-negativo 1 1
Ki-67<20% e PR >1+ 0,347 (0,196 — 0,613) <0,0005 0,334 (0,186 —0,598)  <0,0005
Ki-67>20% e/ou PR <1+ 0,583 (0,375 —0,907) 0,017 0,452 (0,285 —-0,716) 0,001
Idade
<40 anos 1 1 1
>40 anos 0,466 (0,275 —0,788) 0,004 0,631 (0,366 — 1,087) 0,097 0,600 (0,348 — 1,036) 0,067
T <0,0005 0,006 0,002
Tl 1 1 1
T2-T3 3,349 (1,766 — 6,351) <0,0005 1,731 (0,882 — 3,398) 0,111 1,782 (0,917 — 3,466) 0,088
T4 10,855 (5,313 —22,180) <0,0005 3,299 (1,507 — 7,220) 0,003 3,602 (1,669 —7,776) 0,001
N <0,0005 <0,0005 <0,0005
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NO 1 1 1
NI 3252(1,885-5,613)  <0,0005 2,734 (1,548 —4,829) 0,001 2,682 (1,525 — 4,717) 0,001
N2 8,038(4,553—14,191)  <0,0005 6,513 (3,546 — 11,960) <0,0005 6,427 (3,528 — 11,707)  <0,0005
N3 14,185 (7,377-27279)  <0,0005 11,047 (5,439 — <0,0005 12,248 (6,048 —24,806)  <0,0005
22,436)
T_COV 0,943 (0,903 — 0,985) 0,008 0,577 (0,052 —6,390) 0,654 0,591 (0,064 — 5,453) 0,643

*Modelo de dois blocos: primeiro com método Stepwise Forward Wald com p-valores de entrada e saida de <0,10 e <0,05, respectivamente, usando fatores conhecidos.

# Modelo de dois blocos: primeiro com método Stepwise Forward Wald com p-valores de entrada e saida de <0,10 e <0,05, respectivamente.
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Tabela 9. Analise de Cox tempo-dependente univaridvel e multivaridvel de fatores associados a morte em pacientes com cancer de mama (n=572)

Multivariavel
Univariavel
Fator Modelo 1" Modelo 27
HaR (95%CI) p HaR (95%CI) p HaR (95%CI) p
Estratificacdo por cHR e <0,0005
grau histolégico
Triplo-negativo 1
cHR >4+ ou cHR <4+ G1 0,325 (0,205 - 0,515) <0,0005
cHR <4+ G2 ouG3 0,803 (0,497 — 1,297) 0,370
Estratificacio por grau <0,0005
histologico e PR
Triplo-negativo 1
G1 ou G2 PR>1+ 0,305 (0,190 — 0,491) <0,0005
G2 PR <l+touG3 0,784 (0,493 —1,248) 0,305
Estratificacdo por grau <0,0005
histolégico e cHR
Triplo-negativo 1
G1 ou G2 cHR>4+ 0,307 (0,190 — 0,495) <0,0005
G2 cHR <4+ 0uG3 0,745 (0,470 — 1,181) 0,210
Estratificacdo por Ki-67 e <0,0005 <0,0005

PR
Triplo-negativo 1 1



Ki-67<12% ou Ki-67>12% 0,341 (0,219 -0,532)  <0,0005 0,246 (0,153 -0,396)  <0,0005
PR>1+
Ki-67>12% PR<1+ 0,950 (0,571 — 1,580) 0,843 0,740 (0,441 — 1,243) 0,255
Estratificacido por Ki-67 e <0,0005
cHR
Triplo-negativo 1
Ki-67<12% ou Ki-67>12% 0,331 (0,210 -0,520)  <0,0005
cHR>4+
Ki-67>12% cHR<4+ 0,888 (0,542 — 1,454) 0,637
Classificaciao St Gallen <0,0005
(Anterior)
Triplo-negativo 1
Ki-67<12% e PR >1+ 0,255 (0,135 -0,481) 0,001
Ki-67>12% e/ou PR <1+ 0,548 (0,359 — 0,836) 0,005
Classificaciao St Gallen <0,0005 <0,0005
(Atual)
Triplo-negativo 1 1
Ki-67<20% e PR >1+ 0,240 (0,131 -0,439)  <0,0005 0,193 (0,103 - 0,360)  <0,0005
Ki-67>20% e/ou PR <1+ 0,598 (0,390 — 0,916) 0,018 0,437 (0,279 — 0,683) 0,001
Idade
<70 anos 1 1 1
>70 anos 1,558 (0,961 —2,525) 0,072 1,689 (1,017 —2,804) 0,043 1,919 (1,159 - 3,178) 0,011
T <0,0005 0,003 0,002
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Tl
T2-T3
T4

1
3,332 (1,760 — 6,308)
9,120 (4,429 — 18,781)

<0,0005
<0,0005

1
2,210 (1,137-4,299) 0,019
3,903 (1,772 -8,596) 0,001

1
2,207 (1,139 — 4,275)
4,120 (1,872 — 9,068)

0,019
<0,0005

NO
NI
N2
N3

1
2,354 (1,430 — 3,874)
4,590 (2,669 — 7,897)
7,175 (3,791 13,580)

<0,0005

0,001
<0,0005
<0,0005

<0,0005
1
1,816 (1,082 — 3,046) 0,024
3,976 (2,228 — 7,096) <0,0005
5,039 (2,466 — 10,299)  <0,0005

1
1,872 (1,119 - 3,130)
3,918 (2,212 — 6,940)
5,501 (2,671 — 11,329)

<0,0005

0,017
<0,0005
<0,0005

T_COV

0,944 (0,906 — 0,984)

0,007

0,725 (0,303 — 1,734) 0,469

0,727 (0,298 — 1,771)

0,482

*Modelo de dois blocos: primeiro com método Stepwise Forward Wald com p-valores de entrada e saida de <0,10 € <0,05, respectivamente, usando fatores conhecidos.

# Modelo de dois blocos: primeiro com método Stepwise Forward Wald com p-valores de entrada e saida de <0,10 e <0,05, respectivamente.
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No entanto, a primeira abordagem resultou em uma boa estratificacdo de risco e
identificacdo de pacientes com tumores luminais com prognostico semelhante aquelas com
tumores de mama triplo-negativo para DMFS [cHR <4+ G2 ou G3 vs triplo-negativo, HaR
ajustado: 0,703 (0,415 — 1,189), p=0,189] e OS [cHR <4+ G2 ou G3 vs triplo-negativo, HaR
ajustado: 0,662 (0,403 — 1,088), p=0,104].

A segunda abordagem também resultou em uma boa estratificacdo de risco e
identificacdo de pacientes com tumores luminais com prognostico semelhante aqueles com
tumores de mama triplo-negativos para DMFS [G2 PR <1+ ou G3 vs triplo negativo, HaR
ajustado: 0,650 (0,385 — 1,095), p=0,106], com uma tendéncia a diferenca para OS [G2 PR <1+
ou G3 vs triplo-negativo, HaR ajustado: 0,628 (0,387 — 1,019), p=0,059].

Da mesma forma, a terceira abordagem resultou em uma boa estratificacdo de risco e
identificacdo de pacientes com tumores luminais com prognostico semelhante aqueles com
tumores de mama triplo-negativo para DMFS [G2 cHR <4+ ou G3 vs triplo-negativo, HaR
ajustado: 0,654 (0,394 — 1,086), p=0,101], mas ndo para OS [G2 cHR <4+ ou G3 vs triplo-
negativo, HaR ajustado: 0,603 (0,373 — 0,973), p=0,038].

E por ultimo, a quinta abordagem resultou em uma boa estratificacdo de risco e
identificacdo de pacientes com tumores luminais com prognéstico semelhante aqueles com
tumores de mama triplo-negativo para DMFS [Ki-67>12% cHR<4+ vs triplo-negativo,
ajustado HaR: 0,691 (0,406 — 1,174), p=0,172] e OS [Ki-67>12% cHR<4+ vs triplo-negativo,
HaR ajustado: 0,695 (0,416 — 1,161), p=0,165].

As curvas KM das trés abordagens com valor prognostico superior estdo representadas

nas Figuras 14 a 16.
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Figura 14. Curvas de sobrevida acumulada pelo estimador de Kaplan-Meier de acordo com a estratificacdo de risco subsequente por cHR e grau histologico. (A) Sobrevida
livre de metastases a distancia. (B) Sobrevida global. Por analises das curvas, é possivel observar que pacientes cujos tumores expressam maiores indices de cHR(>4+) ou sdo
bem diferenciados (G1), mesmo que expressam menores indices de cHR(<4+), possuem sobrevidas maiores que pacientes cujos tumores expressam menores indices de
cHR(<4+) e sdo moderadamente (G2) ou mau (G3) diferenciados; estas ultimas possuem sobrevidas indistintas as pacientes com tumores triplo -negativos. Um total de 572

pacientes foram incluidas.
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Figura 15. Curvas de sobrevida acumulada pelo estimador de Kaplan-Meier de acordo com a estratificagdo de risco subsequente por Ki-67 e expressdo semiquantitativa do
receptor de progesterona (PR). (A) Sobrevida livre de metastases a distancia. (B) Sobrevida global. Por analises das curvas, € possivel observar que pacientes cujos tumores
expressam menores indices proliferativos (Ki-67<12%) ou altos indices proliferativos (Ki-67>12%), mas com altos indices de PR (>1+), possuem sobrevidas maiores que
pacientes cujos tumores expressam altos indices proliferativos (Ki-67>12%) com baixos indices de PR (<1+); estas ultimas possuem sobrevidas indistintas as pacientes com

tumores triplo-negativos. Um total de 572 pacientes foram incluidas.



Funcgdes de sobrevivéncia

Funcgoes de sobrevivéncia

10 Log-Rank p<0,0005 Classificagao de risco 10 Log-Rank p<0,0005 Classificacao de risco
iy 9 p por Ki-67 e cHR 9 P por Ki-67 e cHR
M Ki-67=12% ou Ki-67>12% Ki-67=12% ou Ki-67>12%
A cHR>4+ cHR>4+
08 .¢ —IKi-67>12% cHR<4+ 08 —TKi-67>12% cHR=<4+
!>|I : 1 1 Triplo-negativo ; ' 1 Triplo-negativo
= IWI Ki-67=12% ou Ki-67>12% - Ki-67<12% ou Ki-67>12%
= wrrd cHR>4+-censurado ] cHR>4+-censurado
E + Ki-67>12% cHR<4+- E Ki-67>12% cHR=4+-
S 06 censurado 5 08 censurado
g —+ —+— Triplo-negativo-censurado g —+— Triplo-negativo-censurado
3 3
(3] ]
c c
2 o 2 o
> >
@ ]
= =
2 o
[<] [=]
(2] (]
02 02
0.0 0,0
00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00

Sobrevida Livre de Metastase a Distancia (Meses) Sobrevida Global (Meses)

Figura 16. Curvas de sobrevida acumulada pelo estimador de Kaplan-Meier de acordo com a estratificagdo de risco subsequente por Ki-67 e expressdo semiquantitativa
combinada dos receptores hormonais (cHR). (A) Sobrevida livre de metastases a distancia. (B) Sobrevida global. Por analises das curvas, é possivel observar que pacientes
cujos tumores expressam menores indices proliferativos (Ki-67<12%) ou altos indices proliferativos (Ki-67>12%), mas com altos indices de cHR (>4+), possuem sobrevidas
maiores que pacientes cujos tumores expressam altos indices proliferativos (Ki-67>12%) com baixos indices de cHR (<4+); estas ultimas possuem sobrevidas indistintas as

pacientes com tumores triplo-negativos. Um total de 572 pacientes foram incluidas.
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Fatores associados ao aumento da chance de metastase e morte em pacientes com
esquema adjuvante

Devido ao impacto que o tratamento neoadjuvante tem na expressao e progndstico de
biomarcadores, foram realizadas analises no subconjunto de pacientes que receberam apenas
regimes adjuvantes para testar estratificagdes semelhantes (n=358). Diferentemente da grande
variedade de possibilidades de hierarquias no conjunto total de pacientes com tumores luminais
incluidos, a estratificagdo baseada no grau histoloégico permitiu discriminar subgrupos com
prognosticos semelhantes em analises tempo-dependentes. No segundo nivel da hierarquia, foi
possivel observar que o Ki-67 promoveu discriminagdo progndstica em pacientes com doenca
grau G1/G2 para DMFS (Log-Rank p=0,022) e OS (Log-Rank p=0,044), sendo o unico
biomarcador significativo na analise multivariavel para DMFS [HaR ajustado: 1,998 (1,019 —
3,915), p=0,043], mas nao significativo para OS [HaR ajustado: 1,635 (0,838 — 3,193),
p=0,150].

Em seguida, foi testado se a expressdo semiquantitativa de receptores hormonais pode
levar a uma melhor discriminagao, e uma resposta positiva foi observada tanto para PR (DMFS
Log-Rank p=0,004; OS Log-Rank p=0,036) e cHR (DMFS Log-Rank p=0,006; OS Log-Rank
p=0,015), mas apenas nos casos com Ki-67>12%. J& sem a dependéncia do tempo, observou-
se que PR e cHR sdo independentes e superiores para DMFS [HaR ajustado: 0,337 (0,155 —
0,730), p=0,006] e OS [HaR ajustado: 0,417 (0,189 — 0,921), p=0,031], respectivamente, com
apenas uma tendéncia para OS [HaR ajustado: 0,498 (0,234 — 1,058), p=0,070] e DMFS [HaR
ajustado: 0,507 (0,244 — 1,053), p=0,069], respectivamente. Esses achados foram corroborados
por bootstrapping, sendo que o intervalo de confianca ndo passou pelo ponto de nao-efeito para
a expressdo semiquantitativa de PR sobre DMFS [(-2,260 — -0,115), p=0,018] e de cHR para
OS [(-1,850 — -0,149), p=0,039].

Posteriormente, foram realizadas andlises multivaridveis para testar a possibilidade de
realizagdo de agrupamentos. Ambas as estratégias de classificacdo de risco mostraram-se
significativas para DMFS e OS. Por meio do contraste repetido, foi possivel observar uma clara
distingdo entre o segundo e terceiro grupo para ambas as estratégias nos dois desfechos testados
(dados nao apresentados). Portanto, os dois primeiros e os dois tltimos grupos foram agrupados.
Essas classificagdes tém um grau de concordancia alto, mas incompleto (Kappa de Cohen:
0,876, p<0,0005) entre si.

As Figuras 17 e 18 representam as curvas KM para essas pacientes, incluindo as

pacientes com cancer de mama triplo-negativo de esquema adjuvante como grupo comparador.
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Figura 17. Curvas de sobrevida acumulada pelo estimador de Kaplan-Meier de acordo com a estratificacdo de risco subsequente por grau histologico, Ki-67 e expressao

semiquantitativa do receptor de progesterona (PR). (A) Sobrevida livre de metastases a distancia. (B) Sobrevida global. Por analises das curvas, ¢ possivel observar que pacientes

cujos tumores sdo bem (G1) ou moderadamente (G2) diferenciados, que expressam menores indices proliferativos (Ki-67<12%) ou altos indices proliferativos (Ki-67>12%),

mas com altos indices de PR (>1+), possuem sobrevidas maiores que pacientes cujos tumores sdo bem (G1) ou moderadamente (G2) diferenciados, expressam altos indices

proliferativos (Ki-67>12%) com baixos indices de PR (<1+) ou s@o mau diferenciados (G3); estas ultimas possuem sobrevidas indistintas as pacientes com tumores triplo-

negativos. Um total de 431 pacientes foram incluidas.
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Figura 18. Curvas de sobrevida acumulada pelo estimador de Kaplan-Meier de acordo com a estratificagdo de risco subsequente por grau histologico, Ki-67 e expressao

semiquantitativa de ambos receptores hormonais (cHR). (A) Sobrevida livre de metastases a distancia. (B) Sobrevida global. Por analises das curvas, ¢ possivel observar que

pacientes cujos tumores sdo bem (G1) ou moderadamente (G2) diferenciados, que expressam menores indices proliferativos (Ki-67<12%) ou altos indices proliferativos (Ki-

67>12%), mas com altos indices de cHR (>4+), possuem sobrevidas maiores que pacientes cujos tumores sdo bem (G1) ou moderadamente (G2) diferenciados, expressam altos

indices proliferativos (Ki-67>12%) com baixos indices de cHR (<4+) ou sdo mau diferenciados (G3); estas ultimas possuem sobrevidas indistintas as pacientes com tumores

triplo-negativos. Um total de 431 pacientes foram incluidas.
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O ajuste para tratamentos nio altera o valor prognostico das classificacdes de risco

Posteriormente foi analisado se os tratamentos poderiam ser um fator de confusdo. Mas
primeiro, foi testado em que contexto a quimioterapia resulta em um melhor progndstico para
pacientes com cancer luminal, a fim de melhorar a classificagao do tratamento sistémico.

Pacientes com cancer de mama luminal em regime adjuvante foram segregadas de
acordo com biomarcadores e foi avaliado se a quimioterapia implica em melhor progndstico,
uma vez que as analises com todas as pacientes ndo demonstraram beneficio potencial da
quimioterapia. Como pode ser uma modifica¢do do efeito, a operagdo * foi realizada entre pN
(NO, N1 e N2/N3) e quimioterapia (Nao e Sim).

Dentre os biomarcadores, o Gnico que apresentou valor “preditivo” foi o Ki-67. Foi
possivel observar que o pN ¢é o principal fator associado ao menor DMFS. Observou-se que
pN2/N3 ¢ um fator de alto risco associado ao DMFS [vs pNO, HaR ajustado: 20,778 (6,532 —
66,092) p<0,0005] e a quimioterapia modifica o efeito no pN2/N3 [HaR ajustado: 0,093 (0,010
—0,833) p=0,034], mas nao de pN1 (p=0,610). Tal modificagdo de efeito também foi observada
em relacdo a OS para pN2/N3 [HaR ajustado: 0,103 (0,014 — 0,743) p=0,024], mas ndo de pN1
(p=0,858). Também, a quimioterapia foi observada como o tnico fator associado a OS [HaR:
0,263 (0,092 —0,752) p=0,013] em pacientes com doenga pN2/N3 e Ki-67>12%, com tendéncia
para DMFS em associacdo a radioterapia para DMFS [HaR ajustado: 0,346 (0,115 — 1,045)
p=0,060].

Em relacdo as classificagdes de risco, apenas as duas ultimas apresentaram valor
"preditivo" do beneficio da quimioterapia, mas apenas para OS. Em pacientes com doenca
pN2/N3, observou-se que hd modificagdo de efeito da quimioterapia pelas classificagdes G1/G2
Ki-67>12%/cHR<4+ ou G3 [HaR ajustado: 0,043 (0,002 — 0,758) p=0,032], ou G1/G2 Ki-
67>12%/PR<1+ ou G3 [HaR ajustado: 0,039 (0,002 — 0,725) p=0,030]. No entanto, uma
tendéncia de beneficio da quimioterapia foi observada apenas para o primeiro grupo [HaR:
0,252 (0,060 — 1,064) p=0,061] em anélise dentro do subgrupo pN2/N3.

Portanto, o tratamento sistémico foi recategorizado com base no resultado anterior,
atribuindo a classificagdo de tratamento adequado as pacientes sempre que receberam
hormonioterapia, e se recebeu quimioterapia se e apenas se tivessem doenca pN2/3 e Ki-
67>12%, que resultou superior a classifica¢do inicial de acordo com as diretrizes de St Gallen.

Finalmente, os modelos foram ajustados para incluir tratamentos apenas com regime
adjuvante. Para isso, foi considerado o tempo desde o término das terapias adjuvantes
(quimioterapia ou radioterapia) até o evento ou censura; pacientes que desenvolveram eventos

durante a terapia adjuvante (quimioterapia ou radioterapia) foram excluidas. Um total de 419
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pacientes foram incluidas nas analises. Dois modelos usando a abordagem de dois blocos foram
construidos. O primeiro modelo incluiu todas as classificagdes de risco do primeiro bloco; o
segundo modelo foi realizado excluindo no primeiro bloco a classifica¢do de risco obtida no
primeiro modelo.

As estratificagdes com Ki-67 no primeiro nivel hierdrquico continuaram
estatisticamente superiores as demais, mesmo em comparagdo as descritas na literatura, com
mudanga de PR no segundo nivel hierarquico referente a DMFS para cHR no segundo nivel
hierarquico para OS (Tabelas 10 e 11). No entanto, o segundo modelo tanto para DMFS quanto
para OS concordou na estratificacdo de risco sequencial por grau histologico, Ki-67 e cHR
como fator independente e superior aos demais (Tabelas 10 e 11).

As estratificagdes de risco envolvendo apenas o grau histoldgico e a expressao
semiquantitativa do(s) receptor(es) hormonal(is), independentemente da ordem, nao resultaram
em boa identificacdo de pacientes com cancer luminal cujo prognoéstico ¢ semelhante ao triplo-
negativo. Em relagdo ao DMFS, a segunda categoria de estratificacdo subsequente por cHR e
grau, grau ¢ PR, e grau e cHR, apresentaram melhor prognostico do que tumores triplo-negativo
com p-valores de 0,034 [HaR ajustado: 0,415 (0,184 - 0,937)], 0,064 [HaR ajustado: 0,473
(0,214 - 1,045)] ¢ 0,050 [HaR ajustado: 0,456 (0,209 - 0,999)], respectivamente. Em relagdo a
OS, a segunda categoria de estratificacdo subsequente por cHR e grau, grau e PR e grau e cHR,
apresentaram prognostico semelhante a tumores triplo-negativo com p-valores de 0,336 [HaR
ajustado: 0,704 (0,344 — 1,440)], 0,374 [HaR ajustado: 0,721 (0,350 - 1,484)] e 0,333 [HaR
ajustado: 0,706 (0,349 — 1,429)], respectivamente.
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Tabela 10. Analises univariavel e multivaridvel de Cox tempo-dependente dos fatores associados com a metastase a distancia em pacientes com cancer de mama na corrigido

para tratamentos adjuvantes (n=419)

Multivariavel
Univariavel
Fator Modelo 1" Modelo 2*
HR (95%CI) P HR (95%CI) P HR (95%CI) P
Estratificacdo por cHR e 0,090
grau histolégico
Triplo-negativo 1
cHR >4+ ou cHR <4+ Gl 0,500 (0,259 — 0,964) 0,039
cHR <4+ G2 ou G3 0,795 (0,387 — 1,632) 0,532
Estratificacio por grau 0,038
histologico e PR
Triplo-negativo 1
G1 ou G2 PR>1+ 0,466 (0,240 — 0,905) 0,024
G2 PR <I+ou G3 0,874 (0,434 — 1,761) 0,706
Estratificacdo por grau 0,045
histolégico e cHR
Triplo-negativo 1
G1 ou G2 cHR>4+ 0,465 (0,238 — 0,909) 0,025
G2 cHR <4+ ou G3 0,841 (0,421 — 1,682) 0,625
Estratificacao por Ki-67 e 0,002 <0,0005

PR

Triplo-negativo 1 1



Ki-67<12% ou Ki-67>12%
PR>1+
Ki-67>12% PR<1+

0,436 (0,227 — 0,839)

1,242 (0,605 — 2,549)

0,013

0,555

0,234 (0,112 - 0,489)

0,711 (0,318 — 1,593)

<0,0005

0,408

Estratificacio por Ki-67 e
cHR
Triplo-negativo
Ki-67<12% ou Ki-67>12%
cHR>4+
Ki-67>12% cHR<4+

1
0,427 (0,220 — 0,830)

1,105 (0,549 — 2,224)

0,004

0,012

0,781

Estratificacdo por grau, Ki-
67 e PR
Triplo-negativo
G1/G2 Ki-67<12% ou G1/G2
Ki-67>12%/PR>1+
G1/G2 Ki-67>12%/PR<1+ ou
G3

1
0,418 (0,214 — 0,815)

1,108 (0,554 — 2,215)

0,003

0,011

0,773

Estratificacdo por grau, Ki-
67 e cHR

Triplo-negativo

G1/G2 Ki-67<12% ou G1/G2

Ki-67>12%/cHR>1+

G1/G2 Ki-67>12%/cHR<1+

ou G3

1
0,394 (0,200 — 0,776)

1,118 (0,567 — 2,204)

0,001

0,007

0,748

1
0,240 (0,114 — 0,506)

0,520 (0,238 — 1,132)

0,001

<0,0005

0,099

100



Classificacio St Gallen 0,176
(Anterior)
Triplo-negativo |
Ki-67<12% e PR>1+ 0,486 (0,222 — 1,061) 0,070
Ki-67>12% e/ou PR <1+ 0,634 (0,335 -1,201) 0,162
Classificaciao St Gallen 0,150
(Atual)
Triplo-negativo 1
Ki-67<20% e PR >1+ 0,475 (0,224 — 1,008) 0,053
Ki-67>20% e/ou PR <1+ 0,656 (0,345 — 1,250) 0,200
Idade
<40 anos 1 1 1
>40 anos 0,385 (0,186 —0,794) 0,010 0,639 (0,289 - 1,410) 0,267 0,685 (0,312 - 1,502) 0,345
T <0,0005 0,021 0,042
T1 1 1 1
T2-T3 3,650 (1,775 —7,506) <0,0005 2,675 (1,188 — 6,023) 0,017 2,499 (1,122 - 5,566) 0,025
T4 12,876 (4,296 —38,591)  <0,0005 5,911 (1,503 — 23,252) 0,011 4,509 (1,179 — 17,245) 0,028
N <0,0005 <0,0005 <0,0005
NO 1 1 1
N1 3,765 (1,845 — 7,680) <0,0005 2,896 (1,359 — 6,170) 0,006 2,961 (1,394 — 6,290) 0,005
N2/N3 11,772 (5,842 -23,719)  <0,0005 10,877 (4,836 —24,465)  <0,0005 11,182 (4,948 —25,721)  <0,0005

Tratamento sistémico

Inadequado
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Adequado 0,345 (0,169 — 0,707) 0,004 0,715 (0,310 — 1,649) 0,432 0,942 (0,389 — 2,280) 0,894

Radioterapia
Inadequada | 1 1
Adequada 0,625 (0,267 — 1,465) 0,279 0,224 (0,083 — 0,604) 0,003 0,221 (0,083 — 0,585) 0,002
T COV 0,937 (0,877 —-1,001) 0,054 0,413 (0,023 —7,354) 0,547 0,418 (0,027 — 6,574) 0,535

“Modelo de dois blocos: primeiro com método Stepwise Forward Wald com p-valores de entrada e saida <0,10 e <0,05, respectivamente; segundo bloco com método inserir.

#Semelhante ao primeiro modelo, mas excluindo a classificagio de risco obtida no modelo prévio.
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Tabela 11. Analises univariavel e multivariavels de Cox tempo-dependente dos fatores associados com a morte em pacientes com cancer de mama na corrigido para

tratamentos adjuvantes (n=419)

Multivariavel
Univariavel
Fator Modelo 1" Modelo 2*
HR (95%CI) p HR (95%CI) P HR (95%CI) P
Estratificacdo por cHR e grau 0,015
histologico
Triplo-negativo 1
cHR >4+ ou cHR <4+ Gl 0,479 (0,249 — 0,924) 0,028
cHR <4+ G2 ou G3 1,061 (0,539 —2,087) 0,864
Estratificacao por grau histologico e 0,019
PR
Triplo-negativo 1
Gl ou G2 PR>1+ 0,484 (0,251 —0,933) 0,030
G2 PR <I+ou G3 1,043 (0,530 — 2,055) 0,902
Estratificacdo por grau histologico e 0,012
cHR
Triplo-negativo 1
G1 ou G2 cHR>4+ 0,462 (0,237 — 0,900) 0,023
G2 cHR <4+ ou G3 1,044 (0,537 — 2,031) 0,899
Estratificacao por Ki-67 e PR 0,006
Triplo-negativo 1
Ki-67<12% ou Ki-67>12% PR>1+ 0,494 (0,261 — 0,936) 0,030
Ki-67>12% PR<1+ 1,270 (0,624 — 2,586) 0,510
Estratificacio por Ki-67 e cHR 0,001 0,002

Triplo-negativo 1 1



Ki-67<12% ou Ki-67>12% cHR>4+ 0,445 (0,231 - 0,858) 0,016 0,308 (0,150 — 0,635) 0,001
Ki-67>12% cHR<4+ 1,302 (0,662 — 2,561) 0,445 0,770 (0,373 — 1,588) 0,479
Estratificacdo por grau, Ki-67 e PR 0,006
Triplo-negativo |
G1/G2 Ki-67<12% ou G1/G2 Ki- 0,475 (0,248 —0,911) 0,025
67>12%/PR>1+
G1/G2 Ki-67>12%/PR<1+ ou G3 1,170 (0,590 — 2,322) 0,652
Estratificacdo por grau, Ki-67 e 0,001 0,001
cHR
Triplo-negativo 1 1
G1/G2 Ki-67<12% ou G1/G2 Ki- 0,429 (0,221 - 0,835) 0,013 0,291 (0,139 — 0,608) 0,001
67>12%/cHR>1+
G1/G2 Ki-67>12%/cHR<1+ ou G3 1,251 (0,643 — 2,433) 0,510 0,761 (0,374 — 1,550) 0,452
Classificacao St Gallen (Anterior) 0,131
Triplo-negativo 1
Ki-67<12% e PR>1+ 0,447 (0,202 — 0,985) 0,046
Ki-67>12% e/ou PR <1+ 0,754 (0,404 — 1,409) 0,376
Classificaciao St Gallen (Atual) 0,060
Triplo-negativo 1
Ki-67<20% e PR >1+ 0,411 (0,190 - 0,891) 0,024
Ki-67>20% e/ou PR <1+ 0,811 (0,433 —1,581) 0,512
Idade
<70 anos 1 1 1
>70 anos 1,856 (1,022 — 3,370) 0,042 1,914 (1,007 — 3,639) 0,048 1,924 (1,013 — 3,654) 0,045
T <0,0005 0,029 0,024

Tl
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T2-T3 3,108 (1,555 - 6,213) 0,001 2,357 (1,113 — 4,990) 0,025 2,412 (1,141 - 5,100) 0,021
T4 13,088 (4,417 —38,782)  <0,0005 4,867 (1,323 — 17,908) 0,017 5,129 (1,387 — 18,970) 0,014
N <0,0005 0,001 0,001
NO 1 1 1
N1 2,356 (1,262 — 4,398) 0,007 1,887 (0,983 — 3,623) 0,056 1,833 (0,955 - 3,519) 0,068
N2/N3 5,840 (3,083 -11,062)  <0,0005 4,381 (2,074-9,257)  <0,0005 5,129 (1,387 —18,970)  <0,0005
Tratamento sistémico
Inadequado 1 1 1
Adequado 0,252 (0,130 - 0,487) <0,0005 0,818 (0,365 - 1,836) 0,626 0,816 (0,364 — 1,832) 0,623
Radioterapia
Inadequada 1 1 1
Adequada 0,524 (0,224 - 1,224) 0,135 0,317 (0,126 — 0,801) 0,015 0,309 (0,122 - 0,782) 0,013
T COV 0,936 (0,879 — 0,996) 0,036 0,656 (0,206 —2,091) 0,476 0,656 (0,204 —2,105) 0,479

*Modelo de dois blocos: primeiro com método Stepwise Forward Wald com p-valores de entrada e saida <0,10 e <0,05, respectivamente; segundo bloco com método inserir.

#Semelhante ao primeiro modelo, mas excluindo a classificagdo de risco obtida no modelo prévio.
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As classificagoes de risco se associam com fatores de agressividade

Utilizando apenas as pacientes de esquema adjuvante, foi analisado se os fatores de risco
e as classificacdes de risco se associam com fatores de agressividade tumoral. Para tal, foi
realizada regressao logistica ordinal com a metastase linfonodal (pN) como classificador e
regressao logistica bindria com a invasao linfovascular como classificador.

Por regressao logistica ordinal univaridvel, grau histologico, cHR, expressdo
semiquantitativa de PR nem a expressdo qualitativa de HRs se mostraram significativos
(p>0,05) para a classificacao de metastase linfonodal, mas apenas pT e Ki-67, tanto continuo
como o ponto de corte >12%.

Por outro lado, as classificagdes por grau e expressao semiquantitativa de PR (p=0,016),
grau ¢ cHR (p=0,014), Ki-67 e expressdo semiquantitativa de PR (p=0,004), Ki-67 e cHR
(p=0,001), e as estratificacdes subsequentes por grau, Ki-67 e PR (p<0,0005) ou cHR
(p<0,0005) sim. Em todas as analises os pré-requisitos de adequacao de ajuste (Person e desvio
semelhantes) e linhas paralelas (p>0,05) foram atingidos. Devido a limitacdes da regressdo,
apenas trés modelos multivariavel foram elaborados.

O primeiro modelo mostrou que tanto pT quanto Ki-67 continuo sdo significativos
(Tabela 12), e apresentou um bom ajuste (log -2:293,036, p<0,0005), com adequacdo do ajuste
aceitavel (Pearson p=0,699; Desvio p=0,973), rejei¢do da hipotese nula do teste de linhas
paralelas (p=0,883) e sem sobredispersao (valor/df:0,827).

O segundo modelo mostrou que, em associagdo a pT, a classificagdo de risco por grau,
Ki-67 e expressdo semiquantitativa de PR se associa com a metéstase linfonodal (Tabela 12).
O modelo apresentou um bom ajuste (log -2:81,525, p<0,0005), com adequagdo do ajuste
aceitavel (Pearson p=0,176; Desvio p=0,229), rejeicdo da hipotese nula do teste de linhas
paralelas (p=0,919) com uma leve sobredispersao (valor/df: 1,232). De maneira geral, o modelo
se mostra aceitavel mas inferior ao primeiro modelo.

O terceiro e ultimo modelo mostrou que, em associacdo a pT, a classificacao de risco
por grau, Ki-67 e cHR se associa com a metastase linfonodal (Tabela 12). O modelo apresentou
um bom ajuste (log -2:82,462, p<0,0005), com adequacao do ajuste aceitavel (Pearson p=0,236;
Desvio p=0,194), rejeicao da hipotese nula do teste de linhas paralelas (p=0,798) com uma leve
sobredispersdo (valor/df: 1,232). De maneira geral, o modelo se mostra aceitdvel mas inferior
ao primeiro modelo.

O bootstrapping corroborou os achados dos modelos, mas se observou que, no primeiro
modelo, para Ki-67 o intervalo de confianca parte do ponto de ndo efeito, apesar de ndo passar

por ele (0,000 — 0,026), apesar de ser significativo (p=0,033) e ter baixo viés (0,001).



Tabela 12. Analises univariavel e multivariavels de regressdo logistica ordinal dos fatores associados com metastase linfonodal em cancer de mama luminal (n=358)
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Multivariavel
Fator Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
OR (95%CI) P OR (95%CI) P OR (95%CI) p
Limite
pN1 4,303 (2,764 — 6,700) <0,0005 3,964 (2,672 — 5,880) <0,0005 4,033 (2,711 — 5,999) <0,0005
pN2 20,894 (12,324 —35,425)  <0,0005 19,701 (12,091 —32,103) <0,0005 20,106 (12,297 — 32,873) <0,0005
pN3 95,522 (47,064 — 193,876)  <0,0005 91,948 (46,398 — 182,216)  <0,0005 93,974 (47,274 — 186,807) <0,0005
Ki-67 (continuo) 1,012 (1,001 — 1,024) 0,039
T
T1 1 1
T2 3,604 (2,243 —5,788) <0,0005 3,527 (2,192 - 5,677) <0,0005 3,510 (2,180 — 5,650) <0,0005
T3 5,216 (2,193 — 14,408) <0,0005 5,087 (2,168 — 11,937) <0,0005 5,186 (2,212 - 12,159) <0,0005
T4 19,102 (5,641 — 64,692) <0,0005 20,852 (6,204 — 70,085) <0,0005 19,238 (5,758 — 64,275) <0,0005
Estratificacdo por grau, Ki-67 e
PR
G1/G2 Ki-67<12% ou G1/G2 Ki- 1
67>12%/PR>1+
G1/G2 Ki-67>12%/PR<1+ ou G3 2,100 (1,300 — 3,394) 0,002
Estratificacdo por grau, Ki-67 e
cHR
G1/G2 Ki-67<12% ou G1/G2 Ki- 1
67>12%/cHR>1+
G1/G2 Ki-67>12%/cHR<1+ ou G3 2,097 (1,317 — 3,339) 0,002




108

Posteriormente foram analisados fatores associados com invasdo linfovascular. Foram
icluidas apenas as 158 pacientes com relato de invasao linfovascular e condi¢do de p53.

A andlise univaridvel identificou apenas algumas classificacdes de risco como
significativas, sendo apenas as que incorporam grau histologico na sua estrutura (Tabela 13).
Com relagdo aos marcadores separados, apenas G3 e cHR apresentaram associagdo com
invasdo linfovascular, mas com significancia limitrofe (Tabela 13). J4 a mutagdo de p53
mostrou uma forte associagdo com a invasao linfovascular (Tabela 13). Posteriormente, foram
elaborados dois modelos multivaridvel para obter as varidveis independentemente associadas
com a invasao linfovascular.

Do primeiro modelo foi obtido pT, mutacao de p53 e a classificag@o por grau histoldgico
e expressao semiquantitativa de PR como independentes (Tabela 13). Foi observado ganho de
excplicagio com as varidveis (teste omnibus ¥*: 26,706, p<0,005) com bom ajuste do modelo
(teste Hosmer-Lemeshow p=0,936), mas sem ganho de explicagdo do penultimo para ultimo
passo (teste omnibus x%: 7,656, p=0,054), que inseriu a variavel pT no modelo.

Do segundo modelo foi obtido pT, mutagao de p53 e a classificagdo por grau histologico
e cHR como independentes (Tabela 13). Foi observado ganho de explicagdo com as variaveis
(teste omnibus y?: 25,644, p<0,005) com bom ajuste do modelo (teste Hosmer-Lemeshow
p=0,889), com ganho de explicagdo do pentltimo para Gltimo passo (teste omnibus y*: 7,215,
p=0,027), que inseriu a variavel pT no modelo.

Retirando essas duas variaveis de classificagdo de risco do modelo, a que foi mantida
como significativa para invasdo linfovascular foi a estratificagdo subsequente por grau, Ki-67
e cHR [Gl/G2 Ki-67>12%/cHR<4+ ou G3 vs G1/G2 Ki-67<12% ou G1/G2 Ki-
67>12%/cHR>4+, OR ajustado para p53 e atamanho de tumor: 2,539 (1,234 —5,224), p=0,011].
Observando-se ganho de explicagio do modelo final (teste omnibus ¥*: 21,465, p<0,005) com
bom ajuste do modelo (teste Hosmer-Lemeshow p=0,622), com ganho de explicagdo do
pentiltimo para tltimo passo (teste omnibus ¥: 6,032, p=0,049), que inseriu a variavel pT no
modelo.

O bootstrapping corroborou os achados dos trés modelos, mostrando que os intervalos
de confianga ndo passam pelo ponto de ndo-efeito, mas apenas agucando os achados para pT4,

mostrando também alto viés (>6,000)



Tabela 13. Analises univariavel e multivariavels de regressdo logistica binaria dos fatores associados com invasdo linfovascular em cancer de mama luminal (n=158)
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Multivariavel
Univariavel
Fator Modelo 1 Modelo 2*
OR (95%CI) p OR (95%CI) P OR (95%CI) P
Ki-67 (continuo) 1,011 (0,992 — 1,031) 0,259
Ki-67 (categorico)
Ki-67<12% 1
Ki-67>12% 1,350 (0,711 — 2,564) 0,359
Grau histolégico
G1 1
G2 0,923 (0,401 —2,123) 0,850
G3 3,306 (0,987 - 11,070) 0,053
Mutacao de p53
Nao 1 1 1
Sim 2,564 (1,335 —4,924) 0,005 2,858 (1,420 — 5,755) 0,003 2,909 (1,444 — 5,862) 0,003
T 0,056 0,037 0,037
T1 1 1 1
T2-T3 1,927 (0,976 — 3,804) 0,059 2,313 (1,107 — 4,843) 0,026 2,293 (1,099 — 4,784) 0,027
T4 8,211 (0,858 —78,594) 0,068 7,916 (0,716 — 87,511) 0,092 8,128 (0,738 — 89,538) 0,087
Expressido qualitativa de HRs
Um 1
Dois 0,899 (0,423 - 1,912) 0,782
Expressao semiquantitativa de PR (categérico)
<1+ 1
>1+ 0,642 (0,330 — 1,249) 0,192
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Expressio semiquantitativa de HRs (categorico)
<4+

>4+

1
0,527 (0,276 — 1,008)

0,053

Estratificacdo por cHR e grau histologico
cHR >4+ ou cHR <4+ Gl
cHR <4+ G2 ou G3

1
1,958 (0,982 — 3,905)

0,056

Estratificaciio por grau histologico e PR
Gl ou G2 PR>1+
G2 PR <I+ou G3

1
2,968 (1,504 — 5,860)

0,002

1
3,432 (1,642 -17,172)

0,001

Estratificacdo por grau histolégico e cHR
G1 ou G2 cHR>4+
G2 cHR <4+ ou G3

1
2,788 (1,427 — 5,444)

0,003

1
3,261 (1,579 — 6,734)

0,001

Estratificacdo por Ki-67 e PR
Ki-67<12% ou Ki-67>12% PR>1+
Ki-67>12% PR<1+

1
1,495 (0,703 — 3,176)

0,296

Estratificacdo por Ki-67 e cHR
Ki-67<12% ou Ki-67>12% cHR>4+
Ki-67>12% cHR<4+

1
1,725 (0,842 — 3,531)

0,136

Estratificacdo por grau, Ki-67 e PR
G1/G2 Ki-67<12% ou G1/G2 Ki-67>12%/PR>1+
G1/G2 Ki-67>12%/PR<1+ ou G3

1
2,501 (1,254 — 4,987)

0,009

Estratificacdo por grau, Ki-67 e cHR
G1/G2 Ki-67<12% ou G1/G2 Ki-67>12%/cHR>1+
G1/G2 Ki-67>12%/cHR<1+ ou G3

1
2,491 (1,259 — 4,930)

0,009

*Modelo com método Stepwise Forward Wald com p-valores de entrada e saida <0,10 e <0,05, respectivamente.

“Semelhante ao primeiro modelo, mas excluindo a classificagdo de risco obtida no modelo prévio
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Identificacao de perfis de agressividade tumoral

Por fim, foram realizadas anélises de componentes principais categéricos (ACPC) com
o0 objetivo de obter perfis tumorais. Para otimizacdo das andlises, o Ki-67 foi discretizado em
10 niveis (1-10, 11-20, 21-30, 31-40, 41-50, 51-60, 61-70, 71-80, 81-90, 91-100), obtendo
assim uma variavel ordinal.

Inicialmente, foram incluidas as variaveis pT, pN, grau histologico, expressdo
semiquantitativa de ER, expressdo semiquantitativa de PR e Ki-67, para extracdo de apenas
duas dimensoes. Pela anélise de transformadas, foi possivel reduzir as categorias de Ki-67 para
1-10, 20-40, 41-80 e 81-100, e da expressdao semiquantitativa de ambos HRs para 0-2+, 3+ ¢
4+, tanto para ER quanto para PR.

A ACPC mostrou uma area de elipse de 0,116, sendo o grau histologico o que mais
contribuiu para a incerteza (0,334, comparado com <0,2 para pT, pN e Ki-67, e <0,05 para a
expressao semiquantitativa de ambos HRs). Ha uma confiabilidade alta para o modelo [a de
Cronbach: 0,826 (0,807 — 0,843)], mas baixa para as dimensdes 1 [a de Cronbach: 0,516 (0,435
—0,584)] e 2 [a de Cronbach: 0,374 (0,276 — 0,457)]. Porém, ambas dimensdes demonstraram
um eigenvalue maior que 1 [dimensdo 1: 1,756 (1,569 — 1,949); dimensao 2: 1,453 (1,298 —
1,615)].

A andlise de cargas (massas) mostra uma associagao positiva maior da Dimensao 1 com
pT, pN, Ki-67 e grau histologico, apesar de menor para este, € uma associagao negativa com a
expressao semiquantitativa de ambos HRs. Por outro lado, ad uma associacdo positiva da
Dimensdo 2 com todas as variaveis, sendo bem menor (<0,3) com pT, pN, Ki-67 e grau
histologico, mas grande (>0,7) para com a expressdo semiquantitativa de ambos HRs.

Pelo grafico de conjunto de pontos de categoria € possivel observar pelo menos dois
perfis bem definidos de canceres : os que menores (pT1), sdo bem diferenciados (G1) com baixo
indice proliferativo (Ki-67<10%) e sem metastase linfonodal (pNO), e os que sdo maiores (pT3-
T4), mau diferenciados (G3), com indice proliferativo muito alto (41-100%) e apresentam
metastase em >4 linfonodos (pN2/N3) (Figura 19A). Um terceiro perfil parece se mostrar,
sendo composto por tumores de tamanho intermediario (pT2), moderadamente diferenciados
(G2), indice proliferativo moderado a alto (11-40%), metastase até 3 linfonodos (pN1), no qual
também uma expressdo semiquantitativa moderada (3+) de ambos receptores parece ser parte
do perfil (Figura 19A).

Por fim, outra ACPC foi realizada com as mesmas variaveis, mas foi inserida a invasao

linfovascular, sem permitir imputagdo de dados. A analise de transformadas mostrou
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colapsamentos das categorias de forma muito semelhante 8 ACPC anterior. Por esse motivo, as
mesmas categorizagdes foram utilizadas.

A ACPC mostrou uma area de elipse de 0,199, sendo novamente grau histologico o que
mais contribuiu para a incerteza (0,734), seguido do indice proliferaitov por Ki-67 (0,301) e pT
(0,438). Ha uma confiabilidade alta para o modelo [a de Cronbach: 0,843 (0,821 — 0,864)], mas
baixa para as dimensdes 1 [a de Cronbach: 0,592 (0,516 — 0,655)] e 2 [a de Cronbach: 0,427
(0,340 — 0,506)]. Porém, ambas dimensdes demonstraram um eigenvalue maior que 1
[dimensdo 1: 2,032 (1,792 — 2,278); dimensdo 2: 1,578 (1,412 —1,767)].

A analise de cargas (massas) mostra uma associagao positiva maior da Dimensao 1 com
pT, pN, Ki-67 e grau histoldgico, apesar de menor para este, € uma associagdo negativa com a
expressdo semiquantitativa de ambos HRs. Por outro lado, ad uma associagdo positiva da
Dimensao 2 com todas as varidveis, sendo bem menor (<0,2) com pT, pN, Ki-67 e grau
histologico, mas grande (>0,8) para com a expressdo semiquantitativa de ambos HRs.

Pelo grafico de conjunto de pontos de categoria é possivel observar os mesmos perfis
tumorais (Figura 19B). Soma-se ao primeiro perfil de baixa agressividade a auséncia de invasao
linfovascular, sendo que a presenca de invasao linfovascular se encontra entre os outros dois

perfis, porém mais proximo daquele de maior agressividade (Figura 19B).
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DISCUSSAO

A identificacdo de casos de cancer de mama luminal com alto risco de desenvolvimento
de metastase ¢ fundamental para uma correta decisdo terapéutica (COATES et al., 2015;
GOLDHIRSCH et al., 2013). No entanto, o Unico teste prognéstico e preditivo atualmente
disponivel com grau 1A de evidéncia tanto para decisdo terapéutica como para estadiamento ¢
o teste gendomico Oncotype Dx (AMIN et al., 2017; GIULIANO et al., 2018; PAIK et al., 2004),
o qual ¢ caro.

O indice proliferativo por Ki-67 e grau histologico sdo bem estabelecidos fatores
prognostico no cancer de mama luminal (BUSTREO et al., 2016; EHINGER et al., 2017;
GNANT et al., 2011; INWALD et al., 2013; LAIBLE et al., 2019; LIANG et al., 2020; ONO
et al., 2017; VIALE et al., 2019; WISHART et al., 2014). Estudos t€ém demonstrado
consecutiva estratificagdo de risco em casos de cancer luminal por Ki-67 (GOLDHIRSCH et
al., 2013; GOLDHIRSCH et al., 2011), com posterior ganho progndstico por segregacao de
acordo com a expressdo semiquantitativa de RR (PRAT ef al., 2013), e a unificagdo com grau
histologico continua sendo uma dificuldade (BURSTEIN et al., 2019; COATES et al., 2015;
GOLDHIRSCH et al., 2013). Ehinger et al. (EHINGER et al., 2017) observaram que, em
pacientes com tumores luminais ER", a expressdo semiquantitativa de PR e Ki-67 discriminam
0 prognostico apenas em tumores moderadamente diferenciados (G2).

Além disso, embora outros estudos apontem o indice Ki-67 como critério de segregacao
de risco em tumores G2 (ALESKANDARANY et al., 2011; RAKHA et al., 2010), Liang ef al.
(2020) observaram prognoéstico semelhante entre pacientes com tumores G3 e tumores G1 e G2
com alta expressao de Ki-67 em relagdo a recidivas. Foi possivel incorporar esses trés fatores,
mas apenas em pacientes em regime adjuvante, com estratificacdo hierarquica por grau
histologico, Ki-67 e, finalmente, a expressdao semiquantitativa de ambos os receptores
hormonais, ou apenas do receptor de progesterona.

Mesmo com esses resultados, o caminho de estratificagdo que a analise inicial apontou
foi outro, promovendo estratificagdo consecutiva pela expressao semiquantitativa de ambos os
receptores hormonais (cHR) e posteriormente pelo grau histoldgico, mostrando prognostico
semelhante entre as doengas G2 e G3 com baixa expressao de ambos os receptores hormonais.
No entanto, essa estratificagcdo ndo resultou em uma boa segregacdo de risco para DMFS em
pacientes com esquema adjuvante, assim como foi observado para a estratificagdo consecutiva
pelo grau histologico, indice de proliferagao por Ki-67 seguido de cHR. Adicionalmente,

mesmo com baixo viés e significancia, o bootstrapping corroborou outros caminhos de
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estratificacdo, especialmente os que se iniciam com o grau histologico, e nao esse, dando forga
para os demais.

Interessantemente, todas as classificagdes obtidas nas analises mostraram-se superiores
a classificacao de cancer de mama luminal atualmente aceita (Luminal A e B) (COATES et al.,
2015; GOLDHIRSCH et al., 2013). No entanto, devido a limitagdo em relatar a expressao de
receptores hormonais, foi feita apenas uma aproximagao. De fato, a categoria PR >1+ usada
representa tumores com mais de 10% de células expressantes (SANNINO; SHOUSHA, 1994;
SHOUSHA; PESTON, 1997), o que ¢ um viés para fazer comparagdes apropriadas.

Mesmo que a classificacdo incorporando niveis de Ki-67 ¢ PR se mostrou superior em
varios aspectos interessantes, as classificagdes incorporando cHR respeitam alguns
fundamentos tedricos. Por exemplo, tumores luminais que expressam apenas o PR sdo mais
agressivos, sendo um fator de pior prognostico para recidivas e Obito, mesmo quando
comparados aos casos ER"/PR™ (BAE et al., 2015; FAN et al., 2015; L1, Y. et al., 2020; LI, Z.
et al., 2020; ZHAO; GONG, 2021). Além disso, uma meta-analise recente demonstrou que
tumores com baixa expressio de ER (1-10%) tém uma resposta endocrina prejudicada
(ALLISON et al., 2020), uma caracteristica tipica de tumores luminais mais agressivos
(BURSTEIN, 2020). Assim, a classificacdo incorporando cHR qualificou naturalmente os
tumores com baixa expressdo de ER e expressdo de apenas um receptor hormonal como
semelhantes, embora essa abordagem ndo seja amplamente validada.

Outro fator tedrico importante ¢ como se d4 a interagdo entre os receptores. Em tumores
responsivos ao estrogénio, o PR € expresso como uma resposta ao tltimo via ER (KUNC et al.,
2018), com modificagdo subsequente da rede de interacdo do ER e expressdo de diferentes
genes-alvo de forma feedforward (MOHAMMED et al., 2015). Em consonéncia com isso,
observamos que tumores com baixa expressao de ER provavelmente expressam baixos niveis
de PR, enquanto tumores com alta expressdo de ER expressam altos niveis de PR, sugerindo
que esse efeito provavelmente ocorre de maneira dose-dependente. Assim, a expressao
semiquantitativa de ambos os HRs poderia responder por parte da biologia altamente intrincada
dos canceres de mama, como observamos para ambos os desfechos estudados, e respeita o fato
de que a expressao qualitativa do HR € um fator prognostico mais importante para OS.

Além disso, uma expressao de ambos os receptores hormonais, ndo apenas PR,
correlaciona-se com o Oncotype Recurrence Score (BASKOTA et al., 2021; BHARGAVA et
al., 2020; FLANAGAN et al., 2008), e tem valor prognostico para metéstases a distancia peloo
modelo preditivo IHC4 (CUZICK et al., 2011), que tem valor progndstico semelhante ao
Oncotype Dx para metastases precoces (at¢ 5 anos) (CUZICK et al., 2011; SESTAK et al.,
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2018; SGROI et al., 2013). Diferentemente do relatado por Ethier et al. (2018), dados obtidos
do SEER mostram que a expressao de apenas PR ndo ¢ um fator prognostico comparavel a
expressao de ambos receptores, mas € um fator de mau progndstico quase pior que a expressao
de apenas ER, o que justifica termos agrupado ambas pacientes com expressao de apenas um
receptor hormonal (ER"/PR" ¢ ER/PR"). Assim, ha suporte cientifico mais do que suficiente
para analisar a expressdo semiquantitativa de ambos os receptores como fator prognostico, e €
versatil ao permitir tanto a segregacdo do risco para metéstases a distdncia quanto o potencial
estadiamento para sobrevida global, ao contrario da expressao qualitativa que ¢ um conhecido
fator de estadiamento para sobrevida global (HORTOBAGYT ef al., 2017), como também se
observou nas andlises iniciais.

Estudos genéticos com painéis distintos mostram segrega¢do do grau histologico em
dois graus genéticos (baixo e alto), os quais tém valor prognostico superior ao grau histoldgico
(METZGER FILHO et al., 2011). Interessantemente, ha um alto grau de concordancia entre o
grau histologico G1 e o grau genético baixo e o grau histolégico G3 com o grau genético alto,
mas uma alta segregacao no grau histoldégico G2 entre esses ambos graus genéticos (IVSHINA
et al., 2006; SOTIRIOU et al., 2006). De fato, o grau histoldgico € a classificagdo com maior
discordancia entre os trés (DALTON et al., 1994; ELLIS et al., 2006; LONGACRE et al., 2006)
e alguns estudos sugerem que o indice proliferativo pode promover uma distingdo prognodstica
justamente no G2 (ALESKANDARANY et al., 2011; RAKHA et al., 2010). Esses dados
reforgam os nossos achados.

Em outro estudo do grupo de Sotiriou (LOI et al., 2007) foi observado que os graus
genéticos baixo e alto conseguem segregar as pacientes PR conforme a responsividade
endocrina e proliferacao celular, onde o grau genético baixo possui menor proliferacao e maior
responsividade enddcrina. Observamos que a expressdo semiquantitativa faz uma eficiente
segregacao do fator de risco, mas apenas nas pacientes G2 com alto indice proliferativo por Ki-
67, o que finalmente definiu as pacientes luminais em dois grupos, o que estd em harmonia com
o estudo de Arima et al. (2019), no qual observaram que em pacientes luminais (HER2) a
expressao de PR ndo acrescenta fator progndstico nas pacientes com baixo indice proliferativo
por Ki-67, mas a alta expressdao de PR (>20%) contrabalanc¢a parcialmente o efeito negativo do
alto indice proliferativo por Ki-67. Assim, a segregacdo das pacientes em G2 pelo indice
proliferativo e a expressao dos receptores hormonais no possibilitou encontrar pacientes com
progndstico semelhante as G1 ou G3 que classificamos como baixo (Luminal A) e alto risco

(Luminal B).
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O baixo numero amostral de pacientes com tumores G3 nos impediu de avaliar se esses
outros dois fatores fariam alguma segregacdo de riscos. Porém, Ehinger et al. (2017)
observaram que pacientes com cincer de mama luminais (ER"/HER2") de grau histologico G3
possuem um fator progndstico semelhante independentemente se sdo classificadas como
Luminal A ou B baseado no indice proliferativo de Ki-67 e expressdao qualitativa de PR. De
fato, ¢ um consenso que o grau histoldgico elevado (G3) ¢ fator de pior prognostico nas
pacientes Luminal A (GOLDHIRSCH et al., 2013). Também, conforme supracitado, hd uma
alta concordancia entre os graus G1 e G3 com seus respectivos graus genéticos (IVSHINA et
al., 2006; SOTIRIOU et al., 2006) .

Neste estudo, o grau histolégico e o indice proliferativo Ki-67 mostraram-se
mutuamente exclusivos em diversas analises. Uma possibilidade ¢ a correlagdo que existe entre
eles (INWALD et al., 2013), pois o indice mitdtico ¢ um dos critérios de classificagdo do
sistema Nottingham (ELSTON; ELLIS, 1991; RAKHA et al., 2008). Outra possibilidade sao
as alteragdes que a quimioterapia neoadjuvante provoca no microambiente tumoral e na selecao
de subclones com diferentes fenotipos, causando alteragdes na expressdo de receptores
hormonais, indice mitotico e Ki-67 (ABDEL-FATAH et al., 2019; ABDEL-FATAH et al.,
2020; JONES et al., 2009; LEE et al., 2013; LI et al., 2019; LIM et al., 2016), o que pode
explicar porque foi possivel incorporar o grau histologico e o Ki -67 apenas em pacientes em
regime adjuvante, mas ndo no grupo que inclui aquelas em regime neoadjuvante. Porém, alguns
casos tém expressdo de novo de receptores hormonais ou diminuigdo de proliferagdo, o que
promove melhora prognostica (ABDEL-FATAH et al., 2019; ABDEL-FATAH et al., 2020; LI
et al., 2019). Interessantemente, a diminui¢do de Ki-67 e perda da expressao de PR sdo os
eventos mais frequentemente observados (ABDEL-FATAH et al., 2019; LEE et al., 2013; LI
et al., 2019). No entanto, muitas das pacientes que realizaram quimioterapia neoadjuvante
incluidas no nosso estudo ndo foram retestadas quanto aos marcadores imunohistoquimicos
posterior a neoadjuvancia, o que dificulta a compreensao das diferencas nas analises. Uma
possivel explicacao ¢ a simples redugao de eventos pela exclusdo destas pacientes.

Mesmo mostrando a superioridade da segregacdo prognoéstica na incorporacao dos trés
parametros analisados (grau histoldgico, Ki-67 e expressdo semiquantitativa de receptores
hormonais), ter apresentado outros modelos de estratificagdo ¢ interessante para algumas
situagdes. Por exemplo, as diretrizes de tratamento aprovadas para o sistema publico de saude
no Brasil tornam obrigatéria a avaliacdo do grau histologico e a identificagdo dos trés

importantes receptores tumorais, mas no o Ki-67 (SAUDE, 2019).
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Um fator interessante relacionado ao estudo desses biomarcadores ¢ o potencial
beneficio da quimioterapia. Embora o foco principal ndo fosse a descoberta de um sistema de
classificagdo preditiva para o beneficio da quimioterapia, foi possivel observar que o Ki-67 ¢ o
melhor fator preditivo para essa resposta, mas apenas em pacientes com doenga pN2/N3. Isso
esta de acordo com dados da literatura, que mostram que o Ki-67 ¢ o melhor preditor de resposta
a quimioterapia em pacientes com cancer de mama luminal (CRISCITIELLO et al., 2014;
DOWSETT et al., 2011). Curiosamente, pdde-se observar que pacientes com doenga G1/G2
Ki-67>12%/cHR<4+ ou G3 apresentam uma modifica¢do do efeito da quimioterapia quando
ha envolvimento de 4 ou mais linfonodos (pN2/N3) para OS. De fato, o ER(a) sabidamente
promove resisténcia a quimioterapia (LIM; WINER, 2011; SUI et al., 2011). Também, hé
evidéncias de que pacientes com tumores de bom risco bioldgico (baixo grau histologico, baixa
proliferacdo e expressdo aumentada de receptores hormonais) t€ém pouco ou nenhum beneficio
com a quimioterapia, mesmo na presenca de linfonodos metastaticos, mas o contrario ¢é
verdadeiro (BURSTEIN, 2020). Assim, essa classificagdo hierarquica pode até ajudar na
tomada de decisdo clinica para o tratamento.

Outro importante achado foi a associacdo das classificagdes de risco com fatores de
agressividade tumoral, como a metastase linfonodal e invasdo linfovascular. A metéstase
linfonodal € um dos principais fatores de estadiamento e de risco de recidivas e Obitos nas
pacientes com cancer de mama (COATES et al.,, 2015; GOLDHIRSCH et al., 2013;
GOLDHIRSCH et al., 2007, HORTOBAGYT et al., 2018). Mesmo que as modelagens
apontaram uma adesao melhor apenas com o tamanho de tumor e o indice proliferativo por Ki-
67, as estratificagdes de risco, especialmente as que incorporam Ki-67, como a subsequente por
grau histolégico, Ki-67 e cHR, mostrou ser um fator associado com a metéstase linfonodal, algo
novo na literatura. No entanto, o achado mais relevante foi com relagao a invasao linfovascular.

Apesar da invasdo linfovascular anteceder a metastase linfonodal (VAN DEN
EYNDEN et al., 2006) e haver um alto grau de correlacao entre elas, (KUROZUMI et al., 2019;
SHEN et al., 2015), a maioria das metastases a distancia procedem diretamente do tumor
primdrio e ndo dos depositos tumorais nos linfonodos acometidos no cancer de mama (VENET;
FIMERELI; ROTHE; et al., 2020). Assim, a invasio linfovascular pode informar um processo
independente da metastase linfonodal. De fato, a invasdo linfovascular qualitativa,
independentemente de sua extensdo, ¢ um fator de pior prognostico em pacientes com doenca
N- (HE et al., 2017; RAKHA; MARTIN; et al., 2012; TRUONG et al., 2005), tornando-a
comparavel a classificacdo N1 (RAKHA; MARTIN; ef al., 2012), e em pacientes com doenca
N+ (RAGAGE et al., 2010; YILDIRIM; BERBEROGLU, 2007) ou classificagdes de alto risco,
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que também sdo N+ (EJLERTSEN et al., 2009). Achados esses que foram reproduzidos na
coorte incluida neste estudo, onde se observou que a invasdo ¢ um fator independente de
metastase a distdncia em pacientes com doenca tanto N- como N+ (DA LUZ et al., 2022).
Tamanha a importancia que recentemente foi incluido como critério de decisao terapé€utica pelo
consenso St Gallen independentemente da sua extensao (BURSTEIN et al., 2019).

No entanto, analises hitopatolégicas podem ser apenas um retrato “dentro dentro de um
filme”. Uma vez que a invasao linfovascular ¢ um processo dindmico, nem sempre pode ser
capturado no momento da andlise anatomopatologica. Por isso a importancia de avaliar fatores
associados a invasao linfovascular. Shen ef al. (SHEN et al., 2018) em um estudo sobre diversos
marcadores imunohistologicos observaram que o indice proliferativo por Ki-67 e HER2 foram
preditores independentes para invasdo linfovascular, mas ndo p53. Ademais, He et al.
observaram uma importante correlagio entre Ki-67 e a invasao linfovascular (HE et al., 2017).
Porém, Ouyang ef al. (OUYANG et al., 2019) observaram, de forma semelhante a nos, que o
tamanho do tumor e grau histoldgico, dentro outros fatores clinicopatoldgicos, mas ndo HER2
ou Ki-67, foram preditivos para invasdo linfovascular. Nesta coorte de apenas pacientes
luminais foi observado que a presenga de mutagdo de p53 e tumores >T1, bem como grau de
diferenciagdo pobre (G3), sdo preditivos para invasdo linfovascular, contrastando com boa parte
da literatura. Interessantemente, a expressao semiquantitativa de ambos HRs (cHR), mas nao
de PR isoladamente, teve um associagao limitrofe com a invasao linfovascular. E, ainda mais
importante, a estratificagdo de risco incluindo grau histologico, especialmente a que culmina na
segregacdo por cHR, se mostrou mais robusta que o grau histolégico em si mesmo.

Diversos estudos mostram que a mutagdo de p53 ¢€ fator de pior progndstico no cancer
de mama (SADIGHI et al., 2017), seja luminal (JIA et al., 2015; YAMAMOTO et al., 2014)
ou mesmo triplo-negativo (PAN et al., 2017). Isso esta de acordo com o fato da mutacdo de p53
favorecer a EMT, invasividade, migracdo e. De fato, a mutacdo de p53, observada por IHQ
como resultado do seu acimulo como subproduto da mutagdo, leva a um perfil de maior
agressividade (LEVINE; BERGER, 2017; TANG et al., 2020). Apesar de diversos estudos
observarem que a mutagdo de p53 se associa com os desfechos aqui analisados (AHN ef al.,
2015; FEELEY et al., 2014; LEE et al., 2015; YAMAMOTO et al., 2014), ndo foi incluido
nessas analises por ndo ser mandatorio, nem comum na rotina de muitos laboratorios, em
contraste com o Ki-67, e para ndo reduzir ainda mais o numero de pacientes e eventos
analisados. No entanto, foi possivel observar que a marcagdo de p53 por IHQ possui uma

importante associagdo com a invasdo linfovascular, que, como supracitado, ¢ um fator de
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agressividade de interesse clinico, o que pode motivar a mudanga nas diretrizes da analise desse
marcador.

Como ponto culmintante, foi possivel observar por analises de componentes principais
categoricos que as estratificacdes de risco se alinham claramente com perfis de agressividade
tumoral distintos. Foi possivel notar duas extremidades, uma sendo dominada por tumores bem
diferenciados (G3) e/ou com baixo indice proliferativo (Ki-67<10%), ¢ a outra dominada por
tumores mau diferenciados e/ou com alto indice proliferativo (Ki-67>40%). Esses perfis se
associaram fortemente com outras caracteristicas patoldgicas, como invasdo linfovascular,
tamanho de tumor ¢ metastase linfonodal. Apesar da expressdao semiquantitativa dos HRs
compor outra dimensdo, um fato interessante observado foi a proximidade das expressoes
semiquantitativas mais elevadas se aproximarem dos tumores moderadamente diferenciados
(G2). Isso pode indicar que a associagao se deve ou a alta frequéncia das duas caracteristicas
ocorrerem simultaneamente, ou que pode justamente promover uma discriminagdo de perfil nos
tumores moderadamente diferenciados. Mesmo com essa possivel nuance, esses achados
corroboram as estratificagdes de risco obtidos nas analises de regressao de Cox.

Apesar de ndo haverem estudos semelhantes na literatura sobre andlises de perfis
conforme realizadas, ¢ digno de nota que dados do estudo clinico randomizado PlanB
mostraram que ha uma alta concordancia do RS nao alto (<25) com Ki-67<10% e do RS alto
(>25) com Ki-67>40% (NITZ et al., 2017). Também, observaram correlagdes do RS com PR,
ER e grau histologico, sendo que a combinagao de Ki-67 e PR (Ki-67<20%/PR>20% e Ki-
67>40%/PR<20%) tem uma concordancia quase completa com os cortes de RS (baixo e alto)
(GLUZ et al., 2016). Tanto os perfis quanto as classificagdes de risco aqui obtidas concordam
em alto grau com esses achados do estudo PlanB, refor¢ando a importincia dos resultados aqui
obtidos.

Em suma, foi possivel observar que a combinagdo dos fatores prognosticos leva uma
classificacdo de risco mais razoavel e refinada em pacientes com cancer de mama luminal, que
se associa com fatores de agressividade e perfis tumorais altamente contrastantes.
Especificamente, o indice proliferativo por Ki-67 e a expressdo semiquantitativa de PR ou,
principalmente, cHR, possibilita a identificagdo de pacientes cujos tumores sdo bem ou
moderadamente diferenciados (Gl e G2) cuja biologia ¢ discrepante e percurso clinico sdo
discrepantes. Ademais, essa classificacdo incorporando cHR gera modificacdao de efeito por
quimioterapia de acordo com a metastase linfonodal, refletindo melhor esse efeito causado

exclusivamente por Ki-67 do que a classificacdo incorporando a PR, langando luz sobre a
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possibilidade de um sistema integrado ser preditivo para beneficio de quimioterapia do que as
classificagdes convencionais.

Este estudo apresenta varias limitagdes, como o longo periodo decorrido, o que implica
a incorporacdo de novas terapias. Outras limitagdes sdo: a auséncia de relato da condicao
menopausal na maioria das pacientes; a possibilidade de artefatos de analise de THQ
(HAMMOND et al., 2010), as quais ndo se obteve acesso; e a reprodutibilidade e viabilidade
de diferentes clones de anticorpos (BOGINA et al., 2012; CALHOUN et al., 2018;
HAMMOND et al., 2010; RAKHA; LEE; et al., 2012; TROXELL et al., 2017), que foram
varios os utilizados pela Institui¢do, que podem prejudicar os presentes resultados. Também, o
baixo niimero de pacientes representando certas caracteristicas histopatologicas e imuno-
histoquimicas, como tumores G1 e G3, e tumores com baixa expressao de receptores hormonais
e/ou apenas um receptor hormonal, levou a resultados com intervalos de confianga muito
amplos devido ao baixo nimero de eventos observados nestas categorias.

Em relagdo ao Ki-67, analisamos apenas uma dicotomizacdo, de acordo com a
metodologia estatistica utilizada. No entanto, sabe-se que existem categorizagcdes multiniveis
do Ki-67 que melhor se relacionam com o desenvolvimento de recaidas e resposta a
quimioterapia (BURSTEIN, 2020; BURSTEIN et al, 2019; COATES et al, 2015;
CRISCITIELLO et al., 2014; DOWSETT et al., 2011).

Ademais, ndo pudemos observar o tempo mediano de sobrevida na maioria das analises,
sendo observado praticamente apenas para a segunda categoria de classificacdo de pacientes
luminais de todas as reclassificacdes, mas ndo para a primeira categoria ou pacientes com
tumores triplo-negativos, o que torna os resultados em fatores progndsticos dependentes das
curvas de sobrevida desta coorte.

Mas a principal limitacdo ¢ a classificagdo da expressdo semiquantitativa dos receptores
hormonais. Devido a falta de padronizagdo da expressdo semiquantitativa destes, que
recentemente foi incorporada as diretrizes do sistema publico de satde no Brasil (SAUDE,
2019), foi necessario padronizar os resultados para o sistema ordinal de cruzes de Sannino e
Shousha (SANNINO; SHOUSHA, 1994; SHOUSHA; PESTON, 1997). Isso leva a perda de
informagdes que sistemas mais refinados fornecem, como os sistemas Allred ou H-score
(ALLRED et al., 1992; HARVEY et al., 1999).

No entanto, diversas providéncias foram tomadas para diminuir esses possiveis vises.
Por exemplo, as pacientes tiveram os tratamentos e seus estadiamentos classificados de acordo
com diretrizes atuais. Também, a exclusdo de pacientes com dados faltantes ou classificagdes

que poderiam gerar ambiguidades, como a classificagdo 2+ da expressdo semiquantitativa dos
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receptores hormonais, foi realizada para reduzir incertezas e validade de resultados. Igualmente
importante, os resultados foram reproduzidos no subgrupo de pacientes de tratamento adjuvante
apenas. E as analises foram, na sua maioria, corroborado por bootstrapping com, pelo menos,
1.000 reamostragens, tornando validas as observagdes por apontar auséncia de viés, pelo menos
de possiveis resultados que se apoiariam em valores extremos (outliers). Provavelmente por
essas medidas que os presentes resultados ndo contrastam muito com os da literatura.

Um estudo com uma grande coorte e dados imuno-histoquimicos melhorados
(porcentagem e intensidade) poderia mostrar a validade da abordagem apresentada e se ¢
possivel integrar grau histoldgico e Ki-67, juntamente com a expressdo semiquantitativa de
receptores hormonais, para identificar pacientes com alto risco de desenvolver metastases a

distancia e morte.

CONCLUSAO

E possivel classificar pacientes com cancer de mama luminal de alto risco utilizando
uma andlise conjunta do grau histoloégico, da expressio de Ki-67 e da expressao
semiquantitativa dos receptores hormonais. A combinagdo desses fatores, considerando a
expressdo semiquantitativa de ambos receptores hormonais, e ndo apenas do PR, se mostrou
superior as classificacdes convencionais e outras estratégias de classificacdo de risco e
possibilitou a identificacdo de pacientes de alto risco, com desfechos semelhantes aos do cancer
triplo-negativo. Ademais, foi a Unica classificagdo conjunta que apresentou um potencial valor
preditivo de beneficio para quimioterapia, apesar do indice proliferativo por Ki-67 e pN serem
melhores. Ademais, foi possivel identificar perfis de agressividade tumoral que mostram a
associagdo dessa analise conjunta com outros fatores clinicopatoldgicos (pT e pN) de menor
risco de metastase a distancia e obito. Esses dados atestam a necessidade de incluir uma anélise

detalhada desses fatores nas rotinas e diretrizes de paises como o Brasil.
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CAAE: 33409214 8.0000.5152
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ANEXO 2 - FATORES BOOLEANOS PARA SELECAO NO BANCO DE DADOS SEER

{Race, Sex, Year Dx.Sex} =' Female'

AND {Race and Age (case data only).Age recode with single ages and 85+} !="00 years','01
years','02 years','03 years','04 years','05 years','06 years','07 years','08 years','09 years','10
years','11 years','12 years','13 years','14 years','15 years','16 years','17 years','Unknown'
AND {Race and Age (case data only).Race recode (White, Black, Other)} !="' Unknown'
AND {Site and Morphology.Primary Site - labeled} = 'C50.0-Nipple','C50.1-Central portion
of breast','C50.2-Upper-inner quadrant of breast','C50.3-Lower-inner quadrant of
breast','C50.4-Upper-outer quadrant of breast','C50.5-Lower-outer quadrant of breast','C50.6-
Axillary tail of breast','C50.8-Overlapping lesion of breast','C50.9-Breast, NOS'

AND {Site and Morphology.ICD-O-3 Hist/behav, malignant} = '8500/3: Infiltrating duct
carcinoma, NOS'

AND {Site and Morphology.Laterality} = 'Not a paired site','Right - origin of primary','Left -
origin of primary','Only one side - side unspecified'

AND {Multiple Primary Fields.Sequence number} = 'One primary only'

AND {Cause of Death (COD) and Follow-up.Survival months} !=0-5

AND {Cause of Death (COD) and Follow-up.Survival months flag} = 'Complete dates are
available and there are more than 0 days of survival'

AND {Therapy.Reason no cancer-directed surgery} = 'Surgery performed'

AND {Therapy.RX Summ--Surg Prim Site (1998+)} !=19,90-99

AND {Cause of Death (COD) and Follow-up.SEER other cause of death classification} !=
"N/A not seq 0-59'

AND {County attributes - Time Dependent.Median household income inflation adj to 2019}
!="Unknown/missing/no match/Not 1990-2018'

AND {Stage - 7th edition.Derived AJCC M, 7th ed (2010-2015)} = 'M0','MO0(i+)'

AND {Stage - 7th edition.Derived AJCC T, 7th ed (2010-2015)} =

"T0','Ta','Tis",'Tispu',' Tispd','TImic','T1 NOS(s)','T1

NOS(m)', TINOS','T1aNOS','NA','TX",'Blank(s)'

AND ({Stage - 7th edition.Derived AJCC N, 7th ed (2010-2015)} !=
N1mi',NINOS','N4''NA','NX",'Blank(s)'

AND {Extent of Disease.Breast Subtype (2010+)} = 'HR+/HER2- (Luminal A)'

AND {Extent of Disease.ER Status Recode Breast Cancer (1990+)} = 'Positive','Negative'
AND {Extent of Disease.PR Status Recode Breast Cancer (1990+)} = 'Positive','Negative'
AND {Extent of Disease.Regional nodes examined (1988+)} !=99

AND {Extent of Disease.Regional nodes positive (1988+)} !=95-99

AND {Extent of Disease.CS tumor size (2004-2015)} = 1-995

AND {Extent of Disease.CS extension (2004-2015)} !=950-999

AND {Extent of Disease.CS lymph nodes (2004-2015)} =
130,150,155,255,257,290,510,610,735,740,745,810

AND {Extent of Disease.CS Reg Node Eval (2004-2015)} !=0-2,5-6,8-9

AND {Extent of Disease.CS Tumor Size/Ext Eval (2004-2015)} !=0-2,5-6,8-9

AND {Extent of Disease.CS Mets Eval (2004-2015)} !=9

AND {Extent of Disease.CS site-specific factor 6 (2004-2017 varying by schema)} != 888-
988

AND {Extent of Disease.CS site-specific factor 7 (2004-2017 varying by schema)} != 988-
999

AND {Extent of Disease.CS site-specific factor 15 (2004-2017 varying by schema)} != 988-
999
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AND {Site and Morphology.Grade (thru 2017)} = '"Well differentiated; Grade I','Moderately
differentiated; Grade II','Poorly differentiated; Grade IIT'
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